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Summary

Abundance of antibiotic resistance genes and
removal of antibiotic resistant E. coli in to Norwe-
gian wastewater treatment plants. The effectivity
of different treatment stages at two wastewater
treatment plants (WWTPs) to remove cultiv-
able antibiotic resistant E. coli from municipal
wastewater from Oslo City was investigated.
The WWTPs were effective in reducing total
cultivable E. coli, however, full hygienization
was not achieved. The E. coli in WWTP samples
were partly resistant to ampicillin and co-trimo-
xazole, and to a lesser extent, tetracycline and
ciprofloxacin. The plants showed different pat-
terns with respect to the removal of resistant E.
coli. Analysis of selected antibiotics maker genes
in samples from WWTP eftluent revealed the
presence of resistance against commonly used
groups of antibiotics, but also to such that are
rarely used and belong to critically important
antibiotics, including carbapenemes, colistin and
cefalosporines. By membrane filtration of WWTP
effluents, using lab-scale ultra- and nanofiltra-
tion, all cultivable E. coli, including antibiotic
resistant ones, were removed completely.

Sammendrag
Effektiviteten av de ulike behandlingstrinnene
for fierning av antibiotikaresistente E. coli i av-
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lgpsvann fra to store avlgpsrenseanlegg i Oslo
ble underspkt. Renseanleggene reduserer den
totale mengden kultiverbare E. coli fra avleps-
vannet effektivt, men fjerningen av disse bakte-
riene var ufullstendig i begge anleggene. Bakte-
riene var delvis resistente mot ampicillin og
cotrimoxazole, og i mindre grad tetracyclin og
ciprofloxacin. Med hensyn til fierning av resis-
tente E. coli viste anleggene forskjellige monstre
utover i behandlingsprosessen. Analysen av et
utvalg markergener i utslippsvannet viser fore-
komst av resistens mot antibiotika som brukes
hyppig i Norge, men ogsé svert sjelden brukte
og kritisk viktige antibiotika, inkludert karbape-
nemer, colistin og cefalosporiner. Gjennom
ultra- og nanofiltrering pé laboratorieskala av
utslippsvannet fra avlgpsrenseanleggene, ble
alle kultiverbare E. coli, inkludert resistente E.
coli, fullstendig fjernet.

Introduksjon

Utvikling av resistens mot antibiotika hos syk-
domsfremkallende bakterier er en global utford-
ring som forventes & medfere store negative
helsemessige, sosiale og ekonomiske konse-
kvenser (WHO 2014). @kt antimikrobiell resis-
tens (AMR) forarsaket av mennesker anses ogsa
som et pkologisk problem. Selv om Norge fort-
satt er et lavprevalensland sammenlignet med
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andre land, er antall infeksjoner med antibiotika-
resistente bakterier (ARB) okende (ECDC 2014;
NORM/NORM-VET 2015). Helsemyndighetene
frykter at situasjonen raskt kan forverre seg pa
grunnen av faktorer som ekt antibiotikaforbruk,
reisevirksomhet, import av kontaminert mat og
spredning av ARB i matproduksjonen (NORM/
NORM-VET 2015). Gjennom en nasjonal stra-
tegi og handlingsplaner, har staten og myndig-
heter iverksatt tiltak mot utvikling av. AMR
(HOD 2015, 2016). Utviklingen av AMR har
blitt fulgt opp neye i mange ar gjennom lands-
omfattende meldings- og overvakningspro-
grammer (MSIS ; NORM-VET ; NORM). Men
béde nasjonalt og internasjonalt har fokus histo-
risk veert pa overvakning av klinisk-relevante
ARB fra mennesker og dyr. Ferst i fior inkluderte
EU begrepet «miljo» som tredje ledd i «One-
Health tilneermingen» i EU-kommisjonens til-
taksplan mot spredning av AMR, som betrakter
helsen til bade mennesker og dyr samt det ytre
miljeet i en helhetlige sammenheng (COM
2017). Blant tiltakene mot AMR i miljoet skal
kunnskapshull vedrerende det ytre miljgets rolle
i spredning av AMR tettes, risikoen ved AMR i
miljeet evalueres, nye analyseverktoy etableres,
og nye, effektive teknologier for fjerning av anti-
biotika og ARB utvikles. Som en del av den na-
sjonale tiltaksplanen mot spredning av AMR ble
det nylig gjennomfert studier (NVI 2017; HI
2018; NIBIO 2018; NVI 2018) for & kartlegge
AMR i en rekke indikatororganismer.

Sentrale kommunale avlepsrenseanlegg er
viktige utslippskilder av ARB og antibiotika til
det akvatiske miljget (Thomas et al 2007b;
Rizzo et al. 2013). Forekomst av store mengder
av ulike bakterier ssmmen med kontinuerlig til-
forsel av sub-terapeutiske konsentrasjoner av
resistensdrivende antibiotika, metaller og bio-
cider, skaper kompetitive betingelser blant
bakteriepopulasjonene i det biologiske trinnet
som forer til seleksjon av antibiotikaresistente
gener (ARG), utvikling av nye ARB og spred-
ning av AMR til resipienten (Berendonk et al.
2015). For tiden vet man lite om forekomst av
ARB og ARG, transport av og skjebnen til ARB
& ARG i de ulike behandlingstrinnene, samt
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pévirkningen av driftsbetingelsene pa dette.
Rutinemessige malinger for ARB og ARG gjen-
nomferes ikke ved avlgpsrenseanlegg, og syste-
matiske underspgkelser har kun nylig begynt i
forbindelse med internasjonale overvakings-
programmer (NORMAN Network', NEREUS
COST Action?, StARE-prosjektet’).

Fordi konvensjonelle avlgpsrenseanlegg ikke
ble designet og dimensjonert for & flerne AMR,
skaper uhindrede utslipp av ARB og ARG til det
akvatiske miljoet en utfordring for implemente-
ringen av Norges berekraftsmal for a sikre rent
vann og trygg hygiene i fremtiden (UD 2016).
Samtidig krever lgpende endringer i EUs vann-
direktiv at store kommunale avlgpsanlegg skal
investere i avanserte behandlingstrinn. Derfor
er det stort behov for a kartlegge AMR-skjebnen
i full-skala anlegg, hvilken risiko som utgér fra
utslipp av AMR til det akvatiske miljoet, og
hvordan man kan forhindre det.

Undersokelsens forste mal var & kvantifisere
kultiverbare E. coli som er resistente mot fire ut-
valgte og vanlig brukte antibiotika, ampicillin
(Amp), ciprofloxacin (Cip), tetracyclin (Tet) og
cotrimoxazole (Tmp/Smx), i vannprever tatt fra
Vestfjorden Avlgpsselskap (VEAS) og Bekkela-
get Vann AS (BEVAS) avlgpsrenseanleggene. I
tillegg skulle ni forskjellige ARG i utslippsvann-
prover kvantifiseres med hjelp av kvantitativ
sanntids-PCR (qPCR). Dette tillater & vurdere
effektiviteten av vannbehandlingsprosessen for
fierning av ARB og ARG, samt risikopotensialet
for spredning av antibiotikaresistens fra avleps-
anlegg til Indre Oslofjord.

For 4 oppné en mer effektiv flerning av ARB
og ARG i konvensjonelle avlgpsanlegg, trengs
det en forbedring eller etter-installasjon av en
avansert behandling og hygienisering ned-
stroms det biologiske behandlingstrinnet. Fra
spektret av tilgjengelige metoder, er membran-
filtrering en aktuell losning for & fjerne ARB og

! Network of reference laboratories, research centers and

related organizations for monitoring of emerging

environmental substances, http://www.norman-network.net
2 New and emerging challenges and opportunities in

wastewater reuse (ES 1403), http://www.nereus-cost.eu

Water JPI Stopping antibiotic resistance revolution,
https://stareeurope.wordpress.com
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Figur 1. Prinsipp av prosessen ved (a) VEAS og (b) BEVAS avlopsrenseanlegg. Markeringer viser tilsetnings-
punkter for kjemikalier (stipulerte piler) og provetakingspunkter (stjerne).

Tabell 1. Membranegenskaper. UF= Ultrafiltrering; NF=Nanofiltrering; Da= Dalton.

Membran Molekylarvekt (Da) | Produsent Materiale

Alfa Laval, )
UF 10.000 UFX-10pHt Permanent hydrofilt polysylfon
NF#1 200-400 DOW, NF270 Polyamid tynnfilmkompositt
NF#2 150 Toray, TM600 Piperazin polyamidkompositt

ARG gjennom filtrering og hygienisering av av-
lgpsvannet. Siden det foreligger lite informasjon
om ytelse av membranfiltrering med hensyn til
flerning av ARB og ARG, var studiens andre mél
4 undersgke virksomhetsgraden av ultrafiltre-
ring (UF) og nanofiltrering (NF) for & fjerne
kultiverbare antibiotikaresistente E. coli fra ut-
slippsvannet fra anleggene.

Materiale og metoder
Avlepsrenseanlegg. Vannprever ble tatt ved
VEAS og BEVAS avlepsrenseanlegg, der avlgps-
vann fra Oslo-Akershus behandles mekanisk,
kjemisk og biologisk (Figur 1). En detaljert pro-
sessbeskrivelse finnes i Schwermer et al. (2018).
Mens VEAS tar imot avlgpsvann fra fem store
sykehus i Oslo-omradet, far ikke BEVAS noe av-
lgpsvann fra sykehus. Det biologiske trinnet hos
VEAS bestar av en biofilmprosess (fiksert-film-
prosess for nitrifikasjon og denitrifikasjon med
metanoltilfersel i denitrifikasjon), mens hos BE-
VAS benyttes en aktivslamprosess. Begge anleg-
gene slipper ut det behandlede vannet pa 30-55
m i Indre oslofjord.

Provetaking. Degnblandingsprever ble tatt
med automatiserte provetakere fra ravannet,
nedstrems sedimentasjon / aktivert slam og se-
dimentasjon samt for utslippet (Figur 1) i okto-
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ber 2014 (VEAS og BEVAS) og i februar 2015
(BEVAS).

Membranfiltrering. Utslippsvannet fra anleg-
gene ble filtrert gjennom UF- og NF-membra-
ner (Tabell 1) ved hjelp at et membrantestanlegg
ilaboratorieskala, som er detaljbeskrevet i Krze-
minski et al. (2017) og Schwermer et al. (2018).

Resistensanalyse. Resistens mot antibiotika
ble mélt ved bruk av membranfiltrering som be-
skrevet i Watkinson et al. 2007. E. coli ble dyrket
pé sterile Difco MI agarplater uten og med til-
satt antibiotika. Konsentrasjonene tilsvarte
breakpoint / minste hemmende konsentrasjon
(MIC) som skiller folsomme fra resistente orga-
nismer, dvs. Tmp/Smx: 4/76 pg/mL, Cip: 4 pg/
mL, Amp: 32 pg/mL og Tet: 16 pg/mL. Total-
konsentrasjon E. coli ble i noen prever kvantifi-
sert ved bruk av «Most Probable Number»
(MPN) Colilert-metoden (LOQ: 1 organisme/
100 mL; IDEXX Laboratories, Inc.) etter ISO
9308-2:2012.

Molekylerbiologi. Utslippsprever (0.15L
volum) ble filtrert i triplikat gjennom filtre av
polykarbonatmembran (0,2 um porestorrelse;
Whatman), og DNA ble ekstrahert (Power-
Water DNA Isolation Kit; MOBIO Laboratories
Inc., Carlsbad, CA). DNA fra tre filtre ble sam-
let, og utvalgte gener (Tabell 2) ble kvantifisert
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Tabell 2. Gener brukt ved genanalysen. Relevans: 1 = persistent; 2 = prevalent; 3 = problematisk

Gen Produkt Resistensmal/Funksjon Relevans
16S rRNA Ribosomale proteiner 2
| Penicilli 1
blag Bredspektrede -laktamaser eniciner
bla(TX—M—WS . . .9
(ESBL) klasse A B-laktamer: penicilliner og cefalosporiner 3
bIaCTX-M-SZ
bl Karbapenem-hydrolisierende
%ocs klasse A B-laktamase
Karbapenem-antibiotika®, penicilliner 3
blag,, Karbapenem-hydrolisierende
bla klasse D B-laktamaser (oxacillinaser)
OXA-58
it Integrase-gen av klasse 1integroner, plattform for ulike | Ulike antibiotika (aminoglycosider, trimetoprim, 3
resistensgener B-laktamer og erythromycin)
mcr-1 Phosphatidylethanolamin transferase Polymyxiner, som collistin’ 3
sull Dihydropteroat synthase Sulfonamider 2
tetM Tetracyclinresistent protein Tetracydlin 2

! Reserveantibiotika (WHO 2017); > WHO watch group antibiotika

med qPCR (Universal Master Mix M3003 fra
New England BioLabs Inc.) ved Teknisk Univer-
sitet Dresden, Institutt for hydrobiologi, i Tysk-
land. Referanser for primere er ikke angitt pa
grunn av begrenset plass.

Resultater og diskusjon
Antibiotikaresistente E. coli og ARG i
renseanlegg

Den totale konsentrasjonen av dyrkbare E. coli
ble redusert med over 2,2 log i begge avlgpsan-
leggene, som er vanlig for konvensjonelle anlegg
(Figur 2). Hos VEAS ble de fleste E. coli fiernet
gjennom biofilmprosessen, mens graden av fjer-
ning hos BEVAS var jevnere gjennom hele be-
handlingen. Andelen kultiverbare E. coli resis-
tent mot de fire antibiotika som ble testet var
omtrent like hoy i ravannet ved begge anleggene
(Figur 2). Siden kun VEAS far avlep fra fem store
sykehus (totalt 2100 senger) i Oslo-Akershus-
omradet, mens BEVAS ikke far avlep fra syke-
hus, antyder det at hovedkilden til ARB ikke
nedvendigvis er sykehus, men andre kilder.
Dette viser ogsa studier i andre land (EPA 2015).
Det antas faktisk at de fleste ARB i kloakken
kommer fra husholdninger og ikke fra sykehus,
fordi sykehus vanligvis bidrar mindre enn 1% til
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det totale avlepsvolumet (Kiimmerer 2004).
Unntaket er multiresistente kliniske bakterier,
som er mest problematiske og som primeert
slippes ut fra sykehus. I kloakken ved VEAS ble
bidraget av resistens-drivende substanser fra
sykehus kvantifisert som generelt liten, unntatt
noen sykehus-spesifikke stoffer som finnes spo-
radisk i heye konsentrasjoner (Thomas et al.
2007a). Samtidig brukes 85% av de totale solgte
humanantibiotika i Norge i primeerhelsetjeneste,
det vil si utenfor sykehuset, og bidrag av antibio-
tika fra veterineersektoren er ubetydelig (ECDC
2014; NORM/NORM-VET 2015). Dermed er
det sannsynlig at husholdninger bidrar betyde-
lig til seleksjon og videre til utslipp og spredning
av ARB i bade avlgpssystemet og avlepsanlegg,
som malingene av rdvannet ved anleggene anty-
der.

Siden kommunale avlgpsanlegg er sentrale
punkter der de storste avlgpsstrommene belas-
tet med ARB, ARG og resistens-induserende
stoffer fra ulike kilder motes, er det plausibelt a
etablere kontrollerende tiltak mot disse faktorene
i anleggene. Per i dag er konvensjonelle anlegg
ikke egnet til fierning av slike faktorer. For &
oppné mer effektiv hygienisering av ARB og de-
struksjon av ARG, kreves derfor en oppgrade-
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ring av eksisterende anlegg med et egnet
avansert behandlingstrinn. I Tyskland er det
beregnet at en teknisk optimalisering av store
anlegg til dette formalet vil ha édrlige kostnader
pé 1,3 milliarder euro, dvs. 16 euro per innbyg-
ger og ar (Baars & Lambrecht 2018).

I ravannsprever var E. coli delvis resistente
mot Amp (6-27%) og Tmp/Smx (5-24%), og
mindre mot Cip (<7%) (Figur 2). Dette sam-
svarer med trenden i kliniske studier, hvor E.
coli-isolater fra urin viste hey resistens mot
Amp (34%) og Tmp/Smx (21%), og lavere resis-
tens mot Cip (7%) (NORM/NORM-VET 2015).
Ved VEAS ble andelen resistente E. coli mest re-
dusert i lopet av den fysiske og kjemiske be-
handlingen, mens proporsjonen ble uforandret
gjennom den biologiske prosessen (Figur 2). I
BEVAS’ tilfelle var reduksjonen av andelen re-
sistente E. coli mindre og jevnere over hele be-
handlingsprosessen. Til tross for en signifikant
nedgang av den totale konsentrasjonen kultiver-
bare E. coli og en simultan nedgang av den rela-
tive andelen av de fleste antibiotikaresistente
organismer, var hygieniseringen ufullstendig
ved begge anleggene.

Resultatene fra qPCR-kvantifisering av ut-
valgte ARG og et integron i utslippsvannet fra
VEAS viser at 16S rRNA, Intll og Sull er de tre
mest dominerende genene (Figur 3). Dette kor-
relerer med resultater fra utslippsundersgkelser
ved avlgpsanlegg i tre andre europeiske land
(Rocha et al. 2018). Hyppig forekomst av Sull
og noen [-laktamase-gener (bla ., bla_, .
bla, ., ogbla_ . )i utslippsvannet korrele-
rer med resultater fra kultiveringen, der en hoy
andel av E. coli viser resistens mot stoffgruppene
sulfonamider/trimetoprim (Tmp/Smx; JOIE)
og B-laktamer (Amp). Analog med det er 20-25
% av E. coli-isolater fra urin i Norge resistent
mot Tmp/Smx (FUNL 2018). Funnet av genene
bla . . ogIntll samt tetM gjenspeiler resistens
mot antibiotika i gruppen penicilliner og te-
tracycliner, som er de mest brukte gruppene av
humanantibiotika i Norge. En slik korrelasjon
mellom antibiotikaforbruk og genforekomst i
vannet er derimot ikke tilfelle for stoffgruppen
sulfonamider og trimetoprim (JO1E), hvor
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resultatene fra kultivering og qPCR viser hoy
resistens mot denne stoffgruppen, mens forbru-
ket av sulfonamider og trimetoprim er relativt
lavt (NORM/NORM-VET 2015).

Vi fant relativ hoye konsentrasjoner av kar-
bapenemasene OXA-48 og OXA-58 i avleps-
provene, som indikerer hey forekomst av ulike
typer karbapenemaser, sannsynligvis fra Entero-
bacteriacae (bla_,, ,) og Acinetobacter spp.
(bla,, .,) (Figur 3). Karbapenemaser gir resis-
tens mot de mest bredspektrede B-laktamene,
karbapenemer. Dette er bekymringsfullt, siden
karbapenem-antibiotika er blant de viktigste
last-resort antibiotika (WHO 2017). I Norge
brukes disse bare pa sykehus og til pasienter
med alvorlige infeksjoner som er vanskelige &
behandle. Oxa-48 har ogsé vert problematisk &
detektere pé sykehus, fordi dette enzymet i mot-
setning til de fleste andre karbapenemaser ikke
bryter ned cefalosporiner. Antallet pasienter
infisert med karbapenemase-produserende
Enterobacteriaceae (CRE), P. aeruginosa og
Acinetobacter spp., som er de mest kritiske bak-
teriegruppene ifelge WHO, har ekt i lopet av de
siste 10 drene fra <5 tilfeller til 22 (P. aeruginosa
og Acinetobacter spp.) og 37 (Enterobacteriaceae)
tilfeller i Norge per ar (NORM/NORM-VET
2016). Blant CRE isolert fra pasienter er E. coli
og K. pneumoniae de dominerende artene.

Funn av hegye konsentrasjoner av bla
bla, i forhold til bla

OXA-48 Og

(Figur 3) passer

OXA-58 KPC-3
med at det er beskrevet en raskere spredning av
genene bla_ , . og bla , . verden over sam-

menlignet med bla, . (Bakthavatchalam et al.
2016). Lave konsentrasjoner av KPC-3 kan an-
tyde at dette ikke er sa hyppig i avlepsvannet og
at det enna ikke har spredt seg ut fra sykehus-
miljoet, der det har vist stor evne til spredning i
form av KPC-3-produserende K. pneumonia
som tradisjonelt er en sykehusbakterie.
Resultatet fra qPCR viser en relativt hgy kon-
sentrasjon av genet mcr-1 i utslippsvannet (Fi-
gur 3). Dette genet koder mot colistin (et
polymyxin), som er et av fa av siste valg antibio-
tika til human bruk (WHO 2017). I utlandet
brukes colistin hyppig i intensivt dyrehold
(feerfe og gris) (RESET 2017). I Norge brukes

VANN | 022018



colistin derimot sveert sjelden (0.005 DDD/1.000
mennesker/dag) til mennesker og ikke til dyr
(NORM/NORM-VET 2016). Selv. om mcr-1
ikke ble oppdaget blant human-kliniske karba-
penemaseproduserende E. coli-isolater fra hele
landet i lopet av NORM-VET-overvakningen
mellom 2007-2014, fant man mcr-1 for forste
gang i Norge i 2014 i avfering fra en reisende fra
India (Solheim et al. 2016). Mcr-1 har opprin-
nelse fra en gris i Kina og sprer seg raskt i
Enterobacteriaceae over hele verden (Liu et al.
2016; RESET 2017). Genet forekommer i gkende
grad i kombinasjon med CTX-M, som da gir
koresistens mot bade colistin og cefalosporiner.
Mcr-1 ble ogsa pavist tidligere i ESBL-produse-
rende E. coli isolert fra prover tatt pa en bade-
strand pa Kalveya i Indre Oslofjord (Jergensen
et al. 2017a). Kombinerte resultater fra var og
den sist nevnte studien impliserer at gener for
colistinresistens forekommer mye hyppigere i
det akvatiske miljpet enn NORM/NORM-VET-
overvakningen antyder. Samtidig viser var stu-
die at avlgpsanlegg er en av kildene til mcr-1,
selv om det tidligere det antatt at mcr-1 kommer
fra kontaminasjon fra battoaletter, dyrehold,
jordbruk og trekkfugler (Jorgensen et al. 2017a).
Viidentifiserte genenebla ., . ogbla_ .
for de bredspektrede B-laktamasene med aktivi-
tet mot cefalosporiner, samt bla . =~ som bare
hydrolyserer penicilliner (Figur 3). Dette viser
forekomst av resistens mot bade penicillin
B-laktamantibiotika, men ogsdé mot cefalos-
poriner, som er kritisk viktige antibiotika.
CTX-M-15ble pavist i en nylig utgitt studie av
utslippsvann fra VEAS og ved en badestrand i
Baerum (Jorgensen et al. 2017b) og har i de siste
arene blitt det mest forekommende ESBL i E.
coli i mange andre land (Dhanji et al. 2010).
CTX-M-15 er et hyppig forekommende gen i
humane isolater i Norge (Seraas et al. 2013; Jor-
gensen et al. 2017b), og det er overraskende at
dette ble funnet i lavere konsentrasjon i vannet
enn bla, , .. som er svert sjeldent forekom-
mende i kliniske isolater i Norge. For tiden har
vi ingen forklaring pa denne relasjonen.
Relatert til forekomst av resistens mot karba-
penem-antibiotika og colistin, er resultatene
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vare i samsvar med en nylig giennomfert milje-
undersekelse i Tyskland, der det ble pavist kon-
taminasjon med genene mcr-1 og bla_, . av
vannprever tatt fra resipienten nedstrems et
kommunalt avlgpsanlegg og et sykehus (Baars
& Lambrecht 2018). I likhet med var studie, ble
det samtidig funnet betydelige konsentrasjoner
av bredspektrede p-laktamase (ESBL) gener
(bla,,, > bla.;y ;) i disse vannkildene. Dette
antyder at forekomsten av resistens mot disse
antibiotika er mye mer utbredt i vannmiljoet
enn antatt.

Det mest dominerende genet ved qPCR-
analysen (Figur 3), Intll, er et klasse 1 inte-
gron-integrase-gen. Integroner kan ta opp ulike
gener fra miljoet, som aktiveres som respons pa
stressfaktorer. Integroner inneholder genkasset-
ter som koder for resistens mot ulike antibio-
tika, serlig aminoglykosider, trimetoprim,
B-laktamer og erytromycin, og dermed repre-
senterer de molekylere indikatorer for antropo-
gene pavirkninger (referanser i Gatica et al
2016). Integroner forekommer i gkende grad i
avlgpssystemer p& grunn av forekomst av
stress-drivende substanser, for eksempel anti-
biotika, som utever seleksjonstrykk. Vannbe-
handling minker imidlertid ikke andelen av
bakterieceller med klasse 1 integroner, og den
forandrer ikke integriteten av ARG assosiert
med integron (Gillings 2018).

En tidligere undersokelse (Gatica et al. 2016)
av sammensetning av Intll-assosierte gener i
utslippsprever fra VEAS viser at resistens mot
aminoglykosider var den mest dominere inte-
gron-assosierte antibiotikaresistensmekanismen.
Ifolge (FUNL 2018) er resistens mot amino-
glykosider i Skandinavia og i klinisk sammen-
heng forelopig lite utbredt sammenlignet med
andre land, men det er likevel problematisk
fordi aminoglykosider tradisjonelt har veert
hjornesteinen i empirisk sepsisbehandling.
Aminoglykosider gis intravengst, og 60-90% av
dosen gjenfinnes i aktiv form i urinen det forste
degnet, og dette havner i kloakken der det sann-
synligvis bidrar til spredning av resistens. Bade
bruk (i Norge mest gentamicin og tobramycin)
og resistens mot aminoglykosider, saerlig i noen
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andel resistente E. coli (soyler; akse t.h.) i prover fra (a) VEAS og (b) BEVAS. Feillinjene representer 95% o0g 33%
konfidensintervall ved bakteriekonsentrasjon og andel resistens, respektivt.

Enterobacteriacae og pneumokokker, viser en
sterkt pkende tendens de siste arene, selv om
aminoglykosider utgjor en relativt liten (<3 % av
totalt solgte definerte degndoser, DDD) andel
av alle humanantibiotika brukt i Norge (NORM/
NORM-VET 2015). Denne pastanden og utvik-
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lingen men hensyn til rask spredning anses som
bekymringsfulle.

Blant de undersekte P-laktamase-genene
som var Intll-assosierte, dominerte klasse D
p-laktamaser og bla_ ,-genene (Gatica et al.
2016). Dette resultatet bekreftes ogséd gjennom
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Figur 3. Forekomst av ARG i utslippsvann fra VEAS og BEVAS hosten 2014, og fra BEVAS véren 2015. Feillinjer
viser standardavvik fra n = 3 malinger pd tre etterfolgende dogn. Stipulerte rode linjer indikerer LOQ.

deteksjon av [B-laktamase-genene bla_ , . og
bla_., .. i gPCR-analysen (Figur 3). Resultatene
vare er i stil med en studie (Jorgensen et al.
2017b) der 78% og 65% av ESBL-produserende
E. coli-isolater i prever tatt fra utslippsvannet
ved VEAS og ved badestrender i Indre Oslofjord
viser ervervet resistens mot aminoglykosider.

Variasjonen i relative konsentrasjoner av ge-
nene i prever tatt pa tre etterfolgende degn i
lopet av samme uke var lav i begge anlegg (Figur
3). Nar det gjelder menstret av genkonsen-
trasjoner i prover tatt i lgpet av samme sesong
(hesten 2014) er det ingen forskjell mellom an-
leggene. I tillegg, nar det gjelder prover fra BEVAS,
er menstret av forekomst likt for de fleste genene
uavhengig arstiden (hest 2014 og var 2015).
Dette antyder at det er lite forskjell i konsentra-
sjoner av de underspkte genene mellom anleg-
gene, i lopet av en uke og mellom érstider. Men
fordi andre studier (Berendonk et al. 2016) som
gikk over en lengre tidsperiode, tyder pa at rela-
tive konsentrasjoner av ARG kan variere mel-
lom arstider, trengs langtidsundersekelser ogsa
for norske renseanlegg.
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Membranfiltrering
Nar det gjelder effektiviteten for & fjerne ARB
fra utslippsvannet fra renseanlegg ved bruk av
UF- og NF-membraner i et testanlegg for mem-
branfiltrering, viser undersgkelsen at alle mem-
branene fjernet kultiverbare E. coli til under
deteksjonsnivdet av platteringsmetoden (10
CFU/mL). Dermed ble ogsa alle antibiotika-
resistente E. coli flernet. Disse resultatene ble
bekreftet gjennom MPN-metoden (LOQ: 1
MPN/ 100 mL). Den totale effektiviteten for &
flerne E. coli fra ubehandlet vann via rense-
anlegget kombinert med UF utgjorde >4.2 log,
uavhengig anlegget. Etter filtrering inneholdt
retentatet nesten samme konsentrasjon av E.
coli som var i feed-stremmen, dvs. at bakteriene
ble akkumulert i retentatet. Differanser mellom
méleverdiene forklares med metodenes presi-
sjon (Figur 4). Prinsippet av fjerningen ved fil-
trering skjer sannsynligvis pa grunnen av sepa-
rering basert pa storrelse og celle-kolloid
interaksjoner.

Resultatene antyder at membranfiltrering vil
kunne brukes som en tilleggsbarriere i vann-
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rensingen for 4 oppna hygienisering av ARB ved
avlepsbehandling. I forhold til andre metoder er
fordelene at prosessen produserer vann med
hoy kvalitet, det trengs ingen kontinuerlig til-
forsel av desinfeksjonsmiddel, det er ingen bi-
produkter av desinfeksjonen og det selekteres
ikke for resistente organismer, samt at prosessen
trenger lite plass, er fleksibel, robust og stabil
over lang tid. Ved siden av funksjon som
hygieniseringsbarriere er det ogsd mulig & fjerne
andre mikroforurensinger (Krzeminski et al.
2017). Blant teknologiens utfordringer er hand-
tering av retentatet og heyt energiforbruk i full-
skala.

Konklusjoner

Studien viser at kultiverbare E. coli med resis-
tens mot de undersokte fire antibiotika fore-
kommer i like hgye konsentrasjoner i rédvannet
til bade BEVAS og VEAS, selv om kun VEAS tar
imot avlep fra sykehus. Samtidig viser resultate-
ne fra genanalysen like heye konsentrasjoner
for de 10 undersokte i utslippsvannet fra begge
anleggene. Dette impliserer at husholdninger i
Oslo er en viktig kilde for antibiotikaresistens i
avlgpssystemet. Disse funnene bor bekreftes i
mer detaljerte studier som dekker flere gener og
med hyppigere provetaking over et lengre tids-
rom.

Undersgkelsen av utslippsprever viser hay
forekomst av resistens mot de mest brukte anti-
biotikagruppene i Norge, nemlig penicilliner og
tetracycliner. Samtidig viser den ogsa resistens
mot stoffgruppen sulfonamider og trimetoprim
(JO1E) samt aminoglykosider, som er mindre
brukt. I tillegg til resistens mot disse vanlig
brukte antibiotika, fant vi gener som koder for
resistens mot antibiotika, som ifelge WHO er
kategorisert enten som kritisk med hensyn til
human helse eller som last-resort antibiotika.
Dette inkluderer resistens mot karbapenemer,
colistin og cefalosporiner. Sammen med andre
ferske studier (Jorgensen et al. 2017b; Baars &
Lambrecht 2018), antyder det at gener som ko-
der for disse sjeldne typene antibiotikaresistens
finnes i mye storre grad i det akvatiske miljoet
enn man ville ha antatt basert pa kliniske/veteri-
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neermedisinske overvakninger. Det betyr at den
gkende spredningen av disse genene som re-
gistreres i hele verden ogsé skjer her i Norge, til
tross for at karbapenemer, colistin og cefalo-
sporin-antibiotika generelt sett sjelden er brukt
til mennesker (administreres kun pa helseinsti-
tusjoner) og ikke til dyr i Norge (NORM/
NORM-VET 2016).

Malingene vare gir ikke informasjon om
bakteriene er resistente mot flere antibiotika
(multiresistens). Uten videre analyser er det ogsa
umulig a korrelere forekomst av de undersokte
genene til enkelte bakteriearter. Likevel regi-
streres det i gkende grad forekomst av multi-
resistente E. coli i avlepsvann og akvatiske
resipienter, ofte i tilknytning til avlgpsanlegg og
sykehus (Jergensen et al. 2017b; Baars & Lamb-
recht 2018). Samtidig forekommer flere av gene-
ne (CTX-M og OXA) vi undersokte forst og
fremst pa resistensplasmider og er dermed
sterkt assosiert med multiresistens. Seerlig kar-
bapenemaseproduserende isolater er ofte multi-
eller ekstremresistente og kan fere til hoy
dedelighet pa grunn av begrensede behand-
lingsmuligheter (NORM/NORM-VET 2016).
Péa grunn av risikoen multiresistente sykdoms-
fremkallende bakterier utgjer og overferings-
potensialet av multiresistens til miljobakterier,
ber denne tematikken undersekes videre.

Til tross for en betydelig reduksjon av den
totale mengden kultiverbare E. coli, og dermed
fraksjonen av antibiotikaresistente E. coli i begge
avlepsanlegg, var hygienisering gjennom kon-
vensjonell behandling ufullstendig (Figur 5).
Dette kan veere kritisk ndr ARB og ARG sammen
med periodevis betydelige mengder av resistens-
drivende substanser (Thomas et al. 2007b) slip-
pes ut til okosystemet i Indre Oslofjord der det
bade kan medfore konflikter mellom brukere
(bading, fisking, rekreasjon) og kan ha helse-
messige konsekvenser. Hvilket akutte helserisi-
ko og langsiktige gkologiske konsekvenser gér
ut ifra utslipp fra avlgpsrenseanlegg er for tiden
ukjent og er vanskelig & vurdere. Det er mange
faktorer som spiller en rolle; genforekomst alene
er ikke nok for 4 kunne si noe om risiko for
AMR. Likevel finnes det studier som antyder en
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direkte sammenheng mellom forekomst av
AMR i det akvatiske miljoet og negativ pavirk-
ning pa helse (Jorgensen et al. 2017b; Leonard et
al. 2018). For eksempel, i Jorgensen et al
(2017b) ble det pavist ESBL-produserende E.
coli i alle prover fra utslippsvannet fra VEAS
samt ved en rekke badestrender i Indre Oslo-
flord. Isolatene var i mange tilfeller sveert like
kliniske isolater fra samme tidsperiode og om-
rade. Forfatterene konkluderte med at det ikke
kunne utelukkes at pasienter hadde blitt smittet
av resistente bakterier ved bading. I en annen
artikkel (Seraas et al. 2013) ble det pavist en
assosiasjon mellom bading i Indre Oslofjord og
forekomst av urinveisinfeksjon med resistente
bakterier i pasienter som bor i VEAS sitt omrade.

For 4 fa en bedre forstaelse rundt AMR-prob-
lematikken, en eventuelt nedvendig etablering
av tekniske tiltak for bedre kontroll, samt poten-
siell tilpasning av regelverk avhengig av risiko-
en, kreves systematiske langtidsundersekelser
med hensyn til spredning av AMR i fjorden.
Siden resistensproblematikken er sammensatt
av mange faktorer og er kompleks, kreves en bedre
og helhetlig forstaelse med hensyn til «One-
Health»-tilnaerming. Dette oppnés gjennom gkt
og tettere interdisiplinaert samarbeid og helhet-
lig politisk styring pa tvers av landegrenser.

>
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Figur 5. lllustrasjon for fierning av totale kultiverbare
(bla) og Amp-resistente (stipulert rod) E. coli i avlgps-
anlegg for utslipp til resipient.
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Resultatene antyder at fierning av ARB fra
kommunalt avlgpsvann primeert ber gjennom-
fores i de sentrale renseanleggene der de storste
avlopsstrommene belastet med ARB, ARG og
resistensinduserende stoffer fra ulike kilder
motes. Imidlertid utelukker dette ikke lokal
punktbehandling ved institusjoner der utslippet
er intensivt belastet med multiresistente, helse-
truende kliniske ARB og ARG samt sykehus-
spesifikke resistensdrivende substanser.

Denne studien viser at fierning av alle kulti-
verbare E. coli, dvs. inkludert antibiotikaresistente
E. coli under mélemetodens kvantifisierings-
grense, forst ble oppnédd etter at utslippsvannet
fra anleggene ble videre behandlet ved bruk av
UF- og NF-membraner. Dermed konkluderes
det at membranfiltrering er en effektiv lesning
for etter-installasjon i konvensjonelle avlgps-
renseanlegg med mal om a forbedre hygieni-
seringen, og dette utgjor et effektivt alternativ
sammenlignet med andre metoder. Imidlertid
er det umulig 4 konkludere om membraner er
egnet til & flerne ARG basert pa denne under-
sokelsen. Videre lar det seg ikke uttale om mem-
branfiltrering, enten alene eller kombinert med
andre teknologier, er en effektiv metode for &
fierne ARB og spesielt ARG fra avlgpsvann i
storskala.
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