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Summary

Discharge of antimicrobial resistant genes in
treated wastewater to recipients.

The abundance of selected marker genes for an-
timicrobial resistance (AMR) in water samples
collected from the effluent of three Norwegian
wastewater treatment plants was quantified. 16S
rRNA, Intll and Sull were the dominant anti-
biotic resistance genes (ARG) in the plant eftlu-
ents. Equally high concentrations of most ARG
that were measured in samples from all plants
suggest that households and other diffusive
sources play a dominant role as source for ARG
in wastewater. The abundance of ARG seems to
be independent of the treatment plant. At all
plants, most of the ARG investigated are dischar-
ged to the recipient with the treated water. The
presence of high ARG concentrations in samples
collected from the recipient downstream of one
of the plants was unexpected, and is explained
by extraordinary circumstances in the section of
the river where samples were collected. Conclu-
sions on whether the treatment plant’s effluents
contribute more to the total load with anthropo-
genic ARG in the recipient than other diffusive
sources cannot be drawn at the moment.
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Sammendrag

Forekomsten av utvalgte markergener for anti-
mikrobiell resistens (AMR) i vannprever tatt fra
utslippet av tre norske avlgpsrenseanlegg ble
kvantifisert. 16S rRNA, Intll og Sull er de tre
dominerende antibiotikaresistensgenene (ARG)
i utslippsvannet fra anleggene. Like hoye kon-
sentrasjoner av de fleste ARG som ble detektert
i prevene pa alle anleggene antyder at hushold-
ninger og andre diffuse kilder spiller en domi-
nerende rolle som kilde for ARG i avlgpsvannet.
ARG forekomst virker & vaere uavhengig av ren-
seanlegget. De fleste av de undersokte ARG slip-
pes ut til resipienten sammen med behandlet
vann pa alle anlegg. Uventede hoye konsentra-
sjoner av de fleste undersgkte ARG i prover tatt
fra resipienten tilknyttet ett av anleggene forkla-
res med sarskilte forhold i delen av elven der
provene ble tatt. For tiden er det umulig & kon-
kludere om renseanleggets utslipp bidrar serlig
mer til totalbelastningen med menneskeskapte
ARG i elven enn andre diffuse kilder.

Introduksjon

Spredning av antimikrobiell resistens (AMR) er
et alvorlig og globalt raskt voksende helseprob-
lem. Sammenliknet med andre land er Norge
fortsatt et lavprevalensland (HOD 2015; NORM/
NORM-VET 2016). Likevel antyder nylige
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studier (NORM/NORM-VET 2016; Jorgensen
et al. 2017a; Jorgensen et al. 2017b) at bakterier
ogsé her i landet blir resistente mot bade vanlig
brukte antibiotika og kritisk viktige reserveanti-
biotika. Arsaker til spredningen av AMR forkla-
res med overforbruk og feil bruk av antibiotika,
import fra utlandet gjennom reisevirksomhet
og kontaminert mat, samt spredning av antibio-
tikaresistente bakterier (ARB) i matproduksjo-
nen (NORM/NORM-VET 2016).

Resistens i sykdomsfremkallende bakterier
pavises i okende grad i det ytre miljoet som er
pévirket av menneskeskapte forurensinger, slik
at resistensene ikke lengre er begrenset til helse-
institusjoner. Resistenser pavises blant annet i
vann som i bekker, ved badestrender og i sjoen
(Jorgensen et al. 2017a; Jorgensen et al. 2017b;
Baars & Lambrecht 2018; Schwermer et al
2018b). Siden resistens mot antibiotika forekom-
mer naturlig i mange miljobakterier (D’Costa et
al. 2011), er det vanskelig & rekonstruere over-
foringsveiene av menneskeskapte AMR i miljo-
et, og 4 kvantifisere risikopotensialet for helse til
mennesker og dyr. Nylige studier antyder en
direkte sammenheng mellom ARB-forekomst i
det akvatiske miljoet, kolonisering av ARB i tar-
men av eksponerte mennesker, samt helse-
skader av disse personer (Segraas et al. 2013;
Jorgensen et al. 2017b; Leonard et al. 2018).

Kommunale avlgpsrenseanlegg er kjent som
viktige kilder for AMR-induserende faktorer,
inklusive resistensdrivende stoffer (antibiotika,
metaller, biocider), ARB og ARG (Rizzo et al.
2013). Det kompetitive miljget i det biologiske
trinnet pa anleggene skapt gjennom kontinuer-
lig tilforsel av subterapeutiske konsentrasjoner
av resistensdrivende stoffer fra ulike kilder,
samtidig med hoye bakteriekonsentrasjoner,
kan fore til overforing av ARG fra kliniske bak-
terier til miljebakterier, ARG-seleksjon, samt
utvikling av nye ARB (Berendonk et al. 2015).
Selv om konvensjonelle anlegg reduserer bakte-
riekonsentrasjoner betraktelig, viser studier
(Schwermer et al. 2018a; Schwermer et al
2018b) at anleggene ikke klarer & fjerne alle
ARB, ARG og resistensdrivende stoffer fra av-
lgpsvannet. Det er mulig at ARG i utslippet ville
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kunne spres gjennom vertikal og horisontal
genoverfering ut ifra renseanleggene i det natur-
lige mikrobielle samfunnet. Gjennom vann og
mat kan AMR potensielt overfores fra miljget til
klinisk relevante bakterier og som kan utgjere
en helserisiko. Dette feltet er lite undersokt i
Norge, og det er behov for & generere mer kunn-
skap for vurderinger om innfering av tiltak.

De fleste avlppsrenseanleggene slipper ut av-
lgpsvann til vann som ofte brukes for rekrea-
sjon, jordirrigasjon eller drikkevann. Dermed er
det viktig a forsta hvor mye anleggene bidrar til
forurensing i resipienten (vannforekomsten
nedstrems anlegget som mottar anleggets ut-
slipp), og hvilken mikrobiologisk epidemiolo-
gisk pavirkning utgér fra disse forurensingene,
inkludert skjebne til og intensitetsgraden av
AMR. Dette krever en systematisk kartlegging
av ARB og ARG béde i avlgpsanleggene og i den
tilknyttete resipient. En kartlegging er videre
motivert gjennom (i) usikkerhet i samfunnet
med hensyn til helserisikoen utgiende fra
AMR-spredning; (ii) helse- og miljemyndighe-
tenes behov for & risikovurdere situasjonen om
spredning av AMR; (iii) evaluering fra offentlig
side av muligheter til 4 iverksette tiltak i kampen
mot spredning av AMR, og (iv) 4 sette strengere
krav for desinfeksjon av renset avlgpsvann ved
storre avlgpsanlegg. Hittil males ikke AMR
rutinemessig pa renseanleggene i Norge eller i
utlandet. Resipientundersekelser m.h.t. kartleg-
ging av AMR er enda sjeldnere, men myndig-
heter og ulike institusjoner har satt i gang
ARG-overvakningsprogrammer (Miljodirekto-
ratet’, NORMAN Network?, NEREUS COST
Action®, StARE-prosjektet’) og enklere male-
kampanjer (Baars & Lambrecht 2018). Per i dag
mangler det en internasjonal harmonisering av
eksisterende kvalitative og kvantitative AMR-
analysemetoder.

T Miljodirektoratet (2018). Avtale om konsulentoppdrag - Kartlegging av
antibiotikaresistens i akvatiske miljo.

2 Network of reference laboratories, research centers and related
organizations for monitoring of emerging environmental substances,
http://www.norman-network.net

3 New and emerging challenges and opportunities in wastewater reuse
(ES 1403), http://www.nereus-cost.eu

4 Water JPI Stopping antibiotic resistance revolution,
https://stareeurope.wordpress.com
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Studiets mal var & kvantifisere utvalgte ARG
og et integron (intI1) i prever fra avlepsrense-
anlegg og fra en resipient ved hjelp av kvantita-
tiv real-time PCR (qPCR). Undersokelsen ble
gjennomfort ved Nedre Romerike Avlgpssel-
skap IKS (NRA) avlgpsrenseanlegg pa Strem-
men, der behandlet avlgpsvann slippes ut i
resipienten Nitelva. For 4 undersoke skjebne til
ARG 1 resipienten, ble prgvene tatt bade fra
renseanlegget (vannprever) og i elven oppstrems
og nedstrems neer utslippspunktet (vann- og
biofilmprever).

Denne studien er en utvidelse av en tidligere
mélekampanje (Schwermer et al. 2018b), da vi
malte forekomst og fierning av ARB og ARG fra
avlepsvann pa Vestfjorden Avlgpsselskap (VEAS)
og Bekkelaget Vann AS (BEVAS) avleps-
renseanlegg. For 4 se om det er forskjell mellom
anleggene i forhold til forekomst av ARG i
renset vann, ble datamaterialet fra denne under-
sokelsen inkludert her. Mens NRA og VEAS
behandler avlgp fra store sykehus, er den store
forskjellen at BEVAS ikke tar imot noe
sykehusavlgp. Dessuten er rensekapasiteten (m.h.t.
volumen) en forskjell, samt at det anvendes ulike
biologiske behandlingsmetoder (Tabell 1). Alt
dette kan ha en effekt pa forekomst av AMR og
ikke minst tolkningen av resultatene. Alle anleg-
gene slipper ut til sirbare resipienter med bru-
kerinteresser, dvs. Nitelva i falle av NRA og
Indre Oslofjord i falle av VEAS og BEVAS.

Materiale og metoder
Avigpsrenseanlegg

NRA avlepsrenseanlegget pa Stremmen be-
handler avlgpsvann fra 130.000 pe i Skedsmo,
Lorenskog og Relingen. I perioden 2014-2016
mottok renseanlegget gjennomsnittlig 18,7 mil-
lioner m* avlgpsvann érlig (Tabell 1). Av den
totale ravannsvolum inn til anlegget gikk 0,57
millioner m® (dvs. 3,1 %) i overlopet. Rdvannet
bestar av 80% avlgp fra hushold og 20% avlep
fra industri (% av COD). Ravannet passerer ris-
ter og sand-/fettfangst, samt forsedimentering.
Deretter behandles vannet i en MBBR- (moving
bed biofilm reactor) prosess (kombinert for- og
etter denitrifikasjon), der en karbonkilde tilset-
tes. Etter at vannet har passert ettersedimente-
ring, der fellingskjemikalier (PAX) tilsettes,
pumpes det behandlete vannet gjennom en 700
m lang tunnel og slippes ut (ca. 1.800 m?*/t) i
Nitelva under Reelingsbrua. Den hydrauliske re-
tensjonstiden er 4 timer, hvorav 3 timer bestar
av biologisk behandling. En detaljert prosess-
beskrivelse av VEAS’ og BEVAS’ avlepsanlegg
finnes i Schwermer et al. (2018a) og i Tabell 1.

Resipientbeskrivelse Nitelva

Nitelvas nedbersfelt er totalt 486 km? og er pre-
get mest av skog, noe jordbruk samt noe bebyg-
gelse. Nitelva har Norges mest artsrike bestand
av ferskvannsfisk. I den nedre delen ved Lille-
strom (Figur 1), for elven toemmer seg i Nordre

Tabell 1. Anleggenes behandlingskapasitet, egenskaper samt andel estimert bidrag avlep fra sykehus pd den drlige
volumkapasitet av det tilknyttet renseanlegget (dvs. antall senger per m® totalavlep fra renseanlegget).

Person- |Kapasitet . - Est. drlig bidrag av
Anlegg | ekvivalenter | (million Bldraagligl total avlgp fra sykehus | Biologisk prosess
(pe) m3/ar) P (senger/m? totalaviep)
Urban, industri, sykehus Biofilm (BIOFOR);
VEAS 600.000 105 (2100 senger) fra 2,0x10°* fiksert-film for nitrifika-
Oslo-Akershus sjon og denitrifikasjon
. . Aktivslam; denitrifikasjon,
0,
BEVAS 290,000 37 t’;g;") (fzaog“s)lgg'"d”“” 0 nitifikasjon,
’ y denitrifikasjon
I .
NRA 130.000 19 ol 5y g 3,510 Kombinert for- og etter
fra Skedsmo, Lerenskog og el
A denitrifikasjon
Relingen
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Figur 1. Provepunkter i Nitelva ved Lillestrom oppstroms (No) og nedstroms (Nn) NRAs utslippspunkt (U).

A = NRA avlgpsrenseanlegg. Kartet: NVE, Kartverket (endret); Bilder: C. U. Schwermer

Qyeren sammen med Leira og Glomma, er Nit-
elva forurenset av fosfor, nitrogen, erosjons-
materiale og fekalbakterier, som forer til en mo-
derat til darlig okologisk vannkvalitet (Lindholm
et al. 2011; DHI 2014; Holm et al. 2014; Person
et al. 2015).

Vannfgringskarakteristikk Nitelva

Elvens vannfering ble estimert ut ifra mélinger
av elvens vanndybden og flowhastigheten (bruk
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av flaitemetode) pa prevetakingspunktet ned-
stroms NRAs utslippspunkt (Nun) under Ree-
lingsbrua samt under Lillestromsbrua, og pa
forste provetakingsdag (Tabell 2). En antatt frik-
sjonsfaktor pa 0,83 ble medberegnet. Beregnin-
gene vare er i samsvar med malinger fra en resi-
pientmodell (DHI 2014), der det ble beregnet en
vannfering pa gjennomsnittlig 23.400 m’/t
(med 3.240 m?*/t pa laveste og 184.000 m?/t pa
heyeste vannfering). Vannferingen for alle
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Tabell 2. Estimerte karakteristikk av vannet i Nitelva ved provetaking.

Parameter Malepunkt Dato Verdi
Utslippsrate renset avlgp fra NRA 08.-10.09.2015 1.800 m*/t*
Relingsbrua 08.09.2015 5%

Prosent volum NRA avlep relatert il total vannfaring i Nitelva 09.09.2015 12%
10.09.2015 17%
08.09.2015 45.000 m*/t

Vannfgring Nitelva i m*/t 09.09.2015 24.000 m*/t
10.09.2015 17.000 m*/t

Lillestramsbrua

08.09.2015 0,1m/s

Vannfgring Nitelva i m/s 09.09.2015 0,06 m/s
10.09.2015 0,04m/s

* gjennomsnittlig
Tabell 3. Beskrivelse av alle provetakingspunktene.
Provetakingspunkt Koordinater Lokasjon Dato
. N59.79319
UZSIEL £10.49920
N53.88305 15.,16.,17.10.2014
BEVAS utslipp £10.77009 | anlegget for utslipp
. N59.95438,

NRA utslipp £11.02525

Nitelva oppstrems (No) N59.95327, )

NRAS utslippspunkt E11.03665 125 m oppstrems NRAs utslipp, ved Dampsagtomta 08.,09.,10.09.2015

Nitelva nedstrems (Nn) N59.94992, . .

NRAs utslippspunt £11.04493 500 m nedstrams NRAs utslipp, under Lillestromsbrua

andre dager ble bestemt gjennom en relasjon til
Skedsmo kommunens vannstandsmalinger langs
elven. Ved provetakingspunktet oppstroms NRAs
utslippspunkt (No) var vannet stillestdende i
lopet av de tre provetakingsdagene. Fortynnings-
graden av avlgpsvann fra NRA i Nitelva ble esti-
mert ved a relatere et gitt utslippsvolumen fra
NRA (konstant gjennomsnittlig 1800 m’/t i
lopet av tre dager) til den beregnete vannferingen
i elven.

Prgvetaking

Flowproporsjonale deggnblandingsprever ble
tatt over tre pafolgende dager i lopet av hosten
2014 og 2015 pa alle renseanlegg med automati-
serte provetakere for utslippet til resipient
(Figur 1, Tabell 3). Stikkprever fra Nitelva ble
tatt ca. 500 m nedstrems (pa begge sider langs
elven; «Nn» under Lillestromsbrua) og 125 m
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oppstroms NRAs utslippspunkt til elva («No»
ved Dampsagtomta) pa de samme dagene som
prover fra NRA ble tatt. Biofilm ble skrapet fra
begrodd stein fra elvebredden den 10. septem-
ber, 2015 og 50 mg biofilm ble suspendert (10
min sterkt risting) i 100 mL ultra rent vann

(MilliQ).

Molekylaerbiologiske analyse

Vannprever (0,1 eller 0,15 L) ble filtrert i tripli-
kat gjennom polykarbonat membranfiltre (0,2
pm porestorrelse; Whatman), og DNA ble ekstra-
hert (PowerWater DNA Isolation Kit; MOBIO
Laboratories Inc., Carlsbad, CA). DNA fra tre
filtrer ble samlet og utvalgte gener og integron
intI1 vist i Tabell 4 ble kvantifisert med qPCR
(Universal Master Mix M3003 fra New England
BioLabs Inc.) ved Technische Universitit Dres-
den, Institut fir Hydrobiologie, i Tyskland.
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Tabell 4. Gener brukt for gPCR-analysen. Gradering av relevans: 1 = persistent; 2 = prevalent; 3 = problematisk

Gen Produkt Resistensmal/ Funksjon Relevans
16S rRNA Ribosomale proteiner 2
bla,,. Penicilliner 1
bla — Bredspektrede B-laktamaser

s (ESBL) klasse A [3-laktamer: penicilliner og cefalosporiner’ 3
bla(TX—M—32
bla,,, , Karbapenem-hydroliserende klasse A B-laktamase
blay,, , Karbapenem-hydroliserende klasse D B-laktamaser Karbapenem-antibiotika?, penicilliner 3
blay,, 5 (oksacillinaser)
intl] Integrase-gen av klasse 1 integroner, 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 Tetracyclin 2

1 Reserveantibiotika (WHO 2017); 2 WHO watch group antibiotika

Kvantifiseringsgrensene (LOQ) ble beregnet for
hvert gen og ble relatert til provevolumet, detek-
sjonsgrensen og DNA mengde. Markgrgener
ble valgt ut med hensyn til persistens, prevalens
i avlgpsanlegg, risikopotensialet og fraveer i
urert natur. Referanser for primere er ikke angitt,
men kan angis ved ettersporsel.

Resultater og diskusjon

ARG i utslippsvann fra renseanleggene
Resultatene fra qPCR viser at 16S rRNA, Intll
og Sull er de tre dominerende genene i utslipps-
vannet pa alle tre avlgpsrenseanleggene (Figur
2). Dette er i samsvar med funn av de samme
genene i utslippsvann fra avlepsanlegg i Kypros,
Portugal og Tyskland (Rocha et al. 2018). For de
fleste av de undersgkte genene (unntatt MCR-1
og bla_, ) 1a konsentrasjonen pd det samme
nivaet i alle tre anleggene. Dette impliserer at
forekomsten av disse genene er uavhengig av
type vannbehandlingsprosess. Men siden mcr-1
ogbla  , .. ble detektert kun i prover fra VEAS
og BEVAS, derimot ikke fra NRA, er denne
antagelsen usikker.

Nar det gjelder NRA renseanlegget, siden
ARG kun ble malt i prover fra utlopet, men ikke
i ravannet, mangler det informasjon om hvilke
ARG har kommet inni anleggene og om vann-
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behandlingen har pavirket genene. Genene som
er pavist i utslippsprevene har sannsynligvis en-
ten overlevd behandlingen og passert anlegget,
eller ARG ble overfort mellom bakterier gjen-
nom horisontal gentransfer i lopet av rensepro-
sessen. Foruten vannbehandlingsprinsippet pa
anleggene kan flere andre faktorer bestemme
forekomst og mengde av ARG i et avlgpsanlegg.
Disse er hovedsakelig (i) typer av kilder til AMR
(andel avlgp fra sykehus, industri, landbruk,
diffus avlep); (ii) arstidsavhengige forhold og
pavirkninger; (iii) mengde og kvalitet av over-
vannet; (iv) klimaet, og (v) samfunnets adferd
(dvs. menster av utslipp til kloakken) i forhold
til utslipp av resistensdrivende stoffer, ARB og
ARG.

Like hoye konsentrasjonsnivaer av de fleste
ARG i genspektret (vist i Figur 2) i prever fra
utslippet pa alle tre anlegg - til tross for betyde-
lig forskjell mellom anleggene i vannvolumet
som behandles (Tabell 1) — antyder at hushold-
ninger og andre diffuse kilder, men ikke ned-
vendigvis sykehus, spiller en stor rolle som kilde
for AMR i avlgpsvannet. Det er nemlig slik at
mens BEVAS far ikke noe avlep fra sykehus, tar
VEAS (2100 senger) og NRA (664 senger) imot
relativ mye avlgpsvann fra store sykehus i om-
kretset. Dette resultatet bekreftes av en tidligere
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Figur 2. Konsentrasjoner ARG, 16sRNA og intll i prover tatt fra utslippsvann ved VEAS, BEVAS og NRA, samt
fra Nitelva nedstroms og oppstroms av NRAs utslippspunktet. Feillinjer viser standardavvik fra n = 3 madlinger
pa tre etterfolgende dogn. Stipulerte rode linjer indikerer kvantifiseringsgrensen (LOQ) for hvert gen.

undersokelse (Schwermer et al. 2018b), der
AMR-dyrkning ble benyttet. Et enkelt estimat
basert pa antall senger pa sykehus tilknyttet det
aktuelle anlegget relatert til den kapasiteten av
arlig behandlet volumen totalavlgpsvannet viser
at det behandles et 1,8 ganger storre volum av-
lgpsvann fra sykehus ved NRA enn ved VEAS
(Tabell 1). Hvis sykehusenes bidrag med ARG
til avlgpsvann pa de undersokte anleggene hadde
veert stort, ville man forventet mye hgyrere ARG
konsentrasjoner i utslipp fra NRA i forhold til
VEAS. Dette var imidlertid ikke tilfellet. At
sykehusene bidrar kun til generell frakt av resis-
tensdrivende stoffer i avlgpsvannet viser ogsa
andre studier (Kiimmerer 2004; Thomas et al.
2007; EPA 2015).

Relativ heye konsentrasjoner av sull og
p-laktamase-genene bla , . bla .. bla .
og bla_, , .. i utslippsvannet av anleggene, an-
tyder resistens mot sulfonamider og p-laktam-
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antibiotika. Dette funnet samsvarer med
resultater fra dyrkning av ARB (Schwermer et
al. 2018b), hvor en hey andel av E. coli viste re-
sistens mot disse stoffgruppene. Dessuten viser
kliniske studier (FUNL 2018) at 20-25 % av E.
coli-isolater fra urin i Norge var resistente mot
sulfonamider. Hoy forekomst av genene Intl1 og
bla ., samt tetM i provene gjenspeiler resis-
tens mot penicilliner og tetracycliner, som er de
mest brukte humanantibiotika i Norge.

Intll, en klasse 1 integron-integrase-gen,
fantes blant de mest dominerende genene i ut-
slippsprover fra alle tre anleggene. Integroner
representerer molekylaere markerer for antro-
pogene pavirkninger. Disse kan nemlig ta opp
ulike gener (ofte resistensgener mot ulike anti-
biotika), fra miljoet som aktiveres nar det er
stressfaktorer til stede. Ifolge en tidligere under-
sokelse (Gatica et al. 2016) av utslippsprover fra
VEAS var resistens mot aminoglykosider den
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mest dominere IntI1-assosierte antibiotikaresis-
tensmekanismen. Dette resultatet korrelerer
med en studie der mange av sakalte extended
spectrum betalactamase (ESBL)-produserende
E. coli-isolater i prover tatt fra VEAS utslipp og
ved badestrender i Indre Oslofjord viste erver-
vet resistens mot aminoglykosider (Jorgensen et
al. 2017b). Bade konsum av og resistens mot
aminoglykosider viser en gkende tendens de
siste arene, selv om aminoglykosidforbruket i
Norge er relativ lite sammenliknet med andre
humanantibiotika (NORM/NORM-VET 2015).

Relativ hgye konsentrasjoner av karbapene-
mase OXA-58 i alle avlgpsprevene indikerer
forekomst av karbapenemaser i anleggene. Dette
gir resistens mot karbapenemer som er blant de
viktigste reserveantibiotika (WHO 2017), og
som kun skal brukes som siste utvei for pasienter
med alvorlige infeksjoner. Ved VEAS og BEVAS
ble det ogsd funnet OXA-48, som sannsynligvis
forekommer i Enterobacteriacae, og som sveert
sjeldent forekommer i kliniske isolater i Norge. I
lgpet av de siste tidrene har antallet pasienter in-
fisert med karbapenemase-produserende Entero-
bacteriaceae okt fra <5 til 37 tilfeller per ar
(NORM/NORM-VET 2016). For evrig sprer
genene bla_ , . ogbla_ , . seg raskt over hele
kloden (Bakthavatchalam et al. 2016).

I alle tre anleggene fantes genet bla_  ~som
hydrolyserer penicilliner i tillegg til genet
bla_ ., for de bredspektrede P-laktamasene
med aktivitet mot cefalosporiner. Dette antyder
forekomst av resistens mot kritisk viktige peni-
cillin (-laktamantibiotika og cefalosporiner.
MCR-1, som koder mot colistin — et svert lite
anvendt reserveantibiotika til human bruk i
Norge mens brukt i store mengder i intensivt
dyrehold i utlandet - ble funnet kun i utslipps-
vannet fra VEAS og BEVAS. Forekomst og rele-
vans av colistinresistens, samt implikasjoner
relatert til det, ble diskutert i detalj i Schwermer
et al. (2018a). Resultatene vére impliserer at av-
lgpsanlegg er en kilde til mcr-1, i tillegg til andre
omtalte (Jorgensen et al. 2017a) kilder, som
battoaletter, dyrehold, jordbruk og trekkfugler.

Resultatene viser ingen forskjell mellom
VEAS og BEVAS i forhold til menstret av gen-
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forekomst i prover tatt i lopet av samme uken
(host 2014) (resultater ikke vist). I falle av pro-
ver fra BEVAS og NRA, er menstret av fore-
komst likt for de fleste genene og uavhengig
arstid (basert pa vare malinger i hest 2014 og
varen 2015). Basert pa et begrenset antall mélin-
ger betyr det at forekomsten av de undersokte
genene i utslippsvannet er sesong-uavhengig.

NRAs bidrag av ARG i Nitelva

Vannprgvene tatt nedstroms NRA-utslipps-
punktet (Nn) i Nitelva inneholdt samme kon-
sentrasjoner av alle genene som ble malt i prover
fra NRAs utslipp (Figur 2). Ett unntak er
bla_ , . som ble funnet kun i elveprover. Fore-
komst av ARG ved prevetakingspunkt Nn kan
ikke nedvendigvis forklares med utslipp fra
NRA, selv om NRA slipper ut hgye konsentra-
sjoner koliforme bakterier og ARG (Figur 2;
Figur 3) til elven, mest sannsynlig fordi desin-
feksjon og fjerning av ARG i anlegget er ufull-
stendig (Schwermer et al. 2018b). Grunnen til
det er at konsentrasjonsnivaet av samtlige gener
var like store oppstrems NRAs utslippspunkt
(No), dvs. ved kontrollpunktet, som det ble malt
ved Nn.

Forklaringer for forekomst av like heye
ARG-konsentrasjoner ved No og Nn omfatter:
(i.) Idelen der provene ble tatt er Nitelva

sterkt forurenset av fekalbakterier (Figur 3).
Tilferselen skjer gjennom bidrag fra Sagelva
(ligger lengre oppstrems), som har heye
bakteriekonsentrasjoner (Figur 3) og sveert
darlig vannkvalitet, samt fra tre gamle
kommunale avlgpsanlegg (Aneby, Rotnes
og Slattum), spredt avlep og lekkasjer fra
avlgpsnettet i omrader lengre oppstroms, i
tillegg til urenset avlgpsvann fra lokale
overlep (NIVA/Bioforsk 2007; NRA 2017).
(ii.) Vannstandsreguleringen i @yeren pavirker
nedre delen av Nitelva, slik at elven
opptrer som elv ved lav vannstand og som
innsjo ved hey vannstand i Qyeren.
Dermed forventes at forurensinger trans-
porteres periodevis fra Leira og Glomma,
hvilke begge er sterkt forurenset med
bakterier, neeringsstoffer og partikler, selv
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Figur 4. Vannstand i Nitelva i lopet av 2015 mdlt under Lillestromsbrua (Mdler nr. POF6). Provetakingsperioden
er rod-markert. Data er fra Skedsmo kommune.

om de ligger langt unna. Dette har (iii.) I perioder med sterkt nedber og sne-
antakelig en sterk pavirkning, siden smelting, nar behandlingskapasiteten
vannferingen kan variere mye (mellom overstiges, slipper NRA ut urenset avlgps-
3.000 - 184.000 m?*/t pa laveste og hoyeste vann til elven via overlop (NRA 2017).
vannfering). Samtidig med (ii.) ville dette ogsa pavirke
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(dvs. & forurense med ARG) provetakings-
punktet No.

(iv.) Noen dager for provetakingskampagnen
etter en periode med mye regn var det
flom (Figur 4), som kan ha bidratt med
betydelig forurensing fra overlate-
avrenning ved No.

Genene bla_, . og mcr-1 ble detektert i
vannprever fra elven (begge prevepunkter Nn
og No) samt i utslippet fra VEAS og BEVAS
(Figur 2). Fraveer av disse genene i utslippet fra
NRA kan ha flere arsaker: Blant annet at genene
enten ikke forekommer i ravannet, at de inakti-
veres, fanges opp eller forandres i lopet av vann-
behandlingen. Forekomsten av disse genene i
elven kan derimot tyde p& at ARG enten fore-
kommer i elvevannet, at de stammer fra andre
forurensningskilder, eller begge deler. Ved en
nylig malekampanje i Tyskland fant man heye
konsentrasjoner av mcr-1 og bla_ , i prover
fra bekker nedstroms et kommunalt avleps-
anlegg og et sykehus (Baars & Lambrecht 2018).
Det ble konkludert at disse er kildene til foru-
rensing, selv om ingen kontrollprever ble un-
dersokt for a bekrefte denne antakelsen. I likhet
med var studie fant man heye konsentrasjoner
av bredspektrede P-laktamase (ESBL) genene
bla . ogbla_. . . idissevannkildene. Dette
antyder at forekomsten av resistens mot disse
antibiotika er mye mer utbredt i resipienter enn
man ville anta.

Konsentrasjonene av de fleste genene i vann-
prover tatt ved begge provetakingspunkter i
elven i lopet av samme uke varierte relativt lite,
som feillinjer i Figur 2 indikerer. Dette gjaldt
imidlertid ikke for bla ., mcr-1 og bla_, ..
som ble detektert i lave konsentrasjoner da de
var malbare pd en eller to prevetakingsdager
(Figur 5).

Genkonsentrasjonene i elven var uavhengig av
elvens vannfering, som varierte mye i lopet av prove-
takingsperioden fra hoy til lavere vannstand et-
ter en flom noen dager for forste provetakingen
(Figur 4, Figur 6). Like hoye genkonsentrasjoner
ble mélt pa alle provetakingsdagene, selv om
man kunne forventet en ekning av ARG-
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Figur 5. Forekomst av utvalgte kritiske lav-
konsentrasjons ARG i prover tatt pd provetakings-
dagene oppstroms (A) og nedstroms (B) NRAs
utslippspunkt til Nitelva.

konsentrasjoner ved prevepunktet Nn etter at
andelen av vannvolum fra NRA-utslippet i elven
okte fra 5 til 23 % som felge av minskning i
elvens vannvolum (Figur 6), dvs. NRAs utslip-
pet ble teoretisk mindre fortynnet. Dette impli-
serer at andre kilder til ARG i elven spiller en
rolle, mens renseanlegget bidrar apenbart kun
til det generelle ARG-belastningen i elven. Uten
flere systematiske malinger, ogsa i andre lite for-
urensete resipienter, er det for tidlig & interpre-
tere forskjellene relatert til variasjon i genfor-
komsten over tid.

For a finne ut om ARG akkumulerer over
lang tid pé begrodde overflater i elven, ble det
tatt biofilmprever fra elvens bunn nedstrems
NRAs utslippspunkt (Nn). Mélingene av ARG-
forekomsten i biofilmen gjenspeiler det samme
menstret av de dominerende genene, dvs.
16sRNA > intll > sull > bla_ = > tetM (i
mengdemessig avtagende rekkefelge), som
fantes i elvevannet (Figur 7). Konsentrasjonen
av alle andre undersekte genene var under
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Figur 7. Konsentrasjoner ARG i biofilm fra Nitelva nedstroms NRAs utslippspunkt (n=1).

deteksjonsgrensen, enten fordi disse genene
forekommer i lave konsentrasjoner slik at de
ikke akkumulerer i biofilmen, at disse ikke tas
opp i biofilmen, brytes ned (kjemisk eller biolo-
gisk), eller at de fraktes bort gjennom vannet.

Konklusjoner

Med hensyn til type og konsentrasjoner av ARG
og intI1 som ble malt i prever av renset utslipps-
vann, antyder resultatene at det ikke er store for-
skjeller mellom de tre undersekte avlgpsrense-
anleggene. Herav var 16S rRNA, Intl1 og Sull de
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mengdemessig dominerende genene i utslipps-
vannet. Dette impliserer at husholdninger spil-
ler en stor rolle som kilde for AMR i avlepsvan-
net, og at sykehus tilknyttet VEAS og NRA ikke
nedvendigvis bidrar mer enn til generell foru-
rensning i vannet med ARG som man ogsa
registrerer pd BEVAS, som ikke er tilknyttet et
sykehus. Videre impliserer resultatene at fore-
komst av ARG er uavhengig av type vann-
behandlingsprosess og dermed uavhengig
renseanlegget. Men siden det er usikkert om
andre faktorer ved siden av vannbehandlings-

387



prosessen pévirker forekomst av ARG, ber re-
sultatene bekreftes gjennom mer detaljerte
studier med hyppigere provetaking og over
lengre tid.

Resultatene viser at alle anleggene slipper ut
de fleste underspkte ARG sammen med be-
handlet vann til resipientene, altsa til Nitelva i
falle av NRA og Indre Oslofjord i falle av VEAS
og BEVAS. Uavhengig anlegget og dermed type
vannbehandlingsprosess, viser utslippsprevene
hey forekomst av resistens mot penicilliner og
tetracycliner, samt mot sulfonamider, trime-
toprim, og aminoglykosider. I tillegg ble gener
detektert som koder for resistens mot reserve-
antibiotika, inklusive karbapenemer, colistin
(kun VEAS og BEVAS) og cefalosporiner.

Basert pa resultater fra mélinger av vann og
biofilm i Nitelva, bade nedstrems og oppstrems
av NRAs utslippspunkt, kan man konkludere at
det finnes heye konsentrasjoner av de fleste
undersokte ARG i elven. Dette resultat var
uventede og overaskende. En plausibel forkla-
ring for slik heye ARG-konsentrasjoner i elven,
og serlig oppstroms NRAs utslippspunkt, er
saerskilte forhold i Nitelva som var aktuell for
provetakingspunktene for og i prevetakings-
perioden. Dette hovedsakelig pa grunn av hoy
forurensing med fekalbaterier fra Sagselva (DHI
2014) og andre kilder lenge oppstrems (lekkasje
fra eldre avlgpsanlegg oppstrems, samt lokale
overlgp) (NIVA/Bioforsk 2007; NRA 2017), og
muligens fra Glomma og Leira i forbindelse
med vannstandsregulering av @yeren, samt
flom noen dager for provetaking (Figur 4). Det
antas at disse diffuse kildene, sammen med
variasjoner i bide vannvolumet og stremretnin-
gen, forer til en «blanding av vannet» i nedre
delen av elven som ble undersokt, der Nitelva
opptrer periodevis som innsjg, slik at vann-
kvaliteten pé prevetakingspunkteten var lik.

Uten videre undersgkelser kan det dermed
ikke konkluderes at NRA bidrar serlig mer til
totalbelastningen i elven med ARG enn andre
kilder. Det gjelder for ovrig ogsé for VEAS og
BEVAS, der det ennd ikke foreligger resipient-
malinger fra Oslofjorden, selv om tidligere funn
tyder pa at begge anleggene slipper kontinuerlig
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ut ARB og ARG til fjorden gjennom renset vann
(Schwermer et al. 2018b). At store kommunale
avlgpsanlegg kanskje ikke er de stgrste kildene
til ARG i vare resipienter kan imidlertid ikke
brukes som et argument for & ikke igangsette til-
tak mot spredning av menneskeskapte AMR ut
ifra anleggene.

Kun sma forskjeller mellom utslipp av ARG
fra menneskeskapte (dvs. gjennom avlepsrense-
anleggene) og diftuse kilder viser hvor viktig er
utvalget og bruken av ARG-markerer, som ikke
finnes i mikrobielle samfunnet til resipienten,
og som kan brukes til kildesporing av ARG i
resipienten. En risikovurdering med hensyn til
spredning av ARB i Oslofjorden er for ovrig
enda mer krevende enn for en elv som Nitelva.
Dette pa grunn av sterre kompleksitet og flere
pavirkningsfaktorer i en fjord, som dybde, strom,
fortynning, vannkvalitet, belger og vind.

Alle de undersekte anleggene slipper ut ARG
sammen med renset avlgpsvann til gkologisk
sarbare resipienter som har et mangfold av ulike
brukerinteresser. Det gjenstar 4 underspke po-
tensialet for den akutte helserisikoen og lang-
siktige okologiske konsekvenser ut ifra ARB,
ARG og resistensdrivende stoffer (som antibio-
tika) renseanleggene slipper ut. Den okende
spredningen av de paviste ARG i det akvatiske
milje, som for gvrig registreres i hele verden, er
bekymringsfullt, og skjer &penbart ogsa her i
landet (selv om i mindre omfang), til tross for
sveert lite forbruk av reserveantibiotika. Denne
trenden viser ogsd andre ferske studier, som
henviser til en direkte sammenheng mellom
forekomst av AMR i det akvatiske miljoet - saer-
lig i neerheten av utslippspunkter fra avleps-
anlegg - og en resulterende negativ pavirkning
av helsen til mennesker i omradet (Jorgensen et
al. 2017a; Jorgensen et al. 2017b; Leonard et al.
2018).

Takksigelser

Forfatterne takker NRA, VEAS og BEVAS av-
lopsanlegg for provene og godt samarbeid.
Skedsmo kommune takkes for vannferingsdata.
Technische Universitit Dresden, Institut fiir
Hydrobiologie i Tyskland takkes for gjennom-

VANN | 04 2018



foring av qPCR-analysen. Marc Anglés d’Auriac
(NIVA) takkes for konstruktivt rad ved qPCR-
databearbeiding. Prosjektet ble gjennomfert i
forbindelse med COST Action ES1403 NEREUS
programmet «New and emerging challenges
and opportunities in wastewater reuse», som ble
stottet av. COST (European Cooperation in
Science and Technology, www.cost.eu). Arbei-
det ble stottet finansielt av NIVAs strategiske
forskningsinitiativet SIS (NFR, kontrakt nr.
208430).

Referanser

Baars C. and Lambrecht O. (2018). Gefihrliche Keime in
Bichen, Fliissen und Seen. https://www.ndr.de/nach-
richten/niedersachsen/Gefaehrliche-Keime-in-Baechen-
Fluessen-und-Seen,keime302.html (besokt 13/09/2018).

Berendonk T. U., Manaia C. M., Merlin C., Fatta-Kassinos
D., Cytryn E., Walsh F,, Burgmann H., Serum H.,
Norstrgm M., Pons M. N,, Kreuzinger N., Huovinen P.,
Stefani S., Schwartz T., Kisand V., Baquero F. and Martinez
J. L. (2015). Tackling antibiotic resistance: the environ-
mental framework. Nat Rev Microbiol 13(5), 310-317.

D’Costa V. M., King C. E., Kalan L., Morar M., Sung W.
W. L., Schwarz C., Froese D., Zazula G., Calmels F.,
Debruyne R., Golding G. B., Poinar H. N. and Wright G.
D. (2011). Antibiotic resistance is ancient. Nature 477,
457-461.

DHI (2014). NRA Resipientmodellering - Numerisk
modellering av fosfor og bakteriologisk belastning i
Nitelva, Leira, Svellet, Glomma og @yeren. DHI AS,
Trondheim.

EPA (2015). Hospital effluent: impact on the microbial
environment and risk to human health. Environmental
Protection Agency, Wexford, Ireland. Report nr. 162.
ISBN: 978-1-84095-614-6.

FUNL (2018). Norsk legemiddelhandbok. Foreningen for
utgivelse av Norsk legemiddelhandbok.
http://legemiddelhandboka.no (besokt 13/09/2018).

Gatica ], Tripathi V., Green S., Manaia C. M., Berendonk
T., Cacace D., Merlin C,, Kreuzinger N., Schwartz T.,
Fatta-Kassinos D., Rizzo L., Schwermer C. U., Garelick
H., Jurkevitch E. and Cytryn E. (2016). High Throughput
Analysis of Integron Gene Cassettes in Wastewater
Environments. Environ Sci Technol 50(21), 11825-36.

HOD (2015). Nasjonal strategi mot Antibiotikaresistens

2015-2020. Helse- og omsorgsdepartementet, Oslo,
Norge.

VANN | 04 2018

Holm T. M., Chiarello C. M., de Ruiter H. and Aakeroy P.
(2014). Arsrapport 2013 Kjemisk fysisk overvakning av
vannforekomster i vannomréde Leira-Nittelva. Rambagll.

Jorgensen S. B., Soraas A., Arnesen L. S., Leegaard T.,
Sundsfjord A. and Jenum P. A. (2017a). First environmen-
tal sample containing plasmid-mediated colistin-
resistant ESBL-producing Escherichia coli detected in
Norway. APMIS 125(9), 822-5.

Jorgensen S. B., Soraas A. V., Arnesen L. S., Leegaard T.
M., Sundsfjord A. and Jenum P. A. (2017b). A comparison
of extended spectrum beta-lactamase producing Esche-
richia coli from clinical, recreational water and waste-
water samples associated in time and location. Plos One
12(10), 1-15.

Kiimmerer K. (2004). Resistance in the environment.
Journal of Antimicrobial Chemotherapy 54(2), 311-20.

Leonard A. F. C., Zhang L., Balfour A. J., Garside R.,
Hawkey P. M., Murray A. K., Ukoumunne O. C. and
Gaze W. H. (2018). Exposure to and colonisation by
antibiotic-resistant E. coli in UK coastal water users:
Environmental surveillance, exposure assessment, and
epidemiological study (Beach Bum Survey). Environment
International 114, 326-33.

Lindholm M., Haaland S. and Gjemlestad L. J. (2011).
Overvéking av vassdrag pa Romerike 2010 og samlet
vurdering av ekologisk tilstand for perioden 2008-2010.
NIVA/Biofosk, rapport nr. 6121-2011.

NIVA/Bioforsk (2007). Tiltaksanalyse Nitelva. NIVA &
Bioforsk, rapport nr. 5453-2007.

NORM/NORM-VET (2015). Usage of Antimicrobial
Agents and Occurrence of Antimicrobial Resistance in
Norway. Tromse / Oslo 2016. ISSN:1502-2307 (print) /
1890-9965 (electronic).

NORM/NORM-VET (2016). NORM/NORM-VET 2016.
Usage of Antimicrobial Agents and Occurrence of
Antimicrobial Resistance in Norway. Tromse / Oslo 2017.
ISSN:1502-2307 (print) /1890-9965 (electronic).

NRA (2017). Hovedplan for avlgp 2018 - 2033. Nedre
Romerike Avlgpsselskap IKS, Skedsmo.

Person J., Fosholt Moe T., Edvardsen H. and Friberg N.
(2015). Biologisk overvaking i Vannomrade Leira-Nitelva
2014. NIVA, rapport nr. 6816-2015.

Rizzo L., Manaia C., Merlin C., Schwartz T., Dagot C., Ploy
M. C,, Michael I. and Fatta-Kassinos D. (2013). Urban
wastewater treatment plants as hotspots for antibiotic
resistant bacteria and genes spread into the environment:
A review. Science of the Total Environment 447, 345-60.

389



Rocha J., Cacace D., Kampouris I, Guilloteau H., Jager
T., Marano R. B. M,, Karaolia P., Manaia C. M., Metlin
C., Fatta-Kassinos D., Cytryn E., Berendonk T. U. and
Schwartz T. (2018). Inter-laboratory calibration of
quantitative analyses of antibiotic resistance genes.
Journal of Environmental Chemical Engineering; in press.
https://doi.org/10.1016/j.jece.2018.02.022.

Schwermer C. U, Krzeminski P., Wennberg A. C., Vogel-
sang C. and Uhl W. (2018a). Removal of antibiotic
resistant E. coli in two Norwegian wastewater treatment
plants and by nano- and ultrafiltration processes. Water
Science and Technology 77(4), 1115-26.

Schwermer C. U., Krzeminski P. K. and Uhl W. (2018b).
Forekomst av antibiotikaresistensgener og ferning av
antibiotikaresistente E. coli i to norske avlepsrense-
anlegg. Vann 53, 192-204.

390

Seraas A., Sundsfjord A., Sandven I, Brunborg C. and
Jenum P. A. (2013). Risk factors for community-acquired
urinary tract infections caused by ESBL-producing
enterobacteriaceae-a case-control study in a low
prevalence country. Plos One 8(7).

Thomas K. V., Langford K. H., Grung M., Schlabach M.
and Dye C. (2007). Occurence of selected pharmaceuti-
cals in wastewater effluents from hospitals (Ulleval and
Rikshospitalet) and VEAS wastewater treatment works
(TA-2246/2007). Norwegian Environment Agency, Oslo,
Norway.

WHO (2017). WHO Model List of Essential Medicines
20th list. World Health Organization.

VANN | 04 2018



