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Abstract

Background: An increase in the incidence of pathogenic Vibrio bacteria is expected in
Nordic waters as a result of global warming. Vibrio-bacteria can cause infections that in some
cases require treatment with antibiotics. Knowledge of antimicrobial-resistance among these
bacteria is therefore important. The spread of antimicrobial resistance (AMR) is relatively
well understood in clinical contexts, but the role of the aquatic environment in the spread of
AMR is still largely unknown. The aquatic environment can be a place for the development
and spread of AMR. It is a comprehensive process to understand and thus requires scientific
knowledge across disciplines for the fight against the development and spread of AMR in
different environments. Determination of AMR among bacterial strains is necessary to
monitor changes in bacterial susceptibility to antibiotics.

Purpose: This study aims to investigate the occurrences of V. parahaemolyticus and the
characterization of virulence and the AMR in these bacteria extracted from mussels, seaweed,
and seawater collected from Norway's eastern and western coasts.

Materials and methods: A total of 6 samples of 72 mussels (Mytilus edulis), and 6 samples
of 600 grams of bladderwrack seaweed (Fucus vesiculosus) were examined by the Most
probable number method (MPN) for enumeration of E. coli, and Vibrio bacteria according to
NMKL method 156 1997. 6 samples of 3000 ml seawater were examined for the presence of
thermotolerant coliform bacteria and Vibrio spp. The bacterial isolates were identified by
Gram and oxidase testing, APl 20E and MALDI-TOF MS. In addition, the bacterial isolates
were tested for antibiotic sensitivity and determination of hemolysis activity.

Results: In the Vibrio method, 113 colonies were isolated from mussels, seaweed, and
seawater. A total of 38 colonies were identified using MALDI-TOF. Ten strains were
identified as V. parahaemolyticus. Bacterial isolates were Gram-negative and oxidase
positive. Furthermore, no B-hemolysis was detected in all isolated V. parahaemolyticus. All
bacterial isolates were sensitive to the 12 different antibiotics tested for in this study.
Conclusion: The main findings in this study show that V. parahaemolyticus isolated from
mussels, seaweed, and seawater is generally sensitive to antibiotics. This study further shows
that the incidence of V. parahaemolyticus in seafood is low and there is an absence of
hemolysis. Given that climate change is likely to increase the incidence of the human
pathogenic Vibrio, more frequent monitoring of the incidence, resistance, and virulence of

Vibrio bacteria is necessary to prepare for future public health challenges.



Sammendrag

Bakgrunn: En gkning i forekomst av patogene Vibrio-bakterier forventes i nordisk farvann
som falge av global oppvarming. Vibrio-bakterier kan gi infeksjoner som i noen tilfeller
krever behandling med antibiotika. Kunnskapen om antimikrobiell resistent blant disse
bakteriene er derfor viktig. Spredningene av antimikrobiell resistens er godt forstatt i klinisk
sammenheng, men vannmiljgets rolle i spredningen av AMR er fortsatt ukjent. Vannmiljget
kan vere et sted for utvikling og spredning av AMR. Det er en omfattende prosess a forsta og
krever dermed vitenskapelig kunnskap pa tvers av fagfelt for kampen mot utvikling og
spredning av AMR i ulike miljger. Bestemmelse av AMR blant bakteriestammer er
negdvendig for a overvake endringer i bakterienes falsomhet for antibiotika.

Hensikt: Denne studien har som mal & undersgke forekomster av V. parahaemolyticus og
karakterisering av virulens og AMR hos disse i praver fra blaskjell, bleeretang og sjgvann som
er samlet fra gst- og vestkysten av Norge.

Materialer og metoder: Totalt 6 praver av 72 blaskjell (Mytilus edulis), 6 prever av 600
gram bleeretang (Fucus vesiculosus) ble undersgkt i en fem ganger tre-rgrs mest sannsynlige
tall metode for telling av E. coli, samt Vibrio bakterier i henhold til NMKL metode 156 1997.
6 prever av 3000 ml sjgvann ble undersgkt med tanke pa forekomsten av termotolerante
koliforme bakterier og Vibrio spp. Bakterieisolatene ble identifisert ved hjelp av Gram- og
oksidase testing, samt APl 20E og MALDI-TOF MS. I tillegg ble bakterieisolatene testet for
antibiotika fglsomhet og bestemmelse av hemolyseaktivitet.

Resultater: | Vibrio-metoden ble det isolert 113 kolonier isolert fra blaskjell, bleretang og
sjgvann. Totalt 38 ble identifisert ved hjelp av MALDI-TOF. Ti stammer ble identifisert som
V. parahaemolyticus. Bakterieisolatene var Gram-negative og oksidasepositive. Videre ble
ingen B-hemolyse pavist hos noen av de isolerte V. parahaemolyticus. Alle bakterieisolater
var fglsomme for de 12 forskjellige antibiotika som det ble testet for i denne studien.
Konklusjon: Hovedfunnene i denne studien viser at V. parahaemolyticus isolert fra blaskijell,
blretang og sjevann gjennomgaende er falsomme for antibiotika. Denne studien viser videre
at forekomsten av V. parahaemolyticus i sjgmat er lav og det er fraveer av hemolyse hos
isolatene. Gitt at klimaendringer sannsynligvis vil gi gkt forekomst av det humanpatogene
Vibrio, er hyppigere overvaking av forekomst, resistens og virulens hos Vibrio-bakterier

negdvendig for a forberede seg pa fremtidige folkehelseutfordringer.



FORKORTELSER

AMR = Antimikrobiell resistens

API = Analytical Profile Index

APW = Alkalisk pepton vann

AR = Antibiotikaresistens

ARG = Antibiotikaresistensgener

CDC = Centers for Disease Control and Prevention

EUCAST = European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
MALDI-TOF = Massespektrometer med matriseassistert laserdesorpsjonionisering
MIC = Minimum Inhibitory Concentration

NMKL = Nordisk metodikkomite for naeringsmidler

NORM-VET = Norsk overvakingsprogram for antibiotikaresistens i mikrober fra for, dyr og
neeringsmidler

PCA = Plate Count Agar

TCBS = Tiosulfat-sitrat-gallesalt-sukrose

TDH = Termostabilt Direkte Hemolysin

TRH = TDH-Relatert Hemolysin

VBNC = Viable but Not Culturable

VCS = Vibrio ChromoSelect Agar
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1.0 Innledning

Befolkningsvekst gjer at vi ma se etter alternative matkilder (Norges sjgmatrad, 2020;
Costello, C., Cao, L., Gelcich, S. et al, 2020). Sjgmat, inkludert tang, skalldyr og blatdyr er
matvarer som bade kan bidra til en mer barekraftig matproduksjon og samtidig gke
matsikkerheten. Derfor fremstar sjgmat som en sentral ressurs for a na ett eller flere av FNs
barekraftsmal, saerlig mal nr.2 (utrydde sult), mal nr.3 (god erneering og helse), samt mal
nr.12 (ansvarlig og forsvarlig matproduksjon for beerekraftig utvikling) (FNs, 2021). Havet er
derfor en kilde til bade barekraftig og naeringsrik mat. Ifglge rapporten, Verdiskaping basert
pa produktive hav i 2050, fra en arbeidsgruppe oppnevnt av Det Kongelige Norske
Videnskabers Selskab (DKNVS) og Norges Tekniske Vitenskapsakademi (NTVA), vil den
globale ettersparselen etter akvatiske matvarer dobles innen 2050, spesielt aktuelt er gkningen
i produksjonen av arter som tang og blaskjell (Olafsen, T., Winther, U. et al. 2012). Disse
marine artene trenger ikke naringsstoffer i form av forforsyninger, og de har liten

miljgbelastning fordi de befinner seg lenger ned i naeringskjeden.

Det er imidlertid noen utfordringer i akvatisk matproduksjon. De siste arene har temperaturen
steget betydelig pa grunn av global oppvarming (Semenza, J. C., et al. 2017). @kningen i
vanntemperaturer har fart til en gkning i forekomst av sykdomsfremkallende bakterier i
sjgvann i omrader som far hadde lite eller ingen forekomst (King, N. et al. 2018). Dette
pavirker sjgmattryggheten da disse bakteriene kan forarsake alvorlige infeksjoner. Spesiell
oppmerksomhet rettes mot naturlig forekommende og- eller fekale forurensingsbakterier.
Disse bakteriene forurenser sjgmat gjennom a infisere overflate- og/eller tarmen til marine
organismer. Det finnes en rekke bakterier som er sykdomsfremkallende for mennesker fra
sjgmat. Eksempler pa dette er: Bacillus, Campylobacter, Clostridium botulinum, Clostridium
perfringens, Escherichia coli, Salmonella, Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus samt
Vibrio vulnificus. Kunnskapen rundt den mulige risikoen ved a konsumere sjgmat er derfor
viktig (Iwamoto, M., et al. 2010; Letchumanan, V. et al. 2014).

Innenfor slekten Vibrio er rundt 12 arter som er rapportert a kunne gi sykdom hos mennesker
(Baker-Austin, C. et al., 2018). Disse inkluderer V. parahaemolyticus, V. cholerae, V.
vulnificus samt V. alginolyticus som er de viktigste humanpatogenene. De siste drene har den
betydelige gkningen i V. parahaemolyticus blitt anerkjent som den ledende arsaken til

matbarne sykdommer knyttet til sjgmat over hele verden (Mahmud, H. Z., Neogi, B. S., et al.,



2007;King, N. MacCoubrey, J. D.& Cressey, P., 2018; FAO&WHO, 2021; Lagvdal, T. et al.
2021). Disse bakteriene finnes naturlig i sjgvann, brakkvann- og/eller hos marin fisk, tang og
skalldyr (Joseph, S. W. 1982; Daniels, N. A., et al. 2000). Tidligere ble bakterien
hovedsakelig funnet i tempererte omrader som Asia og USA, men de seneste arene har V.
parahaemolyticus populasjonene ogsa gkt betydelig pa kaldere steder som Alaska, Chile og
New Zealand. Dette vekker bekymring internasjonalt da dette tyder at gkende
vanntemperaturer vil fgre til hyppigere tilfeller av V. parahaemolyticus (FHI, 2019). | Norge
har vi allerede fatt erfare resultatet av hgyere vanntemperaturer da det sommeren 2018 ble det
rapport om flere Vibrio-infeksjoner etter bading i Oslofjorden, Telemark, og pa Sgrlandet.
Totalt 8 personer hadde alvorlige infeksjoner, og 50 personer hadde milde tilfeller av sar- og

greinfeksjoner.

Et annet bekymringsmoment som kan utgjere en utfordring innen medisin og i
neringsmiddelindustrien, er den gkende forekomsten av antimikrobiell resistens (AMR) hos
V. parahaemolyticus (Lopatek, M. et al 2018; Martinez J. L. 2009). Den gkende forekomsten
av resistente bakterier er et alvorlig globalt helseproblem. Antibiotikaresistente bakterier blant
humanpatogener utgjar en stor trussel mot mattrygghet og folkehelsen. Utviklingen av
antibiotikaresistens er et problem i land der antibiotika er mye brukt til mennesker, landbruk
og akvakultur. I Norge er ikke dette et problem, da bruken av antibiotika er mer spesifikk for
behandling av infeksjoner og sykdommer (NORM/NORM-VET, 2020). | tillegg har Norge
som mal a redusere bruken av antibiotika bade i klinisk- og veterinermedisin. | 2020 er
bruken av antibiotika til husdyr pa 5 tonn, hvorav 0,2 tonn brukes til fiskeoppdrett, noe som er
sveert lavt sammenlignet land som USA (Tronsmo, A. 2016). | USA er bruken av antibiotika
betydelig hgyere enn Europa, fordi antibiotika brukes bade pa syke og friske dyr. Det siste
skyldes blant annet at stoffene ogsa benyttes som vekstfremmere hos husdyr, noe som er

forbudt i Europa.

Pa grunn av overforbruk av antibiotika til mennesker- og husdyr, har noen antibiotika mistet
sin effektivitet i behandling av infeksjoner (Cassini, A., et al., 2019). Ifglge European
Antimicrobial Resistance Surveillance Network (EARS-Net) som undersgkte dgdsfall i
Europa fra 2015, ble det funnet at 33 000 dgdsfall hos mennesker var forarsaket av
antibiotikaresistente bakterier. Generelt er Vibrio-bakterier kjent for a vaere falsomme for de
fleste antibiotika som brukes Kklinisk (Letchumanan et al. 2015). Derimot vil stadig mer

eksponering av antimikrobielle midler (AM) og antibiotikaresistente bakterier i det marine
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miljget fare til mindre effektivitet av antibiotikabehandling. Selv om antibiotikabruken i
Norge er sveert lavt, kan det fortsatt fore til et problem da Vibrio-bakterier stadig blir
eksponert for AM gjennom utslipp fra avlgpsvann til det marine miljget (NORM/NORM-
VET, 2020;Tronsmo, A. 2016). Over tid kan dette fore til at Vibrio-bakterier blir resistente
mot antimikrobielle behandling. Kartleggingen av bade Vibrio-bakterier og deres AMR i
Norge blir derfor sveert viktig om vi gnsker & utnytte ressursene langs norskekysten og sikre at

fremtidige generasjoner har effektiv antibiotikabehandling mot infeksjoner.

Kartleggingen er spesielt aktuell for toskallede blgtdyr, da de befinner seg i omrader der
fekale forurensing og videre eksponering av AM i marine miljger kan forekomme (Walker,
D., et al. 2020). Escherichia coli (E. coli) brukes ofte for a bestemme forurensningsnivaet i
muslinger som vokser langs norskekysten. Til dags dato er det ikke funnet noen sammenheng
mellom fekal forurensing og gkning i Vibrio-populasjoner, ettersom Vibrio spp. forekommer
naturlig i vannmiljger (Lgvdal, T., Lunestad, B. T. et al. 2021). Det betyr at pavisning av
Vibrio spp. i skjell, tang og sjgvann ikke ngdvendigvis betyr det er forarsaket av fekal
forurensing. Arbeidet i denne oppgaven har ambisjon om a gke kunnskapen om fekale

forurensningsbakterier kan fare til AMR i Vibrio-populasjoner i bade blaskjell og blaretang.

2.0 Bakgrunn

2.1 Mytilus edulis og Fucus vesiculosus

2.1.1 Mytilus edulis (Blaskijell)

Blaskjelloppdrett har lenge vart en neering i Norge (Fiskeridirektoratet. 2021). Av 2071 tonn
med skalldyr som ble solgt i 2020, var 2033 tonn blaskjell. Blaskjell (Mytilus edulis) er en av
de mest tallrike skalldyrartene i Norge. De er utbredt over store deler av norskekysten,
dermed har blaskjell veert hyppig studert (Mok, J. S., Ryu, A. et al., 2019). Blaskijell er godt
egnet for overvaking av kystmiljger og er «filter-feeders». Dette er fordi blaskjell filtrerer
vann og er i stand til & gjenspeile miljgpavirkningen av vannmasser pa bestemt steder i lgpet
av livssyklusen. Blaskijell har to skall holdt sammen av adduktormuskelen. Gjellene er nyttig
for respirasjon og foropptak. Denne mekanismen benyttes til a fange partiklene fra
vannmassen og transportere disse til fordgyelseskanalen. Blaskjell forekommer ofte i stort
antall i tidevannssonen, men forekommer ogsa under tidevannssonen. De som lever i

tidevannssonen, er sveert tolerant for miljgendringer som temperaturer og saltholdighet. Et
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voksent blaskjell kan filtrere fra 12-240 liter sjgvann per dag (Lunestad, B. T., Frantzen, S. et
al., 2016). I tillegg er de lite kresne pa ernering, sa de er tilbgyelige til & fa i seg bade
sykdomsfremkallende- og resistente bakterier fra vannmassen (Grevskott, D. H. et al. 2017). |
midlertider kan mikrobielle samfunnene i kystmiljger pavirkes av kloakkutslipp fra land som
inneholder bade fekale bakterier og rester av antimikrobiell midler. Disse faktorene kan
dermed bidra til utvikling og spredning av antibiotikaresistente bakterier (AB) via kloakk til
marinemiljger. Blaskjell kan muligens fungere som et hotspot for resistente bakterier ved at
de kan filtrere ut resistente bakterier i det marine miljget. Spesielle bekymringer er knyttet til
omrader som brukes til matproduksjon og badeaktiviteter. Bade hyppigheten og
filtreringskapasitet til blaskjell, gjer blaskjell til en god indikator pa forurensning med
patogene bakterier og utvikling av resistente bakterier i marine miljger (Burge, A. C., Closek,
J. C.etal., 2016).

2.1.2 Fucus vesiculosus (bleeretang)

Makroalger er en mangfoldig gruppe av alger som vokser i salt- og ferskvannsmiljger.
Makroalger er definert som flercellede planter, og disse deles inn i tre forskjellige arter. Disse
inkluderer redalger (Rhodophyta), brunalger (Phaeophyta) og grennalger (Chlorophyta).
Norge har gode forutsetninger for produksjon av tang, pa grunn av de naturgitte forhold
(Olafsen, T., Winther, U. et al. 2012). Globalt dyrkes rundt 15,8 millioner tonn tang, hvorav
1,1 millioner tonn ble hgstet i 2011 til blant annet mat, for, kjemikalier og gjgdsel. 90 prosent
av tangproduksjonen foregar i Asia, i land som Kina, Filippinene, Korea og Japan.

Tang er en utbredt matressurs, sarlig i Sgrast-Asia. | de siste arene har derimot bruken av

tang som mat ogsa veert gkende i den vestlige verden (Lgvdal, T., Lunestad, B. T. et al. 2021).

Blaeretang, ogsa kjent som Fucus vesiculosus, er mye utbredt i Nord-Europa, ogsa i Norge
(Duinker, A. Roiha, S. I., Amlund, H. et al., 2016). Den mikrobielle sammensetningen relatert
til tang vil variere fra ulike arter, sjgvannsomrader samt arstid (Levdal, T., Lunestad, B. T. et
al. 2021). Per i dag finnes begrenset informasjon om forekomsten av humanpatogene relatert
til tang. Kunnskapen om humanpatogener assosiert med tang er viktig med tanke pa at
tangindustrien forventes a gke i skala frem mot 2050 (Olafsen, T., Winther, U. et al. 2012).
Denne gkningen skyldes hovedsakelig den raskt gkende verdensbefolkningen, og av denne

grunn et gkt behov for naeringsrike kilder til mat. Derfor vil det veere sveert nyttig for
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sjgmatsikkerhet og folkehelse & forsta de potensielle risikoene ved & konsumere tang fra
forurensede omrader. Per nd er matforgiftning fra Vibrio-bakterier relatert til tang sjelden,
mens matforgiftning fra skjell og fisk er mer vanlig (Levdal, T., Lunestad, B. T. et al. 2021).

I likhet med toskallede blgtdyr er tang utbredt langs kystene (Mahmud, H. Z., Neogi, B. S., et
al., 2007). Kystmiljger kan bli pavirket av utslipp av avlgpsvann fra land som kan inneholde
fekale bakterier og rester av antimikrobielle stoffer (Martinez J. L. 2009). Dette kan pavirke
den mikrobielle sammensetningen, sarlig pa overflater. Bakteriene som kolonisere overflaten
av tang er hovedsakelig arter som hgrer naturlig hjemme i gkosystemene der tangen vokser,
som for eksempel Vibrio-bakterier. Det er derfor ingen overraskelse at Vibrio-bakterier finnes
i tang. I tillegg kan overflater inneholde store mengder mikroorganismer fra fekale
forurensing. Videre danner disse bakteriene en sakalt biofilm (Egan, S. et al. 2013;Sharma, D.
Misba, L. et al. 2019).

Biofilmer kan veaere komplekse miljger for mange forskjellige mikrober. Disse bakteriene
lever gjerne i ekstracelluleere polymere stoffer, som vanligvis bestar av proteiner og
polysakkarider. Overflaten er derfor et viktig mikrobielt habitat, der mikroorganismer kan lett
kan feste seg pa. Polysakkarider er komponenter i algecellevegger, og er viktige for bakteriell
kolonisering. Celleveggen kan dermed utgjare neeringsrikt miljg for bakterier, som er i stand
til & utnytte denne naringskilden (Egan, S. et al. 2013; Mahmud, H. Z., Neogi, B. S., et al.,
2007). Andre faktorer som kan bidra til gkt bakteriell kolonisering av algeoverflater er
sjpvannstemperatur. Hgyere sjgtemperaturer kan pavirke mattrygghet og risikoen forbundet
med inntak av tang pa visse tider av aret. I tillegg kan komponenter i tangens cellevegger
fungere som reservoar for Vibrio spp. gjennom hele aret. Pa den annen side har makroalger
unike biologiske egenskaper sammenlignet med muslinger. Dette gjer det interessant a
sammenligne forekomsten av V. parahaemolyticus isolert fra Mytilus edulis (blaskjell) og

Fucus vesiculosus (bleretang).

2.2 Mattrygghet
Sjemat er en viktig del av et sunt kosthold, men inntak av sjgmat er ikke uten risiko, gitt at

bakterier allerede kan trives under hgstingsprosessen (Adams, M. R., et al. 2008; Iwamoto,
M., et al. 2010; King, N. et al. 2018; Lopatek, M. et al. 2018). Dette har vist seg som et
problem, ettersom hgyere havtemperaturer kan vere arsaken til at matbarne infeksjoner

forekommer hyppigere og gker ar for ar rundt om i verden.
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| de fleste tilfeller har ikke mikrober en merkbar effekt nar maten ble spist (Adams, M. R., et
al. 2008; Lavdal, T. et al. 2021). Noen mikrober kan imidlertid forarsake skade ved
forringelse av matvarer eller forarsake infeksjoner hos mennesker. Matforgiftning er en
samlebetegnelse for overfarbare neeringsmiddelbarne sykdommer, og deles vanligvis inn i
infeksjoner og intoksikasjoner forarsaket av bakterier, giftstoffer, parasitter og virus (Granum,
P. E., 2015). Bakterier deles inn i gruppe 1-5 etter laereboken til Per Einar Granum
(Matforgiftning - Smitte gjennom mat og vann). Bakterielle infeksjoner er sykdommer som
oppstar nar mat inneholder levende patogene bakterier (Gruppe 2-5). Bakterielle
intoksikasjoner er sykdommer som oppstar ved inntak av matvarer som inneholder giftstoffer
produsert av visse bakteriearter nar de vokser sakalt preformerte toksiner (gruppe 1). V.
parahaemolyticus er definert i gruppe 4 som hovedsakelig forarsaker lokale infeksjoner i
tarmen. Bakterier i denne gruppen produserer ogsa ett eller flere enterotoksiner, som for
eksempel cytotoksiner.

Skalldyr er en velkjent matvare som er spesielt utsatt for bakterier og giftstoffer, i varmere
farvann kan forurenset vann inneholde V. parahaemolyticus i tarmen hos skalldyr (Adams, M.
R. et al. 2008; Granum, P. E. 2015). Enterotoksin er protein-toksiner som visse bakterier har
evnen til & utskille i tarmen. Dette giftstoffet forarsaker betennelse i slimhinnen i tarmen og
kroppens immunsystem, og gir symptomer som oppkast og diaré. Eksempler pa bakterier som
kan produsere enterotoksiner, er V. parahaemolyticus, V. cholerae, E. coli (ETEC) og

Clostridium perfringens.

2.3 Vibrio-bakterier og infeksjoner
Vibrio-artene hgrer hjemme i familien Vibrionaceae, og disse artene forekommer i marine

og/eller brakkvannsomrader (Huss, H. H., et al., 2003;Lgvdal, T., Lunestad, B. T. et al. 2021).
Siden deres naturlige habitat er det marine miljget, kan de isoleres fra alger og skalldyr
(Baker-Austin, C. et al. 2018). Tilstedeveerelsen av disse bakteriene pavirkes av mange
faktorer, som temperatur, saltholdighet og algetetthet. Det kan vaere genetiske forskjeller
mellom humanpatogene arter, men felles for disse er at de foretrekker NaCl for vekst og er et
obligatorisk krav for mange artene. De foretrekker varmere sjgvann, og de fleste Vibrio-arter
er oksidasepositive og fakultative anaerobe (Hakonsholm, F., et al. 2021). Menneskelig
patogener har sterkt sesongvariasjon, og eker i antall nar temperaturen stiger over 18 °C og

saltinnholdet (saliniteten) er under 25%.
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Humanpatogene bakterier i slekten Vibrio, som V. cholerae og V. parahaemolyticus har
tidligere veert arsaken til pandemier (Granum, P. E. 2015; Chowdhury, N. R., et al. 2000).
Disse artene har spesielle gener kalt virulensgener, som begge forarsaker alvorlig
gastroenteritt og har veert knyttet til vann- og matbarne sykdommer. Historisk har V. cholerae
forarsaket flere epidemier assosiert med virulensgener som koder for koleratoksinet (CTX).
Det er mer enn 200 serogrupper av V. cholerae, hvorav serotypene O1 og 0139 har forarsaket
koleratilfeller over hele verden. Serogruppe O1 bestar av to biotyper kalt klassisk og El Tor,
basert pa fenotypiske egenskaper. Vanligvis er sykdomsforlgpet forarsaker av Vibrio-
bakterier selvbegrensende og antibiotikabehandling er i de fleste tilfeller ikke ngdvendig.
Vibrio kan imidlertid forarsake sepsis som kan veere livstruende selv uten underliggende
medisinske tilstander. V. cholerae kan forarsake kolera, en alvorlig diarésykdom og kan veere
dedelig hvis den ikke behandles. V. cholerae spres vanligvis gjennom forurenset vann
(Granum, P. E. 2015). Dette var tilfellet da Haiti ble rammet av et stort jordskjelv i 2010.
Jordskijelvet forarsaket store skader pa infrastruktur, som inkluderte skader pa kloakk- og
avlgpssystemene og gav mangelen pa rent drikkevann. Etter jordskjelvet i 2010 brgt det ut et
massivt kolerautbrudd i Haiti pa grunn av at en stor del av befolkningen ikke hadde tilgang til
rent vann og gode saniteerforhold. Som et resultat kom mer enn halvparten av verdens
rapporterte koleratilfellene i 2010 og 2011 fra Haiti.

Et viktig aspekt ved V. cholerae og V. parahaemolyticus som skiller dem ut fra andre Vibrio
spp. er deres evne til & spre seg under pandemier. Det er ikke klart hvorfor bestemte stammer
kan fa fotfeste i bestemte omrader og forarsake utbrudd. Spesifikke stammer som V. cholerae
El Tor og V. parahaemolyticus O3:K6 har skapt et konkurransefortrinn som kan initiere og

opprettholde store utbrudd som kan fare til pandemisk utvidelse.

2.3.1 Forekomst av Vibrio parahaemolyticus i verden

V. parahaemolyticus forekommer i kyst- og brakkvann (Granum, P. E., 2015;Alipour, M., et
al. 2014). Bakteriene finnes i bunnsedimentet og tarmene hos marine organismer. V.
parahaemolyticus krever tilstedevarelse av en saltholdighet pa 1-3% for best mulig
overlevelse. Reproduksjonsniva er nivaer pa 0,8-3%, som vanligvis finnes i marine miljger.
Som andre Vibrio-bakterier skyldes sykdom forarsaket av V. parahaemolyticus vanligvis
inntak av marine matvarer som fisk og skjell. Derfor er infeksjon med denne bakterien

hovedsakelig relatert til rekontaminering, eller feil handtering av sjgmat.
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En rekke virulensfaktorer antas a spille en rolle i patogensiteten til V. parahaemolyticus,
inkludert de som er relatert til B-hemolyse, adhesjonsfaktorer, ulike enzymer og produksjon
av tdh-, trh- og urease genene (Drake, S. L., et al. 2007). V. parahaemolyticus fermenterer
glukose uten gassproduksjon og er oksidase positiv. Urease produksjon er avhengig av

stamme og serotype.

V. parahaemolyticus ble for farste beskrevet som arsak til matforgiftning fra Japan i 1951
(Letchumanan, V. et al. 2014;Granum, P. E., 2015). Dette farte til 20 degdsfall, og ytterligere
272 personer ble syke. Data fra CDC (Centers for Disease Control and Prevention) indikerte
at V. parahaemolyticus var den vanligste patogene bakterien i sjgmat i lgpet av 1996-2010
(Newton, A., Kendall, M., et al. 2012). Pa begynnelsen av 2000-tallet, var V.
parahaemolyticus den bakterien med starst gkning i forekomsten av alle matbarne infeksjoner
knyttet til sjgmat.

For 1970 tallet var rapporter om V. parahaemolyticus-infeksjoner hovedsakelig fra @st-Asia,
seerlig Japan (Su, Y. C.,& Liu, C. 2007;Letchumanan, V. et al. 2014). Av alle rapporterte
tilfeller i Japan sa var 20-30% matforgiftningstilfeller med V. parahaemolyticus. Arsaken til
det haye antallet smittede kan ha en sammenheng med det tradisjonelle inntaket av ra fisk i
Japan. (Baker-Austin et al., 2018; Joseph et al., 1982; Martinez-Urtaza, J. et al. 2004; King,
N. et al. 2018 ). Den geografiske utbredelsen av V. parahaemolyticus har gkt betydelig siden
1970-tallet, med flere tilfeller rapportert i Europa, Afrika, New Zealand og en rekke asiatisk
land. Derfor er den globale gkningen av V. parahaemolyticus i ferd med a bli en alvorlig
sjgmatbaren sykdom og et globalt folkehelseproblem. Enkelttilfeller med infeksjoner
forarsaket av denne bakterien skjer som oftest om sommeren (Martinez-Urtaza, J. et al. 2018;
Nair, G. B., et al. 2007). V. parahaemolyticus har sa langt veert sjelden, med kun sporadiske
tilfeller i Europa, med unntak av Spania. | land som Kina, India og Japan samt andre asiatiske

land er det derimot stadig mer vanlig med utbrudd av V. parahaemolyticus.

Selv om Vibrio-bakteriene er en av de vanligste sjgmatbakteriene i verden, meldte ikke Norge
om innenlandssmitte med Vibrio-bakterier fgr i 2019. Det europeiske smittevernsenterets
(ECDC) overvaker kun tilstedeverelse av Vibrio i Nord-Europa, men ikke antall
infeksjonstilfeller (Semenza, J. C., et al. 2017). Det lave antallet tilfeller av Vibrio-infeksjoner
i Europa sammenlignet med Asia og USA kan forklare mangelen pa datainnsamling om den

historiske utviklingen av V. parahaemolyticus. Til i dag er kliniske tilfeller forarsaket av V.
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parahaemolyticus fortsatt sjeldne i Norge. | noen tilfeller har imidlertid lokal sjgmat veert
mistenkt som smittekilde (Bauer, A. et al. 2006). | 2006 ble trh* V. parahaemolyticus farste
gang pavist i norske farvann. Siden den gang er det ikke pavist sykdomsfremkallende
stammer i Vibrio-arter i norske farvann. Dette kan imidlertid endre seg ettersom

klimaforandringer kan skape gunstigere forhold for Vibrio-arter i nordiske farvann.

Havoverflatetemperaturen i lukkede vannmasser og elver stiger raskere pa grunn av
klimaendringer (Semenza, J. C., et al. 2017). Hgye nivaet av havoverflatetemperaturen i
brakkvann gir ideelle miljgmessige vekstforhold for Vibrio-arter. | sommermanedene kan
Vibrio forekomme i visse regioner, spesielt der vann- og saltnivaene er moderate, som for
eksempel Dstersjgen. Vibrio-tilfeller rundt @stersjgen har vist seg a gke med
havoverflatetemperaturen (Baker-Austin et al. 2012). Somrene 1994, 2003, 2006, 2010 og
2014 gkte havoverflatetemperaturen i de fleste deler av @stersjgen og var assosiert med

Vibrio-relaterte sykdom.

2.4 Antibiotikaresistens og Vibrio-bakterier
Antimikrobielle midler (AM), som inkluderer antibiotika, er stoffer som dreper eller hemmer

bakterievekst (Tronsmo. A., 2016). Antimikrobiell resistens (AMR) refererer til bakteriers
evne til & utvikle motstandsdyktighet mot AM. Dette er en bekymring, spesielt hos bakterier
som ofte er antibiotikafglsomme og deretter blir resistente gjennom genetisk endring. En slik
resistens klassifiseres enten som naturlig eller ervervet resistens. Bakterier som er naturlig
resistente mot legemidler har sakalt iboende gener. Dersom disse bakteriene utsettes for
antibiotika, vil resistens gkes gjennom seleksjon (Munita, J. M., &Arias, C. A. 2016).
Ervervet resistens er et resultat av mutasjoner i bakteriens genetiske materiale som gjgr dem
resistens mot medikamenter. Sistnevnte pavirkes av antibiotikaforbruk, da bakterier vil i
narvar av antibiotikumet matte tilpasse seg for a overleve. Som nevnt tidligere forekommer
Vibrio-arter naturlig i vannmiljger, sa disse bakteriene er ideelle for & overvake antimikrobiell
resistens i havet (Hakonsholm, F. et al. 2021). I det naturlige miljget kan bakteriepopulasjoner
bli utsatt for ytre faktorer som kan pavirke de ville bakteriestammenes resistens til AM
(Baquero, F., Martinez, J. L., & Canton, R. 2008). For eksempel kan bakterier over tid bli
eksponert for antibiotika gjennom kloakk som slippes ut i havet, noe som kan lede til
bakterier kan oppna AMR gjennom for eksempelvis horisontal genoverfgring. Det marine
miljget er derfor et viktig sted for utvikling og overfaring av virulens- og resistensgener fra

fekalebakterier som kommer fra forurensing til marine organismer (Bennani, H., Mateus, A.
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et al., 2020;Banerjee, S. K. & Farber, J. M., 2018). | naturen er det bakterier som er i stand til
a produsere antibiotika i miljget, noe som betyr at iboende resistensgener finnes i Vibrio
(Baquero, F., Martinez, J. L., & Cant6n, R. 2008). A ha denne egenskapen kan brukes til
signal- og reguleringsformal i mikrobielle samfunn, og kan fungere som en faktor som
promoterer anskaffelsen av antibiotikaresistensgener. Andre bakterier i miljget, for eksempel
Vibrio-bakterier, kan tilegne seg fremmed DNA-materiale gjennom horisontal genoverfgring.
Dette er en av de viktigste drivkraft for bakteriell evolusjon, og er ofte arsaken til

antimikrobiell resistens.

2.5 Metodisk teori

2.5.1 MPN-metode

Antall E. coli bestemmes ved en mikrobiologisk analyse basert pa en flerrars
fortynningsmetode som gir det mest sannsynlig antall bakterier (MPN, Most Probable
Number) i henhold til EUs referansemetode (Donovans metode, ISO 16649-3). MPN-
metoden er basert pa fem rar hver i tre fortynninger. Bakterieveksten vil gi gulfarge i rar med
vekst. Dette indikerer at bakteriene produserer gass- og syre. Fra positive rgr dyrkes det
videre pa Tryptone Bile med X-glukuronid(TBX) agarskaler, for a bekrefte tilstedevaerelse av

B-glucuronidase produksjon.

Prinsippet for MPN-metoden er a fortynne prgven med vekstmedium Modified Glutamate
Broth (MMGB) (Walker, D., et al. 2020). Denne metoden er basert pa konsentrasjoner av
levedyktige mikroorganismer i en gitt prgve, med flere 10 gangers fortynninger som
avlesning av tilstedeverelse/fraveer for hver fortynning med volumet 1 gram, 0,1 gram og
0,01 gram. Rar med positiv vekst fra MMGB-mediet tolkes enten som E. coli, andre
koliforme organismer, eller som falsk positiv. Dette kan man sjekkes opp ved a dyrke pa
TBX-skaler.

Antall rar med vekst ved hver fortynning benyttes til a estimere den ufortynnede
konsentrasjonen av bakterier som finnes i den opprinnelige prgven. Fortynningsrar inkuberes
ved 37 £1°C i 24+2 timer. For & bekrefte tilstedevarelse av E. coli vil antall positiv rer ved
endringer i fargen pA MMGB-mediet strykes over pa TBX-agarskaler (Adams, M. R., et al.
2008). Biokjemisk fellestrekk ved E. coli er med tanke pa B-glucuronidase aktivitet som

produseres fra cirka 95% av E. coli stammer. Etter inkubasjon vil produksjon av j3-
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glucuronidase oppdages ved bld/grenn farge pa kolonier. Ut fra dette kan antallet E. coli
beregnes i henhold til MPN-tabellen.

2.5.2 Vibrio-metoden

For pavisning av Vibrio-arter analyseres prgver i henhold til NMKL metode nr.156 (NMKL,
1997). Denne metoden brukes i denne oppgaven til & bestemme bakterier i slekten, inkludert
Vibrio parahaemolyticus, Vibrio cholerae, Vibrio vulnificus samt Vibrio alginolyticus i
blaskjell, bleeretang samt sjgvannspraver (Adams, M.R. et al. 2008). Prinsippet for metoden er
basert pa anrikning og oppformering i flytende selektive medier. Tiosulfat-sitrat-gallesalt-
sukrose agar (TCBS) er en selektiv agar for Vibrio. Mediet er egnet for a isolere arter som V.
parahaemolyticus og andre enteropatogene Vibrio. V. cholerae kan differensieres fra V.
parahaemolyticus og V. vulnificus pA TCBS-skaler ved at de kan fermentere sukrose og
produserer gule kolonier (Granum, P. E., 2015). V. parahaemolyticus og V. vulnificus mangler
denne egenskapen, og vil dermed gi grenne kolonier. Natriumklorid stimulerer veksten til de
fleste Vibrio-arter, og for noen arter er dette et obligatorisk krav. Flertall av Vibrio vokser best
i alkaliske miljger og hgyt saltinnhold, denne evnen gjgr dermed enklere a skille Vibrio-
bakterier fra andre bakterier. De fleste Vibrio-arter vokser best i et alkalisk miljg mellom 7,5-

8,5 og opptil 11 og noen kan vokse helt ned til en pH pa 4,5-5,0.

2.5.3 Matrix Assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight Mass Spectrometry

Massespektrometer med matriseassistert laserdesorpsjonionisering (MALDI). MALDI-TOF
brukes for & identifisere bakterier og differensiere disse pa artsniva (Dieckmann, R., Strauch,
E., & Alter, T. 2010). Denne metoden er mindre tidkrevende fremfor tradisjonelle metoder,
som inkluderer flere biokjemiske tester. Patogene Vibrio kan forekomme i alle typer sjgmat.
Dette inkluderer blaskjell, gsters, reker og ulike fiskeprodukter. Derfor er det behov for en
slik rask metode for & kunne oppdage Vibrio spp. i sjgmat, da sjgmat ofte er & regne som en
ferskvare. MALDI er den foretrukne metoden for a studere komplekse og store antall
molekyler ved hjelp av massespektroskopi (Tronsmo, A. et al. 2016).

MALDI-TOF bestar av en tre-trinns prosess. Far laseren frigjgr de sma biomolekylene
(ionene) fra bakteriene, avsettes bakteriemassen pa en MALDI-TOF platen. Antallet,

starrelsen og ladningen til de frigjorte ionene danner et spesifikt spektrum, det sakalte peptide
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mass fingerprint (PMF). PMF er unikt for de fleste bakteriearter. Dette spekteret
sammenlignes med en database med kjente bakteriespektre for & finne ut bakterienes identitet.

Bakterien blir fgrst ionisert ved hjelp av laser og gar over i gassfase (Singhal, N., Kumar, M.
etal. 2015). MALDI-TOF MS “Soft ionization method” gjor at de komplette molekylare
ionene forblir intakte nar de ioniseres. Denne metoden benytter massespektrometri for a
detektere molekylvekten til proteinfragmenter i bakterier. Bakterier identifiseres ved a
sammenligne en ukjent proteinprofil med en referanseproteinprofiler lagret i databaser. Nar
laserstralen vandrer gjennom vakuumkammeret, absorberer laserstralen matrix som danne
molekylmassen, samt frie ioner i vakuumet til ladede molekyler. The time of flight” (TOF)
akselerer ioner i et elektrisk hgyspenningsfelt og separerer ioner i forhold til deres “Masse-
ladnings-forholdet” ved en bestemt tid. TOF-detektorer registrerer tiden det tar for alle ioner &
na detektoren, minste ioner vil vare raskest. Bakteriefragmenter fra en pregve danner sakalte

“fingeravtrykk”, som er en unik protein-profil til hver enkelt organisme/bakterie.

2.5.4 MIC (The Minimum Inhibitory Concentration)

Antimikrobiell falsomhet kan males med en metode som bestemmer sensitiviteten og
resistensprofilen til bakterier mot ulike antibiotika. De mest kjente metodene er utarbeidet av
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), og European Committee for
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST). Hos EUCAST oppgis en liste over Kkliniske
MIC-brytningspunkt som kategorisere mikroorganismer enten som mottakelig eller resistente
mot spesifikk antibiotika.

MIC metoden inkluderer en saltlasning med 0,85% og Mueller-Hinton buljong (MH). MH er
et kommersielt medium, og er egnet til sensitivitetstesting av antibiotika. MIC er definert som
den laveste konsentrasjonen av et antibiotikum som kan inhibere veksten av en bakterie, ved a
observere vekst eller ikke vekst pa MIC-plate. For & beregne MIC-verdien til den aktuelle
bakterien, beregnes dette ut fra vekst, eller ikke vekst i de ulike brgnnene, nar testen utfgres i
buljong. Man kan da videre bestemme resistensniva, som oppgis i mg/mL eller pl/mL. Ved
resistensbestemmelse pa MIC-plater, kategorisere stammene som S (Sensitiv), og R
(Resistent) i henhold til EUCAST MIC-brytningspunkt tabellen (EUCAST, 2022).
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2.5.5 Analytical Profile Index 20E (API 20E)

API 20E databasen inneholder seks arter av Vibrio, inkluderer Vibrio alginolyticus, Vibrio
cholerae, Vibrio mimicus, Vibrio parahaemolyticus og Vibrio vulnificus. API 20E systemet
brukes til 4 identifisere Enterobacteriaceae og andre ikke-kresne Gramnegative bakterier
(BioMeérieux, 2002). Systemet bestdr av et sett med 20 brgnner av dehydrering kjemikalier.
Bakteriesuspensjon inokulert i forskjellige reaksjonsbrgnner. Under inkubasjon kan bakteriell
metabolisme viser ved fargeendringer. Disse fargeendringene kan tolkes som spontane eller
tilsetning av reagenser til brennene (BioMerieux, 2015). Biokjemiske analyseresultater kan
identifisere ved hjelp av api-web databasen som er tildelt et syvsifret nummer som brukes til &

identifisere isolater.
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3.0 Metoder og materialer
I begynnelsen av august 2021 startet prgvetaking for undersgkelsen av forekomst av

Escherichia coli og Vibrio-bakterier fra blaskjell, bleretang, samt sjgvannsprgver. Innhenting
av prgver ble gjennomfart fra tre ulike posisjoner, men med samme lokalitet og til samme tid.
For hver lokalitet, bestod de innhentede pravene av 3 prgver a 12 blaskjell, 3 praver a 100
gram tang, og 3 prever a 500 ml sjgvann. Prgvematerialer ble samlet inn i to omganger fra
Oslofjorden og Bergen. Total utgjorde innsamling av prgvematerialer fra Oslofjorden og
Bergen 6 praver av 72 blaskijell, 6 praver av tang rund 600 gram, samt 6 prgver av sjgvann
som tilsvarer cirka 3000 ml. Farste provetaking ble gjennomfart i Oslofjorden ved Vollen i
Asker, deretter ble andre prgvetaking gjennomfart ved Nordasvannet som er i Bergen.

Totalt 38 bakterieisolater fra sjgvannsprever med tanke pa termotolerante koliforme og 60
isolater fra Vibrio-metoden. 70 isolater fra blaskjell og blaeretang ble isolert med tanke pa
forekomst av Vibrio-arter og 83 isolater for E coli. Disse isolatene ble fryst ned for
langtidslagring frem til januar 2022 for videre arbeid.

—ad

L AE
(3

Nordasvannetg iy’

o

Figur 3.0. Prgvetakingssteder for blaskjell, bleeretang og sjgvann i perioden august 2021.
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3.1 Metodisk oversikt
Figuren 3.1 viser et flytskjema for metoder som er benyttet i denne studien.

Prgvetakning

L

Forbehandling av
prevematerialer

Utsaing pa MMGB, TBX, TCBS-
og mFC-agar

L

Isolering

L

Oppdyrking

Renkulturer Antimikrobiell testing

L

Karakterisering av isolater

Gram- og
oksidase
test

Hemolytisk

aktivitet

Figur 3.1. Viser oversikt over skjematisk framstilling av metodene. Prgvetaking, analyse,
isolering av Vibrio spp. renkultur, identifisering ved MALDI-TOF og karakterisering ved
gram-testing, oksidase-testing, analytisk profil indeks (API) 20E, bestemmelse av hemolytisk

aktivitet samt antimikrobiell sensitivitetstesting.
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3.2 Prgvetaking i Oslofjorden og Bergen
Farste pravetakning ble utfert i Oslofjorden pa Vollen i Asker den 2.august 2021. Innsamling

av totalt 36 blaskjell tilsvarer posisjon (A-C). Cirka 300 gram blaretang fra posisjon (AT-
CT). Innsamling av sjgvannsprgver ble samlet fra tre forskjellige posisjoner (AS-CS) og
tilsvarer 1500 ml. Derav AS og BS ble samlet pa samme posisjon som blaskjell (A-B) og
bleretang (AT-BT). Vannprgve CS ble samlet pa samme posisjon som blaretang (CT), med
unntak innsamling av blaskijell posisjon (C), som ble samlet alene. Under prgvetakning ble det
malt sjgvannstemperatur som var 19°C for posisjon AS og BS, samt den tredje (CS)
vannprgven hadde en vanntemperatur pa 20°C. Etter innsamling av prgvematerialer ble disse

transportert med kjgleelementer innen 24 timer til laboratorium hos Havforskningsinstituttet

(H).

Innsamling under andre pravetaking ble utfert i Bergen ved Nordasvannet den 9. august 2021.
Blaskjell, bleeretang, samt sjgvannpraver ble hentet naer Fana Kajakk-klubb. Ved innsamling
av sjgvannspraver ble det ogsa malt en vanntemperatur pa 18°C. Totalt 36 blaskjell (BA-BC),
300 gram bleretang (BAT-BCT) og 1500 ml sjgvannsprgver (BAS-BCS). Prgvematerialer
ble samlet inn cirka 10-15 meter fra hver posisjon. Etter innsamling av prgvematerialer ble

disse transportert direkte til kjglerom pa laboratoriet hos HI.

3.3 Bearbeiding av blaskjell, bleretang og sjevann

3.3.1 Blaskiell

Forbehandling av blaskjell inkluderte rensing i kaldt springvann, og overfart til rene flater.
Videre til utveiing av cirka 100 gram, som ble fordelt ut til Most Probable Number (MPN)
metoden (50 gram) og Vibrio-metoden (20 gram x2).

Totalt 12 blaskjell ble renset for hver pragve til minst 100 gram. Skallene ble renset og apnet
med steril kniv, der kjattet og veesken ble samlet i en steril pose som deretter ble
homogenisert i cirka 2,5 minutter. 50 gram av den homogeniserte prgven ble tilsatt 100 ml
peptone-vann (BioMerieux, Frankrike), som videre ble homogenisert pa nytt i 2,5 minutt.
Deretter ble det tilsatt 350 ml peptonvann (BioMerieux, Frankrike), til et totalt volum

tilsvarende 450 ml. Videre ble prgven fortynnet til 1:10 fortynning.

10 og 1 ml fra 1:10 fortynningen ble fordelt ut til fem rer hver med 10 ml av Modified
Glutamate Broth (MMGB) som vekstmedium. Videre ble 1 ml av 1:10 fortynning fordelt ut
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til fem nye ror med 10 ml av MMGB. Alle rerene ble inkubert ved 37+1°C 1 24 + 2 timer.
Vekst i MMGB-rgrene gav fargeendring og gulfargen indikerer syreproduksjon. Fra MMGB-
rgrene med fargeforandring ble det strgket ut pa fem sektorer per Tryptone Bile med X-
glukuronid TBX-agar skaler (Oxoid, Storbritannia) for videre konfirmering. Deretter ble
skalene inkubert i 44+1°C i 22 £2 timer for videre bekreftelse av tilstedevarelse av -
glucuronidase-produksjon. Nivaet av E. coli MPN/100 gram ble videre bestemt ved bruk av

MPN-tabellen ved a telle antall blagranne kolonier ved hver fortynning.

Pa nytt ble prgvene veid inn totalt 40 gram til Vibrio-analyse, som ble fordelt ut til to
analyser, en til alkalisk peptonvann (APW) med 2% NaCl og den andre prgven til pavisning
av Vibrio parahaemolyticus som ble beriket i APW med 2% NaCl med polymyxin B. Prgven
ble homogenisert i cirka 30 minutter og tilsatt 200 ml alkalisk peptonvann med 2% NacCl og
inkubert 42 +1,0°C 1 18 # 2 timer. 200mL alkalisk peptonvann med 2% salt og polymyxin B
ved 42+1,0°C i 18 £ 2 timer. Etter inkubasjon ble proven fra alkalisk peptonvann 2% salt og
andre prgven med tilsatt polymyxin B utsad pa selektivt medium Thiosulfate Citrate Bile
Sucrose (TCBS) med sterile podegser 10uL og straket utover pa skalene. Disse skalene ble
inkubert ved 37 = 1,0°C 1 24 + 3 timer.

3.2.2 Tang

Oslo/Bergen

Bleaeretang ble plukket og klippet med steril saks. Den spiselige delen ble samlet inn, og
stilken ble fjernet. Innveiing av bleretang, totalt 100 gram per posisjon (AT-CT), 50 gram til
MPN-metoden og (20x2 gram) til Vibrio-metoden. Prgven fra CT hadde lite prevematerialet
som tilsvarer 45 gram til MPN og kun 16 gram til kun alkalisk for Vibrio-analysen.
Pravetaking av tang fra Nordasvannet (BAT-BCT), lokalitet BAT, hadde lite prevemateriale.

Derav ble det veid inn kun 83 gram.

3.2.3 Sjgvann

Hver vannprgve ble filtrert gjennom et filter med 0,22um porer ved bruk av EZ-pak
membrane filters (Merck Millipore, Tyskland). For hver posisjon ble hvert filter overfart til
selektivt agarmedie, som TCBS-agar for Vibrio-analysen og m-FC agar for deteksjon og

telling av fekale koliforme-bakterier.
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Innsamlede praver av sjgvann fra Oslofjorden ble fordelt pa to analyser for pavisning av
Vibrio-arter og Termotolerante koliforme bakterier. Gjennomfgres ved at 1000uL sjgvann
filtreres til Vibrio-analysen gjennom et filter med 0,22 um porer ved bruk av EZ-pak
membrane filters (Merck Millipore, Tyskland). Filteret ble overfart til Thiosulfate Citrate Bile
Sucrose (TCBS) agar (Oxoid, England) og inkubert ved 30°C 1 24 timer. For pavisning av
termotolerante koliforme bakterier ble 100 ml sjgvann filtrert gjennom et filter med 0,22pum
porer. Filteret ble overfort til m-FC agar (Sigma-Aldrich), og inkubert ved 44°C i 18-24 timer.

Som tidligere nevnt ble vannprgver fra Nordasvannet samlet fra tre posisjoner (BAS-BCS),
som tilsvarer mengde vann fra prevetakning i Oslofjorden. Fra hver lokalitet ble det
vannprgvene fordelt til to analyser som Vibrio-analysen og termotolerante koliforme
bakterier. Til pavisning av Vibrio spp. ble sjgvann filtrert 50mL gjennom et filter med 0,22
pum porer. Ved bruk av vakuumpumpe og EZ-fit manifold 3-place system (Merck Millipore,
Tyskland). Deretter ble filtret 0,22um overfert videre pa tre TCBS-skaler, for hver posisjon
0g inkubert ved 30°C i 24 timer. For termotolerante koliforme ble sjgvann filtrert 200 ml, og
inkubert ved 44°C 1 18-24 time.

3.3 Isolering og langtidslagring av bakteriekultur
Bakteriekolonier ble blandet med 700uL med Mueller-Hinton buljong (MH-buljong, Oxoid,

England) inkubert ved 37°C i 20-22 timer. Etter inkubasjonstiden var ferdig, tilsatt 200pL av
100% glyserol og lagret ved -80°C inntil januar 2022.

Nedfrysning av 98 bakterieisolatene fra sjgvann, som utgjorde 38 bakterieisolater fra
termotolerante koliforme og 60 isolater fra Vibrio-metoden. Fra TBX-skaler ble de typiske
koloniene fra blaskjell og blaeretang plukket ut, og isolert til sammen 83 bakterieisolater.

Rundt 70 bakterieisolater ble isolert fra TCBS-skaler for videre identifisering av Vibrio spp.

3.4 Karakterisering av Isolater

3.4.1 Oppdyrking av sjevann i buljong

Totalt 113 bakterieisolater tatt opp fra langtidslagring (-80) siden august 2021, disse ble
dyrket opp igjen 17 januar 2022 for identifisering av Vibrio spp. 60 av bakterieisolatene fra
sjevann ble fordelt til ulike 60 reagensrer og tilsatt med Mueller-Hinton Broth buljong (MH),
(Oxoid, England) 5 ml per regr. 60 rgr med tilsatt MH-buljong ble autoklavert i 121°C og 15

minutter. Ved bruk av podegse overfgrt 1uL veesken fra Eppendorfrar med isolater over til
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MH-buljong og inkubert ved 22+1 timer 37°C. Rar med vekst strykes videre pa Vibrio
ChromoSelect agar for & oppna renkultur (Sigma-Aldrich, Tyskland), og inkubert overnatt
ved 37°C.

For isolater som hadde tett med vekst pa skaler fra blaskjell og bleretang. Ble dyrket opp pa
nytt med Standard Plate Count agar (OXOID, England) med tilsatt ulike konsentrasjon av
NaCl 2%, 4% og 6% (Merck Millipore, Danmark). Ulike saltkonsentrasjon for a hindre
sverming pa PCA. PCA-agar med tilsatt NaCl konsentrasjon ble autoklavert ved 121°C og 15
minutter. Deretter ble isolatene overfart ved bruk av steril podegse 1 pl strykes pa PCA-skaler

0g inkubert overnatt.

3.4.2 MALDI-TOF

Identifisering av bakterieisolater ble utfart ved bruk av matrix-assisted laser desorption
ionization-time of flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) ved Havforskningsinstituttet
(Bruker, Daltonics, Tyskland). Totalt 130 Vibrio-isolater fra blaskjell, bleeretang og sjgvann
fra Oslofjorden og Bergen ble identifisert av MALDI-TOF, (Bruker, Daltonics, Tyskland).
For & oppna en ren bakteriekultur ble isolatene dyrket opp pa nytt pa Vibrio ChromoSelect
Agar (Sigma-Aldrich, Tyskland) ved 37£1°C i 18+4 timer. Deretter ble bakterieisolatene
overfart pa liten metallplate full av sma runde ringer. Hver «ring» representere et
bakterieisolat som skal identifisere. Ved bruk av tannpirker til a plukke opp en bakteriekoloni
fra agarskalen. Strike pa en av de sma ringene pa metallplate. Bakteriene ble dekket med 1L
matriksemiddel HCCA (Bruker, Tyskland). Til slutt skal matriksen fordampes og terkes i

cirka 2-3 minutter.
Resultat fra MALDI TOF Biotyper identifikasjon baseres pa en poengsum. En poengsum pa

>2,0 gir en hgysikkerhets identifikasjon, der arten eller slekten er identisk med

bakterieprofilen lagret i database.
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3.4.4 API

Totalt 10 isolater ble dyrket pa nytt pa en Plate Count agar (PCA) (Oxoid, England) med
tilsatt 2 % NaCl, deretter inkubert overnatt. Karakterisering av isolatene ble utfgrt ved Gram-

testing, Oksidase-testing samt Analytical Profile Index (API) 20E (BioMéreux, Frankrike).

Enkel koloni ble overfert og mikset med 5 ml sterilt saltvann (0.85% NaCl) ved bruk av en
steril podegse. Blandet godt ved a pipettere opp og ned for & oppna homogent blanding.
Deretter tilsette bakteriesuspensjonen til en av brgnnene pa API 20E test kit (BioMerieux,
France). Ulike brgnner ble fylt med forskjellige volumer. For brgnner som er merket med
Citrat (CIT), Voges-Proskauer (VP) og Gelatin (GEL), ble fylt helt til suspensjonen dekket
overflaten. For de brgnnene som inneholder Arginin (ADH), Lysin (LDC), ornitin (ODC),
natriumtiosulfat (H2S) og Urea (URE) ble fylt og dekket med mineralolje for & danne et
anaerobt miljg. Til slutt ble de resterende brgnnene fylt kun til halvparten av brgnnen, og
inkubert ved 36+£1°C i 24 timer.

3.4.5 Hemolyseaktivitet

Hemolytisk aktivitet for 10 V. parahaemolyticus isolater ble bestemt pa blodagar-skaler,
tryptisk soyagar (TSA) med 5% saueblod (VWR™). Mediet er anvendt for bakterie
diagnostikk der de fleste vanlige bakterier kan vokse og gir hemolyse pa skalen. Hvert isolat
ble straket pa blodagar-skaler, deretter inkubert ved 37°C i 24 timer. Bakterier som viser
grenn sone rundt koloniene er klassifisert som a-hemolytiske, for B-hemolytiske vises en klar

sone rundt koloniene.

3.5 Sensitivitetstesting for antibiotika
Sensitivitetsprofilen til 10 V. parahaemolyticus isolater ble bestemt mot 12 antibiotika og en

kontroll som var E. coli CCUG17620. De spesifikke antibiotika brukt i denne studien
inkluderer: Gentamicin (GEN), Oxolinic Acid (OXO), Sulfamethoxazole (SMX)),
Trimethoprim/Sulfamethoxazole (SXT), Chloramphenicol (CHL), Meropenem (MERO),
Ampicillin (AMP), Ceftazidime (TAZ), Enrofloxacin (ENTERO), Florfenicol (FFN) og
Oxytetracycline (OXY).

Metoden for antimikrobiell sensitivitetstesting inkluderer rendyrking av bakteriekultur og
utstryk pa Vibrio-Chromo Select agar (Sigma-Aldrich, Tyskland) med sterilt podegse, deretter
inkubering ved 37°C i 18-24 timer. Etter at inkuberingstiden er ferdig, ble hver bakteriekoloni
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valgt ut og inokulert i en 96-brgnners MIC-plate med Mueller-Hinton buljong (MH) (Oxoid,
England). Bakteriekolonier ble tilberedt og blandet i sterilt saltvann 0.85% (MacFarland
standard 0.5) og overfert med 10ul til MH-buljong. Selve bakteriesuspensjon overfart videre
til en ikke kommersielt Sensititre™ ECOFFVIB-plater som er laget for
Havforskningsinstituttet. MIC-plater ble plassert pa en automatisert maskin som tilsatt 100l
pa hver MIC-brgnn og inkubert ved 37°C i 24 timer. Resistenshestemmelse ble gjennomfart

med utgangspunkt i kliniske MIC-verdier for brytningspunktet etter versjon 12.0 (EUCAST,
2022).
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4.0 Resultat

4.1 MALDI-TOF AS
Fra Vibrio-metoden ble 113 kolonier fra bleeretang, blaskjell og sjgvann samlet fra gst- og

vestkysten, plukket fra TCBS-skaler og isolert til identifisering. Fra praver av skjell og tang
ble det samlet 19 kolonier isolert fra gstkysten, og 51 kolonier fra vesten samt 60 kolonier av
sjgvann fra gst- og vestkysten. Av de 113 isolatene ble 38 undersgkt ved MALDI-TOF. Av
disse ble 10 stammer identifisert som V. alginolyticus og 10 stammer som V.
parahaemolyticus. Tolv isolater ble identifisert som Shewanella putrefaciens, og 4 som V.

fluvialis og 2 som Enterobacter cloacae. Resultatet vist i figur 4.1 nedenfor.

MALDI-TOF

Enterobacter cloacae

Shawanella putrefaciens

V. fluvialis

V. alginolyticus

V. parahaemolyticus

2 4 6 8

mTotalt mSjgvann mBlzeretang Blaskjell

Figur 4.1. Viser oversikt over arter som ble identifisert pA MALDI-TOF fra blaskjell,
bleeretang og sjevann.

MALDI-TOF resultatene er illustrert i Figur 4.1. For blaskjell ble ett isolat identifisert som
Shewanella putrefaciens, fem isolat som V. alginolyticus og fire isolat som V.
parahaemolyticus. For bleretang ble seks isolat identifisert som V. parahaemolyticus, fem
isolat som V. alginolyticus, ett isolat som V. fluvialis og elleve isolat som Shewanella
putrefaciens. For sjgvann ble tre isolat identifisert som V. fluvialis og to isolat som

Enterobacter cloacae.
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4.2 Forekomst av bakterier i sjgvann

Det ble samlet 6 sjgvannspraver fra gstkysten (Oslofjorden) og vestkysten (Nordasvannet,

Bergen). For hver region ble det fordelt vannpraver til to analyser. Analysen av sjgvann fra

gstkysten ble utfart ved at 1 ml sjgvann filtreres til Vibrio-analysen, 100 ml filtreres til

analysen for termotolerante koliforme bakterier. For prever fra vestkysten ble det filtrert 200

ml sjgvann for termotolerante koliforme, og 50 ml for Vibrio-analysen. Resultatene er vist i

Tabell 4.2. Maksimal temperatur pa gstkysten ved provetakning CS var 20°C. For alle prover

tatt fra vestkysten var den mélte temperaturen 18°C.

Tabell 4.2. Platelling av sjgvann samlet fra Oslofjorden(Vollen, Asker) og Bergen

(Nordasvannet). Malt temperatur oppgitt i (°C) og antall kolonidannende enheter pa skaler

oppgis per (1 ml).
Sjevann fra Temperatur °C Antall kolonidannende enheter pé skaler pr 1 ml
Oslofjorden/ Vollen
i Asker mFC-skaler TCBS-skaler
AS 19 16 64
BS 19 92 115
CS 20 11 24
Sjevann fra Temperatur °C Antall kolonidannende enheter pa skaler pr 1 ml
Nordisvannet,
Bergen. mFC-skaler TCBS-skaler
BAS 18 1 2
BBS 18 1 2
BCS 18 0 3

Alle pragver fra sjgvann viste store forskjeller i vekst. Nar en sammenlignet resultatene fra

gstkysten og vestkysten, hadde gstkysten betydelig mer vekst pA TCBS-skaler. For

termotolerante koliforme bakterier, hadde gstkysten betydelig mer vekst, s&rlig i preve (BS).
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4.3 Karakterisering av isolater
Totalt ble 38 isolater plukket fra VibrioChromoSelect skaler, og isolert i renkulturer for videre

identifisering. Av disse ble 10 isolater identifisert som V. parahaemolyticus. Disse ble testet

for gram-reaksjon, oksidase-egenskaper og siden identifisert ved APl 20E, MALDI-TOF og

bestemmelse av hemolytisk aktivitet.
Tabell 4.3. Bakterieisolater identifisert av APl 20E og MALDI-TOF. Karakterisering ved

urease, oksidase, Gram- og bestemmelse av hemolytisk aktivitet i prave BVB5, VA1, VA2,
VATP2, VBT3, VBT2, VBT4, VATP1, VAT3 og VC2.

Lokasjon Isolat API Oksidase Gram Hemolyse MALDI-
kode Ureas 1D Alfa TOF
e
Nordidsvannet Bvss - Ingen ID + - + V.
parahaemo
Wticus
Vai - |8 + - + V.
parahaemolytic parahaemo
us Iyticus
Vaz - W + - + V.
parahaemolytic parahaemo
us Iyticus
VarP:2 - Ingen ID + - + V.
parahaemo
Iyticus
VB13 - V. + - + V.
parahaemolytic parahaemo
Oslofjorden us Iyticus
VB12 - V. + - + V.
parahaemolytic parahaemo
us Iyticus
VBT4 - Burkholderia + - + V.
Cepacia parahaemo
lyticus
VarP1 - V. + - + V.
parahaemolytic parahaemo
us lyticus
Vars - V. + - + V.
parahaemolytic parahaemo
us Iyticus
Va - |8 + - + V.
parahaemolytic parahaemo
us Iyticus

Som vist Tabell 4.3. er det observert alfa-hemolyse hos alle bakteriestammene.

Bakteriestammer ble identifisert ved MALDI-TOF som 10 V. parahaemolyticus. Fra APl 20E
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ble 7 stammer identifisert som V. parahaemolyticus, 2 med ingen ID og 1 som Burkholderia

cepacia. Alle bakteriestammene var gramnegative og oksidasepostive.

4.3.1 Bakterieidentitet med score-verdier fra MALDI-TOF

Totalt 10 kolonier plukket fra VibrioChromSelect agar (VCS) for MALDI-TOF

identifikasjon. Den hgyeste poengsummen for rangeringen er 2.00-3.00, og vere i kategori A

(High Confidence identification). Alle isolerte V. parahaemolyticus fikk >2.00, og klassifisert

som kategori A. Resultatene er vist i Tabell 4.3.1 nedenfor.

Tabell 4.3.1. Identifisering av MALDI-TOF og identitetsscore (%).

Prave
Bvss
Vai
Vaz
VarP2
VBT13
Va2
VBT14
VarP1
Vars
Ve

Bakterieidentitet

V. parahaemolyticus
V. parahaemolyticus
V. parahaemolyticus
V. parahaemolyticus
V. parahaemolyticus
V. parahaemolyticus
V. parahaemolyticus
V. parahaemolyticus
V. parahaemolyticus
V. parahaemolyticus

Score verdi%
2.33
2.35
2.30
2.11
2.35
2.16
2.30
2.41
2.35
2.21
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4.4 Antimikrobiell sensitivitetstesting
Antimikrobielle resistensprofilene til 10 V. parahaemolyticus isolater, ble bestemt mot 12

ulike antibiotika og en kontrollbakterie fra E. coli CCUG 17620. Alle bakterieisolatene var
mottakelig for antimikrobielt middel brukt i denne studien.

Tabell 4.4. MIC-verdier for 10 V. parahaemolyticus isolater og E.coli CCUG17620 mot 12
ulike antibiotikaklasser, oppgitt (mg/L).

Isolater GEN 0XO SMX  SXT CHL MERO AMP TAZ ENRO FFN OXY

E. coli 1 0.12 16  0.03/0.6 4 0015 4 025 0015 4 1
CCUG17620 S) (S) S) (S) S ©

BVBS5 1 0.06 <4 0.03/06 <05 <0.008 8 025 006 025 0.12
(S (S (S)

VA2 1 0.06 <4 0.06/1.19 <05 <0.008 8 025 003 05 006
) S S

VATP2 1 0.25 8 0.06/1.19 2 006 025 025 006 05 05
(S ) )

VBT3 1 0.03 <4  0.03/06 <05 <0.008 8 025 003 05 025
(S (S (S

VBT4 1 0.03 <4 0.06/1.19 <05 <0.008 4 025 003 05 025
S S )

VBT2 1 0.06 <4  0.03/06 <05 <0.008 8 025 003 05 025
S (S )

VAI 1 0.06 <4 0.06/1.19 <05 <0.008 8 025 006 025 0.12
(S (S S

VATPI 1 0.03 <4 0.03/06 <05 <0.008 4 025 003 05 025
(S S (S)

VAT3 1 0.03 8 0.06/1.19 <05 <0.008 4 025 003 05 025
) ) (S)

V2 1 0.03 <4 0.06/1.19 <05 <0.008 4 025 003 05 025
(S) (S (S)

Gentamicin = GEN; Oxolinic Acid = OXO; Sulfamethoxazole = SMX; Trimethoprim/
sulfamethoxazole = SXT; Chloramphenicol = CHL; Meropenem = MERO; Ampicillin =
AMP; Ceftazidime = TAZ; Enrofloxacin = ENTERO; Florfenicol = FFN; Oxytetracycline =
OXY.

(S) =Sensitiv.
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4.4.1 EUCAST-tabell for klinisk brytningspunkt

MIC-verdier for 10 V. parahaemolyticus isolater ble malt i henhold til EUCAST
brytningspunkt tabellen (Versjon 12.0) (EUCAST, 2022). Tabellen er gyldig for Vibrio-arter,
inkludert V. alginolyticus, V. cholerae, V.fluvialis, V. parahaemolyticus og V. vulnificus.

Tabell 4.4.1. MIC-verdier for kontroll E.coli CCUG 17620 og Vibrio spp. i henhold til
EUCAST-tabell. MIC-verdier oppgis i (mg/L). For mottakelig (<S) viser mindre enn eller lik
en verdi og resistens viser stgrre enn en verdi (>R). En strek (-) i tabellen indikerer at
sensitivitetstesting ikke anbefales fordi arten er et darlig mal for medikamentell behandling.
Typisk verdi og Normalomrade referer til «Target» og «Range» i henhold til EUCAST-tabell.

MIC E. coli CCUG 17620

Antibiotika

Ampicillin

Ceftazidime

Chloramphenicol

Gentamicin

Meropenem
Trimethoprim-sulfamethoxazole

Antibiotika
Ceftazidime

Meropenem
Trimethoprim-sulfamethoxazole

Typisk verdi
4

0.125-0.25
4

0.5
0.016-0.03
<0.5

Mottakelig
<1

<0.5

<0.5

(mg/L)
Normalomrade
2-8
0.06-0.5
2-8
0.25-1
0.008-0.06

MIC Vibrio spp.
(mg/L)
Resistent
>1
>0.5
>0.5
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5.0 Diskusjon
5.1 ldentifisering av Vibrio parahaemolyticus

For a vurdere forekomst av V. parahaemolyticus i blaskijell, bleeretang og sjgvann, ble praver
samlet fra gstkysten (Vollen, Oslofjorden) og vestkysten (Nordasvannet, Bergen). Det farste
steget i denne studien var a kartlegge Vibrio og indikatorbakterier (E.coli) fra blaskijell,
bleeretang og sjgvann tatt fra samme lokasjon og til samme tid. Valget av prgvetakingssteder
vil estimere forskjellen i tilstedeveerelse/fraveer av V. parahaemolyticus pa det valgte stedet av
interesse. | tillegg ble disse stammene bekreftet ved en rekke tester, blant annet ved
karakterisering ved Gram-testing, oksidase-testing, hemolyseaktivitet og identifisering ved
bruk av APl 20 E og MALDI-TOF MS.

TCBS-agar brukes ofte for seleksjon av sykdomsfremkallende Vibrio-bakterier i sjgmat
(NMKL. 1997). Grgnne kolonier isolert fra TCBS-skaler ble antatt & veere V.
parahaemolyticus. Siden denne bakterien ikke fermenterer sukrose, vokser bakteriene som
blagranne kolonier pa TCBS-skaler. | denne studien har alkaliske peptonvann (APW) som
inneholder 2% salter og polymyxin B kun brukt for isolering av V. parahaemolyticus (Croci,
L. et al. 2007; Hara-Kudo, Y., et al. 2001). Selv med 2 % NaCl og polymyxin B er imidlertid
dyrkingen av denne organismen vanskelig fordi det meste av V. parahaemolyticus isolert i
denne studien vokste uten tilsetning av polymyxin B. Dette gjer utvalgt av isolert kolonier
problematisk. Pa grunn av evnen til andre Vibrio-arter som V. alginolyticus til & vokse pa
TCBS-mediet. For eksempel vokser kolonier av V. alginolyticus i fraveer av polymyxin B.
Videre produksjon av V. alginolyticus farer til en sukrosefermentering som dekker koloniene
med et gulfarget lag, noe som gjar det vanskelig a visuelt skille bakteriekolonier (Kourany,
M. 1983;Bauer, A.,&Rarvik, L. M. 2007). Derfor kan isolering av V. parahaemolyticus veere
vanskelig fordi V. alginolyticus kan hindre pavisning av V. parahaemolyticus produserende
kolonier pa TCBS-agar. | tillegg kan det vaere vanskelig a gjare en vurdering av mistenkelige

kolonier pa gyemal.

5.1.1 Artsidentifikasjon ved MALDI-TOF og API 20E

Fra Vibrio-metoden ble 113 miljgisolater identifisert ved bruk av MALDI-TOF MS. Av de
113 isolatene ble totalt 38 identifiserte som V. parahaemolyticus, V. alginolyticus, V. fluvialis,

Shewanella putrefaciens samt Enterobacter cloacae. Denne studien fokuserte videre pa V.
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parahaemolyticus, som ble utvunnet fra seks prgver av bleretang (VATP2, VBT3, VBT2,
VBT4, VATP1 og VAT3) og tre blaskjellpraver (VAL, VA2 og VC2) hentet fra gstkysten, og
en prgve av blaskjell (BVB5) samlet fra vestkysten i Bergen. Resultatene oppnadd i denne
studien tyder pa at den fenotypiske identifiseringen av V. parahaemolyticus som
miljestammer er problematisk. Hovedsakelig pa grunn av omfattende variasjon i biokjemiske
egenskaper, noe som stemmer overens med tidligere studier (Fabbro, C., et al. 2010;
Thompson, F. L. et al. 2004). | tillegg representerer marine miljger den starste delen av
biosfaeren og inneholder mange arter av organismer. Som vist i Figur 4.1, andre bakteriearter
som kunne vokse pa TCBS-agar i denne studien, er Enterobacter cloacae, Shewanella
putrefaciens, V. fluvialis og V. alginolyticus identifisert av MALDI-TOF.

I denne studien ble TCBS- og VibrioChromoSelect (VCS) medier brukt. Resultatene av denne
studien tyder pa at VCS-agar er mer egnet for selektiv vekst av Vibrio-arter (Sigmaaldrich,
2018). Imidlertid er identifiseringen av Vibrio-arter ved bruk av TCBS-agar problematisk,
hovedsakelig pa grunn av de nert beslektede sukrose-fermenterende bakteriene. Ved bruk av
VCS-medier er fargeutviklingen til Vibrio-arter dermed ikke pavirket av tilstedeverelsen av

andre bakteriekolonier.

Ti V. parahaemolyticus isolater ble videre undersgkt ved bruk av API 20E systemet. De fleste
Vibrio-arter er halofiler og krever tilsetning av NaCl for a gke enzymaktiviteten (Thompson,
F. L. et al. 2004;Granum, P. E. 2015; Hakonsholm, F. et al. 2020). NaCl-konsentrasjoner kan
imidlertid pavirke biokjemiske profiler og resultere til feilidentifikasjon av V.
parahaemolyticus fra APl 20E (Martinez-Urtaza, J., 2006). | denne studien ble 10
miljgisolater av V. parahaemolyticus analysert i henhold til APl 20E-systemet ved 0.85%
saltholdighet. Fra API 20E analysen ble 7 av 10 isolatene identifisert som V.
parahaemolyticus. Sammenlignet APl 20E med MALDI-TOF, klarte API 20E & identifisere
feerre. Videre ble bakterieisolatene undersgkt i denne studien for ureaseproduksjon av API-
systemet, resultatene var negative. APl 20E er designet for klinisk bruk og er hovedsak ikke
egnet for testing av miljgisolater (Martinez-Urtaza, J., 2006). Videre er det vanskelig a
identifisere miljgbakterier fra det marine miljoet ved & bruke standard API-testingsprosedyrer
ved 0.85% saltholdighet. Standard laboratorietester kan veere begrenset pa grunn av de
spesifikke saltkravene til V. parahaemolyticus og manglende kunnskap om salt-supplerte
medier. Identifikasjon av V. parahaemolyticus ved hjelp av API 20E er ogsa kjent for a veere
vanskelig og ender ofte opp med a veere en mindre palitelig metode. En rekke faktorer kan

fare til feiltolkning av resultatene, blant annet feil avlesning av reaksjonene, da dette gjares
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manuelt gyemal. Under testing kan dannelsen av luftbobler i de anaerobe brgnnene ogsa
pavirke analysen, noe som igjen kan fare til feiltolkning av resultatene. Tidligere studier har
ogsa vist at for eksempel inkubasjonstemperaturen for optimale uttrykk av miljgbakterier og
biokjemiske egenskaper kanskje ikke er optimale (Martinez-Urtaza, J., 2006; Hakonsholm, F.
et al. 2020; King, N. et al. 2018). Ifalge API 20E standardmetode skal testen inkuberes ved 37
grader, og dersom man endrer temperaturen vil resultatene ikke veere palitelig. | denne studien
ble API-testene inkubert ved 37°C som er optimal temperatur for de humanpatogene.
Optimumstemperatur for Vibrio-bakterier vil veere fra 30-35°C, men disse bakteriene har ogsa
blitt rapportert & kunne formere seg rask i buljong og sjgmat mellom 18 og 40 °C (Mudoh, M.
F. et al. 2014; Parveen, S. et al. 2013).

Resultatene fra Vibrio-delen i denne studien oppgitt i Tabell 4.3 indikerer ingen
ureaseproduksjon, men dette betyr ikke ngdvendigvis at V. parahaemolyticus stammer ikke
vil veere sykdomsfremkallende. Som nevnt tidligere er det vanskelig & vurdere virulensen til
V. parahaemolyticus ved bruk av APl 20E-analysen. Det finnes imidlertid andre mer palitelig
metoder for & undersgke dette, for eksempel PCR-metoder ved pavisning av genene for
hemolyse. | en tidligere studier som utfarte standardprosedyren til API-systemet ble det
observert at V. parahaemolyticus isolert som en miljgstamme ikke var i stand til & fermentere
glukose med 0,85% NaCl, men var i stand til & fermentere glukose nar 2% NaCl ble brukt
(Martinez-Urtaza, J., 2006;MacDonell, M. T. et al. 1982). Resultatene av denne studien kan
tyde behovet for mer kunnskap om bruken av saltsupplerte medier i API-
standardtestprosedyrer. Selv om ureaseaktivitet ikke ble pavist i V. parahaemolyticus isolater
i denne studien, kan det ikke konkluderes med at ureaseproduksjon er fravaerende pa
bakgrunn av ulike faktorer, deriblant NaCl konsentrasjonen og feilavlesning, som kan pavirke

resultatene av bakterielle biokjemiske reaksjoner.

5.2 Forekomst av Vibrio spp. og E.coli i sjgvann samlet fra Oslofjorden og
Nordasvannet

Sjgvann hentet fra gstkysten (Oslofjorden) ble filtrert med 100 ml mens sjgvann hentet fra
vestkysten filtrert med 200 ml, og disse ble deretter dyrket pa m-FC skaler. Ved a

sammenligne resultatene fra Oslofjorden og Nordasvannet (Bergen), hadde Oslofjorden
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betydelig mer vekst med tanke pa forekomst av termotolerante koliforme. Det var tynn vekst
pa m-FC-skaler fra vestkysten, med kun 1 koloni per skal fra praver (BAS og BBS) og ingen
vekst for prgver BCS. Dette til tross for at sjgvann fra vestkysten filtreres mer enn prever fra
gstkysten. Fra Vibrio-metoden (NMKL, 1997) ble 1 ml sjgvann fra gstkysten og 50 ml fra
vestkysten filtrert. Tall fra platetelling vist i Tabell 4.2 indikerer betydelig mer vekst av
bakterier i sjgvannsprgver samlet ved gstkysten. Resultatene viste dermed at sjgvann samlet
fra gstkysten hadde hgyest vekst i m-FC-skaler og TCBS-skaler.

Resultatene indikerte at praver samlet inn fra vestkysten hadde hgye tall i TCBS-skaler, men
begrenset vekst pA m-FC-skaler. Resultatet stemmer overens med teorien om at
tilstedevaerelsen av V. parahaemolyticus ikke er assosiert med tilstedeveerelsen av fekal
forurensing (Watkins, W. D., et al. 1985). Likevel rapporterte Watkins og Cabelli (1985) at
fekal forurensing kan ha indirekte effekt pa gkning i bakteriekonsentrasjoner gjennom

dyreplankton.

Fra Vibrio-metoden (NMKL, 1997) ble kolonier dyrket i TCBS-skaler valgt ut for isolering
for videre identifisering. 30 kolonier fra gstkysten og 30 kolonier fra vestkysten ble samlet inn
for isolering. Resultatet, som er oppgitt i Figur 4.1. viste at ingen av isolatene ble identifisert
som V. parahaemolyticus. Bare 5 av 60 isolater ble gjenvunnet fra VibrioChromoSelect agar
(VCS). To stammer Enterobacter cloacae ble isolert fra sjgvann hentet fra Bergen. Ytterligere

tre isolater fra gstkysten ble identifisert som V. fluvialis.

Selv om antallet isolater som ble gjenvunnet fra VVCS var lavt, antydet ikke resultatene
fraveeret av V. parahaemolyticus, pa grunn av levedyktige, men ikke-dyrkbare celler (VBNC).
Tilstanden der levende bakterier verken kunne vokse eller dele seg er vanlige blant Vibrio-
arter (Mizunoe, Y., et al. 2000). Organismen som V. parahaemolyticus er kjent for & vare
levedyktig i det marine gkosystemet det isoleres fra, men vil ikke kunne dyrkes ved bruk av
standard laboratoriemetoder. Stressende tilstander som frysing og gjennopplivingsfasen til

isolatene kan veere arsaken til induksjon av VBNC-tilstanden.

Tidligere studier fra Norge har pavist forekomst av Vibrio-bakterier i norske farvann (Gjerde,
J., & Boe, B. 1981; Bauer, A. et al., 2006; Hakonsholm, F., Lunestad, B. T. et al. 2020). I en
av disse studiene ble de tre hovedpatogene V. vulnificus, V. parahaemolyticus og V. cholerae

isolert fra norske marine miljger, og trh+ V. parahaemolyticus var funnet i norske blaskijell.
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Resultatet fra denne studien indikerte en potensiell fare for V. parahaemolyticus infeksjon i
Norge, 0g at visse grupper av V. parahaemolyticus kan veere spesielt tilpasset det kjglige
klimaet (Bauer, A. et al., 2006). | en tidligere studie utfgrt i Chile, som har lignende klimatisk
forhold som Norge, ble det pavist V. parahaemolyticus for farste gang i 2004, til tross for at
sjovannstemperaturer er lave og sjelden hayere enn 16 °C (Fuenzalida, L., 2006). Dette igjen

antyder at V. parahaemolyticus kan tilpasse seg kjgligere temperaturer enn fgr antatt.

Prgvene som ble samlet i denne studien viste ikke store forskjeller i vanntemperatur fra
vestkysten og gstkysten av Norge. Likevel viser resultatet fra gstkysten betydelig mer vekst
fra platetelling av sjgvannsprgver. De fleste praver som ble identifisert som V.
parahaemolyticus var samlet fra gstkysten, og kun 1 isolert V. parahaemolyticus fra
vestkysten. En rekke studier papeker ogsa at dersom miljgforholdene er gunstige, kan vekst
av Vibrio-arter gke hos toskallede blgtdyr (Gjerde, J., & Boe, B. 1981; Bauer, A. et al., 2006;
Hakonsholm, F., Lunestad, B. T. et al. 2020) og tang (Mahmud, H. Z., Neogi, B. S., et al.,
2007). Dette ble ogsa bekreftet fra en tidligere rapport pa arbeid utfert i New Zealand som
vist at V. parahaemolyticus ble funnet i blaskjell (King, N. et al. 2018). Fra denne rapporten
kan man se at V. parahaemolyticus ogsa ble isolert fra kaldere omrader med klimaforhold
tilsvarende Norge. Det er derfor antatt at Vibrio-arter kan overleve i kaldere omrader i andre

marine organismer, som for eksempel blaskjell, men at de trives bedre i hayere temperaturer.

5.3 Hemolyseaktivitet

De 10 V. parahaemolyticus isolater ble vurdert til bakterielle hemolytiske egenskaper
assosiert med virulensgener som tdh og/eller trh. Hemolysin er et giftstoff som angriper rede
blodceller, og forarsaker cellelysering kalt hemolyse (Mizuno, T., et al. 2019). Resultatene i
denne studien viste at ingen av V. parahaemolyticus stammene testet pa blodagar med 5%
saueblod var positive for B-hemolyse, noe som indikerer at mekanismer for
erytrocytthemolyse forarsaket av at tdh, og/eller trh ikke var til stede. Dette er fordi
virulensen til det humanpatogene V. parahaemolyticus er sterk korrelert med disse genene
(Gutierrez West, C. K. et al. 2013; Granum, P. E. 2015). Dette samsvarer med teorien om at
flertall av miljgstammer av V. parahaemolyticus er negative for tdh og trh og dermed ikke er

patogene. En tidligere studie utfart i Norge, viste derimot tilstedeverelse av trh* i enkelte
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isolater fra blaskjell (Bauer, A. et al., 2006). Det er velkjent at tilstedeverelsen av trh* er
assosiert med produksjon av urease, en viktig virulensfaktor og ofte involvert i
infeksjonsprosessen (Osawa, R., et al. 1996). Derfor vil forekomsten av trh* gi bakterier med
stgrre potensial til & forarsake sykdom. Tidligere studier har vist at miljgstammer av V.
parahaemolyticus inneholder bare 1-2% av tdh- og trh genene (Wong, H. C. et al. 2000;
Jahangir Alam, M. et al. 2002; Hervio-Heath, D. et al. 2002).

De fleste V. parahaemolyticus isolater fra pasienter med diaré viste B-hemolyse pa blodagar. |
motsetning, i denne studien ble hemolyseaktivitet observert som alfa-hemolyse i alle isolater.
Resultatene av denne studien viste at bakterier delvis var i stand til & lysere de rgde blodceller
pa blodagar, og dermed forandret blodskalene til grann farge (Mizuno, T., et al. 2019). Dette
er ikke pa grunn av en fullstendig lysering av blodcellene, men som et resultat av oksidering
av hemoglobin til methemoglobin.

Under prevetakingsprosessen ble det malt temperaturer som var over 15 °C for bade @st- 0g
vestkysten, men salinitet ble derimot ikke malt. Tidligere studier tyder pa at dersom
saliniteten er under 25%, kan dette gi gunstige vekstforhold for humanpatogene Vibrio
(Hakonsholm, F., et al. 2020).

V. parahaemolyticus i mat og miljgpraver er ikke fullt forstatt. Miljgforhold kan ha hatt en
effekt pa bakterier, for eksempel i a fremme utviklingen av ulike overlevelsesstrategier som
tilpasser bakterien til ulike miljger (Jahangir Alam, M. et al. 2002). | denne studien kan ulike
arsaker som fysiske og kjemiske faktorer pavirke gjenopplivingsfasen. Som nevnt tidligere
kunne koloniene vokse pa skalene, men de var ikke i stand til & generere metabolske
aktiviteter, noe som kan vare arsak til mulig feiltolkning av resultatene. Det vil derfor kunne
veere interessant a teste dette pa en alternativ metode, for eksempel ved bruk av PCR
(polymerasekjedereaksjon). Resultatene i denne studien kan dermed ikke med sikkerhet

avgjere om disse potensielt kan veere patogene eller ei.

5.4 Antimikrobiell sensitivitetstesting

Sensitivitetstesting av 10 V. parahaemolyticus isolater ble utfart mot 12 forskjellige typer
antibiotika. Resultatene ble sammenlignet med de kliniske konsentrasjonsverdiene for
brytningspunkt i henhold til EUCAST Tabell 4.4.1 (EUCAST, 2022). MIC-
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brytningspunktverdien satt av EUCAST inkluderer imidlertid ikke alle typer antibiotika som
ble testet i denne studien, inkludert Gentamicin, Oxolinic Acid, Sulfamethoxazole,
Chloramphenicol, Ampicillin, Enrofloxacin, Florfenicol, Oxytetracycline (Chiou, J., Li, R., &
Chen, S. 2015). V.parahaemolyticus er kjent for a veere sveert fglsom for nesten alle
antimikrobielle midler bortsett fra penicillin. Generelt er penicillin et darlig mal i Gram-
negative bakterier pa grunn av celleveggen. Dette kan skyldes at det ikke er noen
brytningspunktverdi for ampicillin, siden sensitivitetstesting anbefales ikke fordi Vibrio er et
darlig mal for behandling med dette stoffet (Ottaviani, D. et al. 2001; Devi, R. et al. 2009;
Shaw, K. S, et al. 2014). Funnene i denne studien samsvarer med tidligere studier som
rapporterte mottakeligheten av V. parahaemolyticus for Trimethoprim/Sulfamethoxazole
(Ottaviani, D. et al. 2013). I en tidligere studie utfart i Italia ble det ikke funnet resistens mot
Chloramphenicol hos V. parahaemolyticus, mens en studie utfart av Shaw og medarbeidere
(Shaw, K. S. et al. 2014) viste middels resistens mot dette antibiotikumet. Et interessant funn
fra den italienske studien var at alle isolatene var middels resistens for
Trimethoprim/Sulfamethoxazole (SXT). Resultatene i denne studien viser ingen resistens for
disse (SXT) blant de 10 V. parahaemolyticus isolatene, siden hgyeste MIC-konsentrasjonen
ble malt til 0.06/1.19, der brytningsverdier som er ansett som a indikere mottakelighet er satt
av EUCAST <4.

EUCAST er en tabell som primeert brukes til kliniske isolater og pasientbehandling, og
dersom en bakterie ikke anses a vare relevant for behandlinger pa sykehus vil den som regel
ikke veere i EUCAST-tabellen. Mange antibiotika brukt i denne studien vil ikke bli funnet i
EUCAST tabellene. Disse verdiene er oppgitt ifalge EUCAST “Klinisk brytningspunkt er til
daglige bruk 1 kliniske laboratoriet for & gi rdd om pasientbehandling” (EUCAST, 2022).

V. parahaemolyticus har stadig blitt rapportert i en rekke land som USA, Chile og Kina for
gkt resistens mot antibiotika (Han, F., et al. 2007; Dauros, P., et al. 2011, Jiang, Y., et al.
2014). Nyere studier har ogsa vist at V. parahaemolyticus og V. vulnificus har utviklet
sterkere antimikrobiell resistens, noe som kan skyldes tilstedevaerelsen av patogene bakterier
med antimikrobielle resistensgener i avlgpsvann som slippes ut (Baquero, F., et al. 2008;
Elmahdi, S. et al. 2018).

Prevalensen og spredningen av antimikrobielle resistensgener i miljgbakterier har gkt de siste
arene (Zhao, S. et al 2018). Dette har utviklet seg til & bli et folkehelseproblem. Siden ARG i
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miljget kan erverves av menneskelige patogene bakterier gjennom horisontal genoverfaring,
gjer dette behandlingen av infeksjonssykdommer vanskelig. Selv om resultatene i denne
studien ikke viste resistens eller virulens blant 10 V. parahaemolyticus stammer, er dette
fortsatt et problem (Grevskott, D. H., et al. 2021). | en nyere studie har det blitt pavist
antibiotikaresistens fra avlgpsvann isolert fra E.coli-stammer samlet fra vestkysten av Norge.
Dette demonstrerer alvoret av utviklingen av antibiotikaresistens og mulig ansvar for
spredning av klinisk relevante patogener og antibiotikaresistensgener (ARG) til det marine
miljget (Grevskott, D. H., et al. 2017). En tidligere studie fra Norge viser at marine muslinger
kan representere et viktig “hotspot” for resistensoverfering. Studien bemerket ogsé at
forurenset sjgmat, som fisk og skalldyr, kan fare til at antibiotikaresistente bakterier fra marin
og fekal opprinnelse nar mennesker under handtering og konsum. Derfor bar dette tas med i
betraktningen nar det skal avgjgres om muslinger bgr inkluderes i arlig overvaking av ABR i

kystnare omrader.

Antimikrobielt resistente fekale bakterier fra dyr eller mennesker kan spres gjennom
vannmiljger. Spredning av antibiotikaresistente bakterier i sjgmat kan pavirke utvikling og
spredning av resistens blant matbarne patogener. Med tilfarsel av avfall og kloakk pavirker
omfanget av menneskelig aktivitet kystvannets gkosystem negativt (Adams, M. R., et al.
2008). Dette skjer blant annet gjennom horisontal genoverfagring, som er viktig i utvikling og
overfgring av resistensgener mellom arter, samt for overfering av resistensgener fra fekale
bakterier til miljgbakterier (Shaw, K. S., et al. 2014; Letchumanan, V., et al. 2015; Baquero,
F., et al. 2008).

43



6.0 Konklusjon

Risikoen forbundet med humanpatogene V. parahaemolyticus kan vare undervurdert pa
grunn av utilstrekkelig overvaking og undersgkelse av matbarne sykdommer. Det er begrenset
informasjon om virulensegenskaper og historisk utvikling til V. parahaemolyticus i Norge.

Det kan derfor antas at V. parahaemolyticus infeksjoner i Norge har vert hgyere enn antatt.

V. parahaemolyticus forekommer naturlig i havet og tilstedevarelsen av denne organismen i
skalldyr og alger er uunngaelig. Det er dermed ikke overraskende at V. parahaemolyticus ble
pavist, og at Vibrio-bakterier som er pavist i sjgmat ikke alltid er sykdomsfremkallende. For &
forebygge sykdom forarsaket av V. parahaemolyticus i sjgmat, er karakterisering av isolater
viktig for & fa en samlet vurdering av risiko, spesielt for humane patogene stammer. Det er
viktig 4 gke forstaelsen om virulens- og antimikrobielle egenskaper, da noen av disse kan
veere menneskelige patogener. | tillegg er det lite kjent om hvorfor visse stammene av V.

parahaemolyticus forarsaker sykdom hos mennesker.

Klimaendringer vil sannsynligvis gke utbredelsen av denne organismen, da gkte
vanntemperaturer vil gi gunstigere vekstforhold for mange patogene Vibrio-bakterier.
Hyppigere overvaking av forekomst, resistens og virulens hos Vibrio-bakterier er derfor
nedvendig for a forberede seg pa fremtidige folkehelseutfordringer. Man burde etablere
overvakingssystemer for offentlige badeplasser samt for muslinger og tang som brukes til
konsum. Overvakning av Vibrio-bakterier som finnes naturlig i vannmiljger kan brukes til &
kartlegge endring i marine gkosystemer og mulig utvikling av AMR. Spredningene av
antimikrobiell resistens er godt forstatt i klinisk sammenheng, men vannmiljgets rolle i
spredningen av AMR er fortsatt ukjent. Derfor er det viktig a etablere standardiserte
antimikrobiell fglsomhetstest for sjgvannsbakterier for & overvake spredningen og utviklingen
i marine miljget. Videre er det viktig & gke kunnskapen rundt hvordan sjgmat skal handteres
bade under hgsting og hos forbrukerne. Dette kan bidra til & forebygge risikoen ved inntak av
sjgmat, da feilhandtering av sjgmat kan fare til matforgiftning forarsaket av V.

parahaemolyticus.

Hovedfunnene i denne studien viser at V.parahaemolyticus isolert fra blaskjell og bleretang
gjennomgaende er fglsom for antibiotika. Forekomsten av V. parahaemolyticus i sjgmat er lav
og det er fraveer av hemolyse. Risikoen for Vibrio-infeksjon gjennom bading eller inntak av

forurenset sjgmat kan derfor ikke vurderes med sikkerhet. Videre viste funnene i denne
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studien forskjeller i bakterietall i blaskjell og tang samlet pa samme sted (Oslofjorden) og til
samme tid. | praver fra A (blaskjell) og AT (bleretang) (Vedlegg A) ble det oppdaget
gjennom MPN-metoden flere bakterier MPN/100g i tang enn i blaskjell. Dette kan tyde pa at
blaeretang kan vaere mer attraktiv som et reservoar for fekale bakterier og som habitat for

mikrobielle samfunn.

7.0 Forslag til videre studier
For fremtidige studier av forekomst og egenskaper til V. parahaemolyticus i muslinger og

makroalger i norske farvann, bgr studien gjennomfares over lengre periode, med prgvetaking
som dekker en stor del av norskekysten. Spesielt sgrkysten hvor vanntemperaturen overstiger
20 grader. Det er viktig & male saltholdighet og temperatur under prgvetaking. Pa grunn av
den sterke sesongvariasjonen av menneskelig patogener, gker bakterietallene nar
temperaturen stiger over 18 °C og saltholdigheten (saliniteten) faller under 25%.

I tillegg er det viktig & gjennomfare prevetakning i 2 forskjellige omganger, for eksempel om
vinteren og sommeren. Dette er viktig for & kunne sammenligne forekomst av denne
organismen om vinteren og sommeren, da dette vil bidra til & gke kunnskapen om hvorvidt
blaskjell og tang kan fungere som et viktig reservoar for V. parahaemolyticus til ulike tider av
aret. | tillegg har tang og blaskjell unik biologi, og det kan derfor veere nyttig a samle
forskjellige arter av skjell og tang. Videre kan bade blaskjell og tang fungere som et reservoar
for antibiotikaresistente bakterier som kommer fra kloakkutslipp til det marine miljger.
Dermed er kartlegging av resistens mgnstre for bade Vibrio-bakterier og fekale

forurensingsbakterier sveert viktig for a sikre folkehelse i fremtiden.
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Vedlegg

Vedlegg A. Most probable number fra blaskjell og tang prever samlet i Oslofjorden.

Prave | 1g [0,1g | 0,01 g | MPN/100g
Blaskjell

A 5 5 1 3500

B 5 2 1 700

C 5 4 1 1700

Tang

AT 5 5 2 5400

BT 5 5 3 9200

CT 5 5 2 5400

Vedlegg B. Most probable number fra blaskjell og tang prgver samlet i Bergen

(Nordasvannet).
Prove lg 0,lg 0,0l g MPN/100g
Bléskjell
BA 3 0 0 78
BB 3 1 0 110
BC 4 0 0 130
Tang
BAT 5 2 0 490
BBT 2 0 1 68
BCT 4 0 0 130
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Vedlegg C. Identifisering ved MALDI-TOF

Lokasjon Isolat navn MALDI-TOF
VA2! V. parahaemolyticus
VATP2? V. parahaemolyticus
VAT4? V. alginolyticus
VBT3? V. parahaemolyticus
VATS5? Shewanella putrefaciens
VBI1! Shewanella putrefaciens
VATP2? Shewanella putrefaciens
Vollen i Asker VBT2? V. parahaemolyticus
O VBT3? Shewanella putrefaciens
VAS1? V. fluvialis
VAS4? V. fluvialis
VALl! V. parahaemolyticus
VBT4? V. parahaemolyticus
VAT3? V. parahaemolyticus
VATI1? V. fluvialis
V(2! V. parahaemolyticus
VAS3? V. fluvialis
BVCTP6? V. alginolyticus
BVAT3? V. alginolyticus
BVATI? V. alginolyticus
BVB2! V. alginolyticus
BVBS5! V. parahaemolyticus
BVATP1? Shewanella putrefaciens
BVATP3? Shewanella putrefaciens
BVAT4? Shewanella putrefaciens
BVCTP8? Shewanella putrefaciens
BVCTP4? Shewanella putrefaciens
Norddsvannet (Bergen) BVCTP5? Shewanella putrefaciens
BVBT2? Shewanella putrefaciens
BVBT3? Shewanella putrefaciens
BVB4! V. alginolyticus
VATP1* V. parahaemolyticus
BVC4! V. alginolyticus
VBBS33 Enterbacter cloacae
VBASS5® Enterbacter cloacae
BVBTPI1? V. alginolyticus
BVC2! V. alginolyticus
BVC3! V. alginolyticus
Blaskijell*
Blaeretang?

Sjevann?



Vedlegg D. VibrioChromoSelect skaler.

Isolat Skal bilder

VBT4
VCS-agar (Sigma-Aldrich,
Tyskland)

VAT1

VCS-agar (Sigma-Aldrich,
Tyskland)

Kolonifarge Organisme
Bla/grenn V. parahaemolyticus
V. fluvialis
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