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Sammendrag

Hovedmalet med dette arbeidet er & undersgke hvorvidt naeringsmidler som er tilsatt
industrielle bakteriekulturer (startkulturer) bidrar til spredning av antibiotikaresistens til
humanpatogene bakterier. Antibiotikaresistens er i ferd med a bre om seg. Det store
antibiotikaforbruket anses for a vare den viktigste bidragende faktor. Muligheten for at
resistente bakterier i modnede/fermenterte naeringsmidler kan utgjare en spredningskilde
for resistens, har fatt liten forskningsmessig oppmerksomhet. Vi har Kartlagt
antibiotikaresistens hos bakterier i syrnede melkeprodukter, modnede oster, spekepgalser
og tarmflorastabiliserende tabletter kjgpt pa apotek. Startkulturer er ogsa undersgkt
direkte. Bade norske og utenlandske produkter er innbefattet. Vi utviklet en egnet
agardiffusjonsmetode for kartlegging av resistens hos de aktuelle bakteriene. Vi
innhentet opplysninger om startkulturer gjennom intervju/samtaler med naringsmiddel-
og startkulturprodusenter. Intervjuene viste at disse aktgrene har veert lite opptatt av
antibiotikaresistens hos bakterier i startkulturer. Vi har imidlertid registrert gkt
bevissthet rundt dette temaet blant de intervjuede firma i prosjektperioden (1997 -
2000). Det norske lovverk bergrer overhodet ikke antibiotikaresistens i bakterielle
startkulturer. Ved multiresistens eller ved resistens av spesiell betydning
(vancomycinresistens) har vi undersgkt/vurdert overfgrbarheten av resistensgenene bl.a.
ved PCR-metode og overfaringsstudier. Vare resultat tyder pa at det meste av pavist
resistens i norskproduserte fermenterte/modnede matvarer er av en natur som er
vanskelig overfarbar, dvs. at vi anser risikoen for overfgring til andre bakterier som
liten. Pavist vancomycin-resistens, dvs. i en del Lactobacillus- og Leuconostoc-
stammer, var ikke forankret i VanA-genet, dvs. vancomycin-resistensen var mest
sannsynlig ikke overfgrbar. Multiresistensen hos bakterier i importerte oster og ikke
minst i tarmstabiliserende preparater var mer omfattende enn hos bakterier i
norskproduserte produkt. Dette betyr bade at forholdsvis flere stammer var
multiresistente og at resistensen omfattet flere antibiotika. Prosjektet er et
samarbeidsprosjekt mellom Rogalandsforskning og Neringsmiddeltilsynet for Midt-
Rogaland. Ogsa Veterinaermiljgene er involvert.



Summary

The objective is to investigate if bacteria in fermented foods contribute to the spread of
antibiotic resistance to bacteria pathogenic to humans. Multiple resistance among
bacteria is increasing. Excessive use of antibiotics is assumed to be the main cause of
the increasing resistance. The possibility that bacteria in industrial starter cultures may
be a source of transferable antibiotic resistance has gained little attention. In the present
project, we have investigated the antibiotic resistance of bacteria in fermented dairy
food products and smoked sausages. Starter cultures and respective food products have
been tested. Both Norwegian and foreign products are included. In addition, we tested
two products containing intestinal stabilizing bacteria. Agar diffusion was our principal
method for determination of resistance. We had to modify the standard method in order
to make it suitable for lactic acid bacteria. Information about the starter cultures was
obtained by interviewing producers of fermented foods and starter cultures. Routines for
control of antibiotic resistance in starter cultures were stressed. The producers were not
very concerned about such routines in practice. During the project period (1997 -2000),
however, we have observed increased focus among the participating companies on this
subject. The Norwegian legislation does not say anything about antibiotic resistance in
bacterial starter cultures. By multiple antibiotic resistance or resistance of special
relevance (vancomycin), the potential for transfer of the corresponding resistance genes
was evaluated. Our studies indicate that the observed resistance in bacterial starter
cultures in Norwegian foods hardly is transferable to other bacteria. Observed resistance
against vancomycin, i. e. in several strains of Lactobacillus and Leuconostoc, was
considered as not transferable (the VanA gene was not detected by the PCR method).
Multiple resistance was more extensive in imported cheeses and intestinal stabilizing
products than in Norwegian fermented foods; i.e. comparatively more strains were
multiple resistant and the resistance included more antibiotics. The project is a co-
operation between Rogaland Research and the Regional Food Control Authority.
Additionally, the National Veterinary Environments have participated.



Forord

Bakterielle startkulturer brukes i de fleste norske meieri- og spekepglseprodukter. Dette
betyr at nordmenn spiser en mengde levende bakterier daglig. Muligheten for at
resistente bakterier i startkulturer kan utgjere en spredningskilde for resistens har fatt
liten eller ingen forskningsmessig oppmerksomhet. Bakgrunnen for dette prosjektet er at
vi ikke visste hvorvidt disse bakteriene er antibiotikaresistente. Vi visste imidlertid at
antibiotikaresistens kan overfgres mellom bakterier selv ved fraver av
antibiotikapatrykk.

Prosjektet er et samarbeidsprosjekt mellom Rogalandsforskning (RF) og
Neringsmiddeltilsynet for Midt-Rogaland (NMR). Prosjektleder er Ragnhild Wiik ved
RF (nd ansatt ved Teknologisk Institutt, avd. Stavanger). Den fenotypiske resistens-
testingen av stammene er utfert av Anne-Kirsten Katla ved NMT. Gro Johnsen ved
NMT har kvalitetssikret resistenstestingen.

De genetiske studiene er utfert av Katrine Borgen, Jostein Bjorland og Yngvild
Wasteson fra Norges Veteringerhggskole, i samarbeid med Marit Sgrum og Hilde Kruse
fra Veterinearinstituttet.

Takk til Grethe Kjeilen ved RF for a ha bidratt til innsamling og rapportering av
informasjon ang. vancomycin-resistens hos melkesyrebakterier.

Sandnes, 10. april 2000

Ragnhild Wiik
Prosjektleder



1 Innledning

1.1 Bakgrunn og problemstilling

Formalet med dette prosjektet er & studere om naringsmidler som er tilsatt industrielle
bakteriekulturer bidrar til spredning av antibiotikaresistens til humanpatogene bakterier.

Vi er vitne til at mange typer antibiotika er i ferd med & miste sin virkning mot
bakterielle infeksjonssykdommer (Wiik og Karlsen, 1997). Den grunnleggende arsaken
til dette er at bakterier er i stand til & utvikle motstandsdyktighet (resistens) overfor
antibiotika samt til & overfare resistensen til andre bakterier. Videre farer det store og
globalt gkende forbruket av antibiotika til at resistensen brer om seg (Cassell, 1995). |
tillegg Dbidrar sosiale og teknologiske forhold til g@kende forekomst av
antibiotikaresistens. Eksempelvis vil store ansamlinger av mennesker i skoler, sykehus,
arbeidsplasser mm. samt stor reisevirksomhet bidra til spredning av bakterier og dermed
0gsa av antibiotikaresistens.

Det store antibiotikaforbruket ansees for a vaere den viktigste arsaken til stadig gkende
resistensutbredelse. Bruk av antibiotika medfarer seleksjon av resistente bakterier i
henhold til Darwins evolusjonsteori. Nar en bakterie farst er blitt resistent, kan den
overfgre sin resistens til andre bakterier selv uten antibiotikapatrykk (Kruse og Sgrum,
1994; Brock et al., 1994). Dette betyr at bakterier kan bli resistente uten at de utsettes
for antibiotika; det er tilstrekkelig at de kommer i kontakt med andre bakterier som er
resistente. Det at antibiotikaresistens kan overfgres mellom bakterier selv ved fraveer av
antibiotikapatrykk, er utgangspunktet for dette prosjektet.

Det er stort sett sykdomsframkallende bakterier som har veert i fokus nar det gjelder
antibiotikaresistens, spesielt bakterier isolert fra sykehuspasienter (Salyers, 1999). Vi
vet lite om hva som skjer av resistensoverfaringer blant apatogene bakterier i bade
sykehus og i vart miljg forgvrig. Det er mulig at bakterier som bidrar til at det dukker
opp multiresistente patogener ikke blir studert med hensyn til antibiotikaresistens. En
stadig gkende datamengde tyder pa at bakterier i mat og bakterier i fordgyelseskanalen
utveksler resistensgener med hverandre og med patogene bakterier (Salyers, 1999).

Vi har undersgkt antibiotikaresistens hos bakterier som tilsettes naeringsmidler i form av
startkulturer. Kun bakterielle startkulturer og tilsvarende naeringsmidler er undersgkt.
Bakterielle startkulturer inneholder ofte melkesyrebakterier, men ogsa stafylokokker og
andre bakterietyper benyttes. Hensikten med en startkultur er at bakterielle
omsetningsprosesser skal bidra til gnsket smak, aroma, konsistens og holdbarhet. Det
ferdige neringsmidlet inneholder et hgyt antall levende bakterier; gjerne i
starrelsesorden10’ pr. ml eller gram.



I Norge benyttes startkulturer stort sett bare i meieriprodukter og spekepglser. Til
gjengjeld er de fleste av denne typen nzaringsmidler tilsatt startkulturer. Disse modnede
eller fermenterte naeringsmidlene spises uten & ha veert varmebehandlet etter
bakterietilsetning, noe som gjer at konsumenten far i seg betydelige mengder levende
bakterier. Disse bakteriene regnes for a vaere positive for helsen. | dette prosjektet har vi
imidlertid fokusert pa muligheten for at bakterier i startkulturer kan besitte overfgrbar
antibiotikaresistens. Dette fordi de i sa fall direkte eller indirekte kan overfgre sin
resistens til sykdomsframkallende bakterier i vart fordeyelses- og luftveissystem.

Muligheten for at resistente bakterier i modnede/fermenterte naeringsmidler kan utgjare
en spredningskilde for antibiotikaresistens har fatt liten oppmerksomhet. Imidlertid
fokuseres det mye pa helserisikoen ved a spise genmodifiserte planter inneholdende
markgrgenger som koder for antibiotikaresistens. Risikoen bestar her av at resistens-
genene skal overfares til bakterier ved transformasjon. Slik vi ser det, er helserisikoen
forbundet med bruk av markergener som koder for antibiotikaresistens mindre enn
risikoen ved eventuell tilstedeveerelse av overferbar antibiotikaresistens i industrielle
bakteriekulturer brukt i matvarer.

Problemstillingen i dette prosjektet er i hvilket omfang det brukes antibiotikaresistente
bakterier i industriell produksjon av norske, fermenterte/modnede naringsmidler.

1.2 Malsetning

Hovedmalet med prosjektet er fglgende:

A avklare hvorvidt naringsmidler som er tilsatt industrielle bakteriekulturer bidrar til
spredning av antibiotikaresistens til sykdomsframkallende bakterier. Vi har fokusert pa
naringsmidler som omsettes pa det norske marked.

For a nd malsetningen har vi besvart fglgende sparsmal:
. Hvilke naeringsmidler er tilsatt bakterielle startkulturer?
. Hvilke bakterieslekter/-arter benyttes i de aktuelle naeringsmidlene?

. Hvilke bakterieslekter/-arter er evt. resistente?

. I hvilken grad er de multiresistente?

1

2

3

4. Hvilke antibiotika er bakteriene resistente mot?

5

6. | hvilken grad anser vi evt. antibiotikaresistens for a veere overfarbar?
;

. Hvorvidt gjer produsenter av startkulturer og tilsvarende naeringsmidler noe for a
forhindre antibiotikaresistens hos bakterier i henholdsvis startkulturer og neerings-
midler?



2 Oppbygning av rapporten

Vi benyttet intervju for & klarlegge produsentenes holdninger og strategi angaende
antibiotikaresistens.

Fenotypisk resistens o0og overfgrbarhet av resistensgener er bestemt ved
laboratoriestudier. Vurdering av overfarbarhet er ogsa basert pa litteraturdata. De fleste
intervjuene ble gjennomfart far vi startet med laboratorieforsgkene. De intervjuede
neeringsmiddelprodusenter gav oss informasjon om sine startkulturer som vi fikk
tilsendt for kartlegging av antibiotikaresistens.

Denne rapporten bestar av en innledende del, en teoridel, metodebeskrivelse, resultater,
diskusjon og konklusjoner. Hovedsakelig litteraturdata, men ogsa noe informasjon fra
intervjuene inngar i teorikapitlet. | bade metode- og resultatdelen presenterer vi farst
intervju og deretter laboratorieforsgk.



3 Teori - antibiotikaresistens og startkulturer

| dette kapitlet vil vi presentere litteraturdata og noe intervjudata. Intervjudataene
omhandler startkulturene. Hensikten er a gi en faglig bakgrunn for prosjektet. Vi gnsker
ogsa a fa fram hvorfor var problemstilling er viktig.

3.1 Antibiotika

Kjemoterapeutika er kjemiske forbindelser som benyttes til & kurere
infeksjonssykdommer. Antibiotika utgjer en spesiell klasse innen kjemoterapeutika, og
kjennetegnes ved at de er naturlige produkter. Et antibiotikum er i utgangspunktet
definert som en kjemisk forbindelse produsert av en mikroorganisme og som dreper
eller hemmer veksten av andre mikroorganismer (Brock et al., 1994). | dag modifiseres
mange antibiotika kjemisk eller det produseres syntetiske midler med tilsvarende effekt
som antibiotika. Vi har i dette arbeidet brukt begrepet ‘antibiotika’ som fellesbetegnelse
for bade naturlige, semisyntetiske og syntetiske kjemoterapeutika mot bakterielle
infeksjoner.

Ulike hovedtyper av bakterier har i utgangspunktet ulik sensitivitet overfor mange
antibiotika. Gram-positive bakterier har tradisjonelt vist seg a vaere mer sensitive enn
gram-negative bakterier. Et antibiotikum som virker bade mot gram-positive og gram-
negative bakterier kalles bredspektret. Et smalspektret antibiotikum virker bare mot en
enkelt bakteriegruppe. De mest smalspektrede virker kun mot en eller svert fa
bakteriearter (Brock et al., 1994). Ved bruk av bredspektrede antibiotika er det ikke sa
viktig med en eksakt diagnose, noe som kan gjare det fristende & bruke slike antibiotika.
Eksempler pa bredspektrede antibiotika er tetracykliner og kloramfenikol. For at
smalspektrede antibiotika skal ha helbredende effekt, er det viktig a stille en sikrere
diagnose. Det bgr primeaert satses pa bruk av smalspektrede antibiotika for & unnga
utvikling av resistens mot bredspektrede antibiotika. Bruk av bredspektrede antibiotika
kan vaere avgjerende nar det ikke er tid til & stille en sikker diagnose eller til & bestemme
bakterienes resistensmenster fgr kuren ma startes.

3.2 Antibiotikaresistens og overfgrbarhet

Madigan et al. (1997) definerer antibiotikaresistens slik: “The acquired ability of a
microorganism to grow in the presence of an antibiotic to which the microorganism is
usually sensitive”. Definisjonen omfatter kun ervervet resistens. Antibiotikaresistens
hos bakterier klassifiseres imidlertid ofte som enten en ervervet eller en naturlig
forekommende egenskap (Brock et al., 1994; Godfrey og Bryan, 1984; Kruse, 1994;
Prescott et al., 1988; Wiik og Karlsen, 1997). Naturlig resistens er definert som en
artstypisk egenskap ved en bakterie som motvirker effekten av et antibiotikum (Godfrey
og Bryan, 1984; Kruse 1994; Wiik og Karlsen, 1997).



En ofte nevnt arsak til naturlig resistens er at den ytre celle-membranen hos gram-
negative bakterier er slik at en del antibiotika ikke kan trenge gjennom (Godfrey og
Bryan, 1984). Gram-positive bakterier har ikke en slik ytre cellemembran.

En forskjell mellom ervervet og naturlig resistens er at det alltid vil finnes et konkret
gen knyttet til ervervet resistens, mens spesifikke resistensgener kan mangle ved
naturlig resistens. Av naturlig og ervervet resistens, er det kun ervervet resistens som
ansees som overfgrbar. Det er ogsa den overfarbare resistensen som innebzrer starst
helserisiko. Slik resistens kan spres til en rekke ulike bakterier. Det at resistens kan
overfares mellom bakterier gker ogsa sannsynligheten for at én og samme
bakteriestamme kan bli resistent mot mange eller i prinsippet alle terapeutisk relevante
antibiotika.

Det at en bakteriestamme er samtidig resistent mot flere antibiotika kalles
multiresistens. Det finnes ingen klar grense for hvor mange antibiotika en stamme ma
veere resistent mot for a bli kalt multiresistent. Vi har tidligere skrevet at en stamme ma
veere resistent mot minst 3 grupper av antibiotika for & kunne kalles multiresistent (Wiik
og Karlsen, 1997). Bager et al. (1997) skriver at multiresistens betyr resistens mot minst
4 grupper antimikrobielle midler. | dette prosjektet betyr multiresistens resistens mot
minst 3 grupper av antibiotika.

Vi bruker begrepet resistens om bade ervervet og naturlig resistens i denne rapporten. Vi
vurderer i hvert tilfelle hvorvidt resistensen overfarbar. | de tilfeller hvor vi vurderer
resistensen som naturlig, anser vi resistensen som ikke-overfgrbar. Dette betyr at en
bakteriestamme kan veere multiresistent uten at den utgjer en kilde for spredning av
resistens.

3.3 Hvorfor er resistens mot vancomycin spesielt viktig?

Vancomycin er et antimikrobielt middel som produseres av Nocardia orientalis
(tidligere Streptomyces orientalis).

Vancomycin er et svert viktig antibiotikum ved behandling av infeksjoner med bl.a.
Staphylococcus aureus (Levy, 1998). S. aureus, “sykehusbakterien” forarsaker mange
alvorlige infeksjoner, tidvis med dagdelig utgang. S. aureus er ofte multiresistent mot en
rekke vanlig brukte antibiotika, men ikke mot vancomycin. Det er bl.a. derfor
vancomycin har en sa viktig rolle i behandling av slike infeksjoner. Vancomycin er ogsa
sveert viktig i behandling av infeksjoner med enterokokker. Vancomycin-resistente
enterokokker blir mer og mer utbredt og forarsaker et gkende antall alvorlige
infeksjoner hos mennesker. Enterokokker har en rekke naturlige resistensmekanismer
(Stosor et al. 1996). Dette, i tillegg til at enterokokker lett tar opp resistensgener, gjar at
det er fa effektive antibiotika som kan benyttes ved enterokokk-infeksjoner.

Det finnes ulike typer vancomycin-resistens (Billot-Klein et al., 1994; Handwerger et
al., 1994; Stosor et al., 1996; Tynkkynen et al., 1998); bade overfgrbar og det man
mener er naturlig. | dette prosjektet tester vi om vancomycinresistente stammer
inneholder VanA-genet. VanA-genet koder for overfgrbar vancomycinresistens.



Gram-negative bakterier er generelt resistente overfor vancomycin. For & virke ma
vancomycin trenge gjennom bakteriecellens ytre lag. Vancomycin er et stort molekyl, og
det antas at porene i den ytre cellemembranen hos gram-negative bakterier er for sma til
at vancomycin kan komme gjennom. Det hevdes ogsa at flere arter av
melkesyrebakterier er naturlig resistente overfor vancomycin (Handwerger et al., 1994;
Isolini et al., 1990; Tynkkynen et al., 1998). Resistensen sies her a vere
kromosombundet og ikke overfagrbar (Tynkkynen et al., 1998).

3.4 Startkulturer

En startkultur bestar av mikroorganismer som tilsettes neeringsmidler for & bidra til
gnsket smak, aroma, konsistens og holdbarhet. Mikroorganismene tilsettes
naringsmidlet pa et bestemt punkt i produksjonsprosessen. De formerer seg og pavirker
neringsmidlets beskaffenhet. Slike naringsmidler kalles fermenterte naeringsmidler.
Fermenterte naeringsmidler utgjar pa verdensbasis ca. 1/3 av vart matinntak (Campbell-
Platt, 1994). | dette prosjektet har vi kun innbefattet startkulturer som bestar av
bakterier. 1 Norge er det bare meieriprodukter (ost, kulturmelk, yoghurt osv.) og
spekepglser som tilsettes startkulturer. Bortsett fra i ost, er det kun bakterielle
startkulturer som benyttes. Oster lages ved a benytte enten bakterier eller sopp eller en
kombinasjon av disse typer mikroorganismer.

Fra produsentens side foreligger startkulturene ofte som frysetgrkede bakteriekonsentrat
(pulver).

Startkulturene inneholder ulike bakterier avhengig av hvilke naringsmiddeltyper det
dreier seg om. Eksempelvis brukes andre bakterier til ost enn til spekepglser. Felles for
bakteriene i startkulturene er at de oftest tilhgrer gruppen melkesyrebakterier.

Melkesyrebakteriene omfatter slektene Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Streptococcus, Enterococcus og Pediococcus. Disse bakteriene er utelukkende
fermentative, dvs. at de ikke har evne til respirasjon. En fermentativ bakterie bryter bare
delvis ned organiske molekyl. Nar det gjelder melkesyrebakterier, er sluttproduktet
enten bare melkesyre eller hovedsakelig melkesyre. | Norge benyttes falgende
melkesyrebakterier i startkulturer: Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Streptococcus og Pediococcus, dvs. samtlige melkesyrebakterieslekter bortsett fra
Enterococcus. Enterococcus er imidlertid representert i tarmflorastabiliserende
produkter (se nedenfor).

Fermenterte meieriprodukter med levende melkesyrebakterier er vurdert som trygge
med hensyn til infeksjonssykdommer (Campbell-Platt, 1994; Gasser, 1994; Saxelin et
al., 1996). Vi vil understreke at antibiotikaresistens ikke er tatt med i de refererte
trygghetsvurderingene. Selv om de bakterier som brukes i fermenterte naeringsmidler er
trygge med hensyn til infeksjoner, er det ikke utelukket at disse bakteriene kan fungere
som en spredningskilde for antibiotikaresistens.



Mikroorganismer som spesifikt benyttes for & fremme helse hos mennesker eller dyr
benevnes ‘probiotika’. Strategien er at probiotika skal utkonkurrere sykdoms-
fremkallende mikroorganismer. Probiotika i form av tabletter selges i Norge
(tarmflorastabiliserende produkter). Disse tablettene inneholder i stor grad de samme
bakterieslekter som fermenterte naeringsmidler. | tillegg er slekten Enterococcus
representert i denne typen tabletter. Vi har inkludert to typer tarmflorastabiliserende
tabletter i var undersgkelse.



4 Material og metode

4.1 Intervju

Vi intervjuet 3 produsenter av startkulturer og 10 produsenter av fermenterte
nazringsmidler. Avtale om konfidensialitet ble inngatt med de intervjuede firma.
Representantene fra startkulturfirmaene hadde stillinger av type produktsjefer.
Representantene fra naringsmiddelbedriftene hadde stillinger av type kvalitetsledere,
produksjonssjefer og avdelingsledere. Vi har en klar oppfatning av at vi intervjuet de
personene som hadde mest kunnskap om startkulturer innen de respektive firma. Med to
unntak, ble samtlige intervju foretatt over telefon. Intervjuene ble foretatt ved bruk av
intervjuguide. Hvert intervju varte i 1-1,5 time.

Hensikten med intervjuene var a klarlegge firmaenes strategi og kunnskap med hensyn
til antibiotikaresistens hos de bakteriene som tilsettes naeringsmidlene. Vi har klarlagt:

e om produsenter av startkulturer eller naeringsmidler gjer/har gjort noe i forhold til
resistens

e om de har tenkt over risikoen for at startkulturer evt. kan bidra til spredning av
resistens

I tillegg innhentet vi informasjon om:

e kulturenes sammensetning, bl.a. hvilke bakterie-arter og evt. -underarter som inngar
¢ hvilke type neringsmidler det dreier seg om

e salgs-/bruksomfanget av startkulturer og fermenterte naeringsmidler

e hva bakteriene gjer og hvordan fermenteringprosessene foregar

Samtlige punkter nevnt ovenfor er relevante for wvurdering av helserisiko ved
antibiotikaresistens hos bakterier i startkulturer.

De intervjuede bedriftene representerer dagens bruk av startkulturer i Norge.

4.2 Antibiotikaresistensbestemmelse

4.2.1 Prgvematerial: startkulturer og naeringsmidler

Til sammen 32 startkulturer ble undersgkt. 16 av startkulturene benyttes i fermenterte
meieriprodukter som ost, surmelk og yoghurt, mens 16 brukes i spekepglser. De
undersgkte startkulturer benyttes i naeringsmidler med stort bruksomfang i Norge. Vare
startkulturer er representative for dagens bruk av slike i Norge. De undersgkte
startkulturer til tilsendt fra norske naringsmiddelprodusenter med unntak av 2 som ble



sendt fra en svensk nearingsmiddelprodusent. Fem av startkulturene er norskprodusert,
for gvrig er det 15 danskproduserte, 11 tyskproduserte og 1 finskprodusert startkultur.

I de fleste tilfeller inneholdt den enkelte startkultur 1 bakterieart pr. slekt; 1 - 2 slekter
var representert pr. startkultur. 1 noen av meieriproduktene inngikk flere underarter av
én og samme art. Hvert bakterieisolat ble undersgkt for falsomhet overfor et utvalg
antibiotika (tab. 3).

I tillegg til & isolere bakterier direkte fra startkulturer, ble en del av dem ogsa isolert fra
neringsmidlene de inngar i. Det ble totalt undersgkt 18 naringsmidler, 9
meieriprodukter og 9 spekepglser. En enhet av hvert naringsmiddel ble undersgkt uten
gjentak.

Av importerte naringsmidler ble det undersgkt 4 danskproduserte oster. To
tarmflorastabiliserende (probiotiske) produkter ble ogsa undersgkt. Det ene produktet er
produsert i Danmark, det andre er norskprodusert.

Til sammen testet vi 117 bakterieisolater for resistensegenskaper. Vedlegg 1 gir en
nermere beskrivelse av prevematerialet som er undersgkt i prosjektet.

422 Medier

Medier for isolering av startkulturbakterier

| intervjuene oppgav nearingsmiddelprodusentene hvilke bakterieslekter/-arter som
inngikk i startkulturene og ca. antall levende celler/g. Pa bakgrunn av opplysninger og
anbefalinger fra startkultur- og neringsmiddelprodusentene ble det valgt ut medier (til
en viss grad selektive) og inkubasjonsbetingelser for isolering av bakteriene (tab. 1).

Tabell 1. Dyrkningsmedier og inkuberingsbetingelser for isolering av startkultur-
bakterier

Bakterieslekt Dyrkningsmedium®” Inkuberingsbetingelser

Lactobacillus MRS pH 5.4 30°C, anaerobt, 2 dagn

Pediococcus

Staphylococcus PCA 30°C, aerobt, 2 dagn
Lactococcus M17 agar 30°C, aerobt, 2 dagn
Streptococcus

Leuconostoc Mayeux’ medium 20°C, aerobt, 5 dagn
Propionibacterium Na-laktatagar 30°C, aerobt, 9 dagn
Bifidobacterium MRS m/NNL 30°C, anaerobt, 3 dagn

U: Dyrkningsmediene er beskrevet i vedlegg 3.



Medier for undersgkelse av antibiotikaresistens

De isolerte melkesyrebakteriene vokste darlig eller ikke i det hele tatt pa
referansemediumet ~ Mueller  Hinton  Agar (MHA) (vedlegg 3) som
agardiffusjonsmetoden er standardisert for. Modifisert MHA (MHA++) (vedlegg 3) som
anbefales av Valladao og Sandine (1994), ble benyttet for de bakteriene som vokste pa
dette. De resterende bakteriene ble testet pa melkesyrebakterie-mediene M17 og MRS
5.4 (vedlegg 3). Referanseorganismene Escherichia coli, Staphylococcus aureus og
Pseudomonas aeruginosa vokste pa MHA og MHA++, men ikke pa M17 og MRS 5.4.
Ingen bakterier vokste pa alle de fire mediene, men flere isolat vokste pa 2 eller 3 av
mediene. Vi har gjennomfart undersgkelser som sammenligner hemmingssonene pa
referansemediet med de andre mediene (vedlegg 2).

Framgangsmaten for tillaging av medier og lgsninger som er benyttet i undersgkelsen er
beskrevet i vedlegg 3.

4.2.3 Isolering og verifisering av bakterier

Bakterier ble isolert direkte fra startkulturer og fra neringsmidler. Det ble sadd ut fra
1:10-fortynninger av startkulturene pa skaler med selektive medier. Inkuberings-
betingelsene var som beskrevet i tabell 1. For neeringsmidlene var det aktuelt a
bestemme hvilke konsentrasjoner bakteriene var tilstede i. Det ble derfor sadd ut fra
fortynningsserier av disse pragvene.

Bakteriene ble isolert, gramfarget og mikroskopert. Katalasetest ble utfert for a skille
enkelte bakterieslekter. Isolatene ble slektshestemt pa bakgrunn av isoleringsmedium,
de nevnte diagnostiske tester og startkulturprodusentenes opplysninger.

Parallelt med at isolatene ble resistensbestemt, ble noen kolonier frosset ned for
eventuelt gjentak av resistensbestemmelsen og/eller nermere undersgkelse. Bakteriene
ble frosset ned ved -20°C, i fortynningsvann tilsatt 15% glycerol.

4.2.4 Metode for resistensundersgkelse

Valg av metode

Agarfortynnings- og agardiffusjonsmetoden for resistensbestemmelse ble pravd ut for a
bestemme hvilken som ville veere best egnet til vare undersgkelser. | farstnevnte metode
blandes ulike fortynninger av antibiotika med temperert agar som helles i skaler, og
bakteriesuspensjonen plates ut pa agaroverflaten (Ericsson og Sherris, 1971). Den
laveste antibiotikakonsentrasjonen som gir fullstendig hemming av bakterieveksten
angis som bakteriens MIC-verdi (minimun inhibitory concentration). Ved
agardiffusjonsmetoden svabres agaroverflaten med bakteriesuspensjonen og antibiotika
i tablettform appliseres oppa (Casals og Pringler, 1991). Grad av vekst inntil
antibiotikatablettene angir bakteriens fglsomhet overfor antibiotikaene.
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Innstgpningsmetoden er delvis kvantitativ, og har lavere deteksjonsgrense enn
agardiffusjonsmetoden. Vare innledende forsgk viste god overensstemmelse mellom
resultatene fra de to metodene. Da agardiffusjonsmetoden er den minst arbeidskrevende,
og det i vart kartleggingsarbeid ikke var ngdvendig a foreta en kvantitativ bestemmelse
av bakterienes fglsomhet overfor antibiotika, ble denne valgt til resistensbestemmelse av
bakterieisolatene.

Fra hvert bakterieisolat ble kolonier slemmet opp i fortynningsvann til en turbiditet
tilsvarende 0,5 McFahrland (D’Amato og Hochstein, 1982). Suspensjonene ble overfart
til aktuelle agarskaler ved hjelp av bomullssvaber. Skalene tarket i 15 min ved 30°C far
pafering av antibiotikatabletter. Hemmingssonediameteren ble malt etter 2 dggns
inkubasjon ved 30°C. For tilpasning av metoden til melkesyrebakterier, se vedlegg 4.

MIC-bestemmelser for stammer utvalgt til genetiske studier

MIC-verdier (Minimum Inhibitory Concentration-verdier) til de bakterieisolatene som
ble valgt ut til genetiske undersgkelser ble bestemt ved Etester (Etest Manual, 1997).
MIC-verdier ble kun bestemt for de antibiotika som gav resistens ved bruk av
agardiffusjonsmetoden.

En Etest benyttes for kvantitativ bestemmelse av mikroorganismers fglsomhet overfor
antibiotika. Selve testen bestar av en plaststrimmel med en gradient av et antibiotikum
pa undersiden. Strimmelen legges pa en agarskal som er svabret med den aktuelle
mikroorganismen. Antibiotikumet diffunderer ut i agaren hvorpa en stabil
konsentrasjonsgradient av antibiotikumenet dannes under strimmelen. Ved inkubering
dannes en symmetrisk, elliptisk hemmingssone sentrert om strimmelen. Pa oversiden av
Etest-strimmelen er det angitt en konsentrasjonsskala (ug/ml) som tilsvarer
antibiotikakonsentrasjonen pa undersiden. MIC er den verdien der ellipsen krysser
Etest-strimmelen.

Det ble laget til et inokulum med turbiditet tilsvarende 2 McFahrland for hvert av de
utvalgte bakterieisolat. Inokulumet ble svabret pa overflaten av en agarskal. Skalene
tarket i 15 min ved 30°C for pafering av Etest-strimler. Dyrkningsmedium og
inkuberingsbetingelser er angitt i tabell 2. Etter inkubering ble bakterieisolatets MIC for
de ulike antibiotikaene lest av.

Tabell 2. Dyrkningsmedier og inkuberingsbetingelser for bakterier valgt ut for MIC-
testing.

Bakterieslekt Dyrkningsmedium® | Inkuberingsbetingelser
Lactobacillus, Bifidobacterium | MRS pH 5,4 30°C, anaerobt, 2 dggn
Lactococcus M17 agar 30°C, aerobt, 2 dggn
Leuconostoc, Staphylococcus, | MHA++ 30°C, aerobt, 2 dggn
Enterococcus

V. Dyrkningsmediene er beskrevet i vedlegg 3.
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4.2.5 Utvalg av antibiotika
Neo-Sensitabs antibiotikatabletter (A/S Rosco, Taastrup, Danmark) ble benyttet i

undersgkelsen av antibiotikaresistens.

Antibiotikaene ble valgt ut etter falgende kriterier:

1. De er terapeutisk relevante.

2. De dekker ulike grupper antibiotika.

En oversikt over benyttede antibiotika er gitt i tabell 3.

Tabell 3. Oversikt over benyttede antibiotika. Bortsett fra VVancomycin, er disse
antibiotikaene mer eller mindre bredspektrede. Vancomycin virker kun mot gram-
postive bakterier og bakterier uten cellevegg.

Antibiotika® Konsentrasjon Gruppe Virkning

(ug/tablett)
Ampicillin 33 B-lactamer Hemmer celleveggsyntese
Cefotaxim 30 Cephalosporiner Hemmer celleveggsyntese
Chloramphinicol 10 Ikke spesiell gruppe | Hemmer proteinsyntese
Ciprofloxacin 10 Kinoloner Hemmer DNA-syntese
Erythromycin 78 Makrolider Hemmer proteinsyntese
Gentamicin 40 Aminoglykosider Hemmer proteinsyntese
Penicillin 5 B-lactamer Hemmer celleveggsyntese
Tetracyclin 80 0g 10 Tetracycliner Hemmer proteinsyntese
Trimetoprim/sulfa 5,2/240 Ikke spesiell gruppe | Hemmer folsyremetabolisme
Vancomycin 70 Glykopeptider Hemmer celleveggsyntese

: Samtlige bakterieisolat (117) ble undersgkt for falsomhet overfor de 7 antibiotikaene ampicillin,
cefotaxim, ciprofloxacin, erythromycin, gentamicin, tetracyclin (80 ug) og vancomycin. | tillegg ble 65 av
isolatene undersgkt for falsomhet overfor chloramphenicol, penicillin og trimetoprim/sulfa samt en lavere
konsentrasjon av tetracyclin (10 pg).

Bakteriene ble karakterisert som resistente (R), intermedigere (1) eller sensitive (S)
overfor det enkelte antibiotikum (Neo-Sensitabs User’s Guide, 1998). Grenseverdier
(mm) for inndeling i de 3 kategoriene er angitt i vedlegg 5. For chloramphenicol (10 ug)

og tetracyklin (10 ug) er slike grenseverdier ikke oppgitt.
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4.3 Genetiske studier

4.3.1 Testing for VanA-genet

Elleve vancomycinresistente bakteriestammer fra slektene Lactobacillus og
Leuconostoc ble testet for tilstedeveerelse av VanA-genet. PCR-metode (Clark et al.,
1993) ble benyttet. Med unntak av to bakteriestammer fra importert ost, var stammene
isolert fra startkulturer til ost (2), yoghurt (1) og spekepglse (6).

4.3.2 Overfgringsstudier

Bakteriestammer: Fglgende stammer av Staphylococcus carnosus isolert fra
spekepglse ble testet:

SS-25 (fra startkultur): resistent overfor tetracyklin, MIC-verdi > 256 pg/ml.
NS-17 (fra spekepglse): sensitiv overfor alle testede antibiotika.

Plasmidprofilering: Det ble isolert plasmider fra SS-25 og NS-17. Plasmidinnholdet
ble kuttet med restriksjonsenzymene EcoRI og Haelll. Hele og kuttede plasmider ble
separert ved gelelektroforese, farget med etidiumbromid og visualisert ved fotografering
under UV-lys.

PCR-analyser: Det ble utfart PCR analyse for deteksjon av tetracyklinresistensgenene
tetK, tetL og tetM av SS-25 og NS-17.

Overfgringsstudier: NS-17 ble gjort rifampicinresistent (MIC > 400 pg/ml) ved
passasjeutseed pa PCA-skaler med rifampicinkonsentrasjoner fra 5 ug/ml til 400 pg/ml.

Overfgringsstudier ble gjennomfart ved a blande renkulturer av NS-17Rf 0g SS-25™j
BHI buljong ved 37°C og 20°C, med og uten risting i to dggn. Det ble selektert for
eventuelle transkonjuganter ved dyrkning pa PCA-skaler med rifampicin (400 ug/ml) og
tetracyklin (50 pg/ml). Potensielle transkonjuganter bekreftes ved PCR-analyse og
plasmidprofilering som ovenfor.
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5 Resultater fra intervjuene

| dette og pafglgende kapittel presenterer vi resultatene fra henholdsvis intervjuene og
resistensundersgkelsene i laboratoriet.

5.1 Neeringsmidler hvor startkulturer benyttes

I Norge finnes det to hovedgrupper av naeringsmidler hvor startkulturer benyttes:
1. Meieriprodukter
2. Spekepglser

Det fleste meieriprodukter i Norge er tilsatt startkulturer. Det vil si at nermest alle
ostetyper, alle surmelksprodukter inkludert yoghurt og remme samt smgr er tilsatt
startkulturer. Produkter hvor startkulturer er tilsatt, kalles fermenterte produkter eller
modnede produkter. Sgtmelk, flate og ulike typer brunost er ikke tilsatt startkulturer.
Fermenterte meieriprodukter som smaker forskjellig er ofte tilsatt ulike startkulturer.
Ulike produkt kan imidlertid ha ulik smak til tross for bruk av samme startkultur. Et
eksempel er ulike smaksvarianter av Litago-yoghurt. Her er det ‘syltetgyet’ som gir ulik
smak.

Det finnes i Norge to fermenterte meieriprodukter som inneholder probiotikakulturer.
Dette er produktene Cultura og Biola.

Alle intervjuede spekepglseprodusenter, bortsett fra én, tilsatte startkulturer til sine
spekepglser. Bakterier inngar ogsa i spekepglsene til det ene unntaket, men de baserte
seg her pa en sakalt ‘huskultur’. Eksempler pa spekepglser er farepglse, salami og
morrpglse. Den eneste spekematen som ikke er tilsatt startkultur, er spekeskinker
inkludert fenalar.

Ingen spekepglser produsert i Norge er tilsatt probiotika. Et av de intervjuede
startkulturfirmaene i Tyskland fortalte imidlertid at de har sgkt om patent pa en
probiotika-stamme beregnet for spekepglser. Stammen tilhgrer slekten Lactobacillus.

Det finnes tabletter som selges pa apotek som inneholder bakterier i form av probiotika.
Slike tabletter er kategorisert som handelsvarer, ikke legemidler. Dette betyr at de
sorterer under Neringsmiddeltilsynet. Vi har inkludert to slike produkt i var
undersgkelse. Helsekostprodukter er ikke innbefattet i dette prosjektet. Vi antar at start-/
probiotikakulturer er representert i slike produkter.

Bakterielle startkulturer benyttes ogsa til sekundeer fermentering vin. Dette kalles
malolaktisk fermentering, noe som betyr at eplesyre omdannes til melkesyre. Rgdvin gar
alltid gjennom malolaktisk fermentering. |1 noen land, som f. eks. Sveits, gar ogsa
hvitvin gjennom denne prosessen. Dette farer til at vinens surhet reduseres (R. Teien,
Vinmonopolet, pers. med.). Normalt starter malolaktisk fermentering av seg selv, men
bakterielle kulturer benyttes i et visst omfang. Sekunder fermentering ved bruk av
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bakterielle startkulturer ble tatt i bruk pa 1970-tallet og gkte i 1980-arene (spesielt i
USA). | Europa ble sekundeer fermentering ved bruk av startkulturer tillatt i sept. 1990.

Bruk av bakterielle startkulturer er spesielt aktuelt nar det er sd kaldt under
vinmodningen at den malolaktiske fermenteringen vanskelig blir igangsatt naturlig. Vi
intervjuet ett av startkulturfirmaene om malolaktisk fermentering. De produserer
bakteriekulturer for vin, men uttrykker at salget av slike kulturer ikke er sd hgyt som
gnskelig. Representanten for startkulturfirmaet fortalte at bakteriearten Leuconostoc
oenos brukes til malolaktisk fermentering. Representanten antok at det ikke var levende
bakterier i den ferdige vinen. | fglge Nielsen og Richelieu (1999) har bakterien som
brukes i vin na fatt navnet Oenococcus oeni.

5.2 Hvem produserer startkulturene som brukes i Norge og
ellers i verden?

De aller fleste av startkulturene som benyttes i Norge i dag, er produsert av utenlandske
firma.

Startkulturene som benyttes i norske meierieprodukter kommer hovedsakelig fra de
danske firmaene Christian Hansen og Visby Tender ApS. Disse firmaene selger
startkulturer til hele verden. Christian Hansen karakteriserer seg selv som ledende pa
startkulturer innen meieriindustrien. Firmaet Texel nevnes ofte som et eksempel pa store
firma som produserer startkulturer. Startkulturer fra Texel forekom narmest aldri i vart
material.

Vi intervjuet 4 store norske spekepglseprodusenter, én mellomstor og 2 mindre. Seks av
disse 7 produsentene bruker startkulturer i spekepglseproduksjonen. Ogsa noen av
spekepglseprodusentene far startkulturer fra Chr. Hansen og Visby. Det er vanlig at
spekepglseprodusentene far sine kulturer fra de tyske firmaene Gewdrzmiuller og Raps
via norske importfirma (f. eks. A. B. Korneliussen og Landteknikk). To av spekepglse-
produsentene benytter ogsa norskproduserte startkulturer.

Alle de intervjuede startkulturerfirmaene oppgav at de solgte sine produkter til hele
verden. Firmaet som produserer startkulturer for spekepglser oppgav imidlertid at de
solgte lite til Asia. Dette ble forklart med at det der brukes andre typer fermenterte
matvarer.

5.3 Hvilke bakterier inngar i startkulturene?

Felles for de fleste startkulturene i vart material, er at de inneholder melkesyrebakterier.
Dette gjelder bade meieriprodukter og spekepglser.

I oster, smar, surmelk og reamme er de vanligste bakteriene Lactococcus lactis subsp.
lactis, L. lactis subsp. cremoris, L. lactis subsp. diacetylactis, Leuconostoc
mesenteroides subsp. cremoris. Dette er mesofile startkulturer, dvs. bakteriene vokser
best ved temperaturer mellom 18 og 32 °C. Oppsummert kan vi si at det hovedsakelig er
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to bakteriearter som benyttes i den type meieriprodukter som er nevnt ovenfor, dvs.
Lactococcus lactis og Leuconostoc mesenteroides.

I yoghurt brukes bakteriene Streptococcus thermophilus og Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus (ogsa benevnt Lactobacillus bulgaricus av meieriene). Disse
bakteriene er termofile, og vokser best ved temperaturer mellom 37 og 45 °C. For a
kunne kalles yoghurt, ma S. thermophilus og L. delbrueckii innga. I tillegg kan ogsa
andre bakterier innga, slik som Lactobacillus acidophilus.

I meieriprodukter er det nesten bare melkesyrebakterier (Lactobacillus, Lacotococcus,
Steptococcus og Leuconostoc) som benyttes i startkulturene. Vi vil poengtere at ogsa
andre typer bakterier benyttes til utvalgte produkter. Eksempler er her Bifidobacterium
(probiotika) og Proprionibacterium (Jarlsberg ost).

Alle spekepglser og nesten alle fermenterte meieriprodukter inneholder melkesyre-
bakterier. Det brukes imidlertid andre typer melkesyrebakterier i spekepglser enn i
meieriprodukter. Slekten Lactobacillus brukes i spekepglser. Artene er her ofte
Lactobacillus sake, L. curvatus og L. plantarum. Lactobacillus brukes ogsa i yoghurt,
men artene er ikke de samme som i spekepglser. I norske meieriprodukter er ofte
melkesyrebakteriene Lactococcus og Leuconostoc representert.

Til forskjell fra fermenterte meieriprodukter, er norske spekepglser neermest alltid tilsatt
andre bakterier i tillegg til Lactobacillus-bakterier. Pglseprodusentene kaller ofte disse
andre for “mikrokokker”. Med ‘mikrokokker’ mener de Staphylococcus carnosus, S.
xylosus, Pediococcus pentasaceus eller en Micrococcus-art som vi ikke fant i de
vanligste opplagsverkene (Bergey’s manual of systematic bacteriology, 1986; Bergey’s
manual of determinative bacteriology, 1994).

Nar det gjelder tradisjonelle naringsmidler, benyttes i Norge probiotikakulturer kun i
surmelks- og yoghurtprodukter. Fglgende probiotika-bakterier er benyttet i norske
produkter: Bifidobacterium sp., Lactobacillus acidophilus og L. rhamnosus (benevnt
Lactobacillus GG). Probiotiske produkter inneholder gjerne andre bakterier enn bare
probiotiske. Eksempelvis vil ‘probiotisk’ yoghurt ogsa veere tilsatt tradisjonelle yoghurt-
bakterier som Streptococcus thermophilus og Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus.

5.4 Antall stammer i en startkultur

En startkultur kan veere definert eller udefinert. En definert startkultur inneholder kun
definerte bakteriestammer, dvs. slike som er identifisert til stamme-niva. En udefinert
startkultur inneholder stammer som kun er identifisert til arts-eller underartsniva.

To bakteriearter var vanligvis representert i én og samme startkultur (vedlegg 1).
Innenfor hver art er opp til 3 underarter representert; eksempelvis inngikk tre underarter
av Lactococcus lactis i flere av startkulturene for meieriprodukter.

Definerte meierikulturer inneholder vanligvis 2-4 bakteriestammer (maksimalt 10). Det
svenske meieriet som inngar i undersgkelsen fortalte at de bare hadde ett produkt som
kun inneholdt én stamme. Dette var et probiotika-produkt. Spekepglsekulturer
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(definerte) som benyttes i Norge inneholder vanligvis 2 stammer fra henholdsvis
slektene Lactobacillus og Staphylococcus.

Et eksempel pa en udefinert kultur, er en kultur som bestar av underartene Lactococcus
lactis subsp. lactis, L. lactis subsp. cremoris, L. lactis subsp. diacetylactis og
Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris. Innen hver av disse underartene er det et
ukjent antall stammer. En av startkulturprodusentene sa felgende: “En udefinert
startkultur kan besta av kanskje 100, kanskje 1000 stammer.”

Meierieprodukter som ost og surmelk er tilsatt udefinerte startkulturer, mens yoghurt og
probiotika-produkt tilsettes definerte kulturer. Nesten alle startkulturer for spekepglser
er definerte. Konklusjonen er at tradisjonelle meierikulturer er udefinerte, mens
spekepglser oftest er tilsatt definerte kulturer. | intervjuet sa en av
startkulturprodusentene at de produserer omtrent like mye av definerte og udefinerte
kulturer, og at de gnsker a fortsette med begge typene. “De udefinerte kulturene er mer
robuste enn de definerte, f. eks. er fagresistensen stgrre.” Han framhevet at det er en
tendens mot a foretrekke definerte kulturer. “Definerte kulturer bidrar til gkt kontroll
med fermenteringsprosess og -produkt, f. eks. huller i osten. Meieriene gnsker & definere
sin produktkvalitet.” Problemet med definerte kulturer er at “det kan vare vanskelig a fa
noen fa bakteriestammer til & gjere det samme som mange gjar”. Vi fikk ogsa opplyst at
definerte kulturer er dyrere enn udefinerte.

Antall ulike startkulturer produsert av det enkelte firma varierte fra ca. 10 til 200. En og
samme bakterie kan ga igjen i flere startkulturer; det er kombinasjonen av bakterier som
gjer en startkultur unik.

5.5 I hvilken grad benyttes probiotika-kulturer?

I Norge brukes probiotika-kulturer primart i meieriprodukter. Dette gjelder noen fa
surmelks- og yoghurtprodukter. Her til lands brukes ikke probiotikakulturer i pglser. En
av startkulturprodusentene fortalte imidlertid at de hadde sgkt patent pa en probiotisk
stamme beregnet for spekepalser.

Det vi kan kalle probiotikakulturer selges ogsa pa apotek. Disse foreligger i form av
tabletter. Vi har undersgkt resistens til bakterier i 2 slike produkt.

5.6 Bakteriekonsentrasjoner i det ferdige produkt

Et av de norske meieriene oppgav at det var ca. 10® cfu/ml i flytende meieriprodukt og
ca. 107 cfu/g i faste produkt. Det svenske meieriet oppgav bakteriekonsentrasjoner péa
5x10%-10° cfu/ml for surmelk og “kanskje 10° cfu/g for ost”. Fordi bakterie-
konsentrasjoner avhenger av type produkt og dets alder, konkluderer vi med at norsk og
svensk meieri gav overensstemmende opplysninger om bakteriekonsentrasjoner i sine
produkt.
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Spekepglseprodusentene var generelt usikre pa bakteriekonsentrasjonene i de ferdige
produktene. Noen svarte at konsentrasjonene varierte mye, og spesielt fra pglsetype til
pglsetype. Andre svarte at de aldri hadde testet bakteriekonsentrasjonen i ferdig palse.
To av 7 pelseprodusenter oppgav at konsentrasjonene 1& mellom 10” og 10° cfu pr.
gram. En tredje oppgav konsentrasjoner fra 3x10° til 10 cfu pr. gram. Produsentene gav
ulike opplysninger med hensyn til hvilken bakteriegruppe som dominerer i det endelige
produktet. En av produsentene sa: “Stikkontroll viser at melkesyrebakteriene er i flertall.
Disse har en tendens til & leve lenge.” En annen sa: “Lactobacillus er lite aktiv i
sluttproduktet. Antar at Staphylococcus dominerer i den ferdige pglse.” Et av firmaene
hadde malt bakterielle konsentrasjoner i bade hakken og etter rayking (fer terking): Det
ble benyttet 3 bakteriestammer, dvs. to Lactobacillus-stammer og én Staphylococcus-
stamme. | hakken 18 konsentrasjonene av samtlige tre rundt 5x10° cfu/g. | den raykte
pglsen var konsentrasjonene av Stapylococcus- og den ene Lactobacillus-stammen hver
ca. 5x10° cfu/g, mens den andre Lactobacillus-stammen var kommet opp i 5 x 10° cfu/g.

Konklusjonen er at det varierte sterkt hvor mye produsenter av naeringsmidler visste om
bakteriekonsentrasjonene i sine produkt. Meieriansatte virket sikrere enn produsenter av
spekepglser.

5.7 Hvavet informantene om antibiotikaresistens hos de
bakteriene de benytter?

De fleste bedriftene vi kontaktet var positive til & la seg intervjue om temaet
‘antibiotikaresistens hos bakterier som inngar i startkulturer’. Samtlige av de kontaktede
norske neringsmiddelprodusentene lot seg intervjue. Som referanser til de norske
neringsmiddelprodusentene kontaktet vi et svensk og et dansk firma. Det svenske
meieriet ble med i undersgkelsen. Det danske firmaet gnsket ikke a veere med, men
opplyste at de benyttet startkulturer fra anerkjente startkulturprodusenter som Chr.
Hansen as, Visby og Texel. Av 6 kontaktede startkulturfirma, viste 3 liten interesse for
eller var motvillige til intervju (ble ikke intervjuet). De tre gvrige viste positiv interesse,
og ble intervjuet. To av de 4 firmaene som ikke gnsket a vaere med (én nerings-
middelprodusent og én startkulturprodusent), grunngav dette med at de var skeptiske til
den negative publisitet undersgkelsen kunne skape om deres produkter.

Informantene var i utgangspunktet lite opptatt av antibiotikaresistens i startkulturene.
Spesielt gjaldt dette spekepglseprodusentene. Ingen av disse visste noe om
antibiotikaresistensen til de bakteriestammene de benyttet. De malte aldri resistens, og
sgkte heller ikke informasjon pa dette omradet. En representativ kommentar var: “Aldri
veert diskutert.” Et mindretall av spekepglseprodusentene visste heller ikke navnet pa de
bakteriene de tilsatte spekepglsene.

De intervjuede meieriene hadde en del kunnskap om antibiotikaresistens i sin
alminnelighet. De hadde imidlertid lite spesifikk kunnskap om resistensen til bakteriene
i benyttede startkulturer/probiotiske kulturer. Et av de norske meieriene oppgav at de
“maler resistens pa noe”. Informanten sa: “Vi er opptatt av at resistensen ikke ma veere
overfgrbar.” Informanten sa ogsa at de hadde “relativt lite resultater forelgpig”.
“Undersgkelser er pa gang.” Det ble ogsa papekt at meieriet hadde en god dialog med
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sine starkulturprodusenter med hensyn til bakterienes resistens. Det andre norske
meieriet malte ikke pa resistens. De hadde heller ikke diskutert antibiotikaresistens
internt i meieriet eller med startkulturprodusentene. Heller ikke det svenske meieriet
hadde malt antibiotikaresistens hos bakteriene i startkulturene. Temaet var ikke tatt opp
med produsentene av startkulturer.

Kunnskap om antibiotikaresistens knyttet til startkulturer var stgrst i firmaene som
produserer startkulturer. Samtlige 3 firma oppgav at de hadde testet eller var i ferd med
a teste en del av sine stammer. Var oppfatning var at testingen hadde sveert ulikt omfang
i de ulike firmaene. Det forste firmaet undersgkte kun unntaksvis antibiotikaresistens.
Enterococcus faecium ble nevnt som eksempel. Ellers oppgav de & vare orientert om
antibiotikaresistens hos sine bakterier gjennom litteraturen. Det andre firmaet sa at de
hadde et prosjekt hvor de undersgkte antibiotikaresistens hos sine bakterier. Prosjektet
var ikke avsluttet. Informanten fortalte at resultatene var lovende uten at dette ble
konkretisert. De benyttet agardiffusjonsmetoden. Det tredje firmaet hadde undersgkt
antibiotikaresistens bade til egne stammer og en del stammer til konkurrenter. Vi fikk
tilsendt resultatene som dokumentasjon. Disse resultatene var ikke direkte
sammenlignbare med vare resultat.

Vi fikk i liten grad svar pa om bakteriene som brukes i startkulturer og probiotika-
kulturer er multiresistente. Spekepglseprodusentene sa rett ut at de ikke visste noe om
antibiotikaresistens hos sine kulturer. Heller ikke meieriene lot til & ha konkret viten om
de benyttede kulturer. Kun ett av startkulturfirmaene kunne dokumentere at de hadde
undersgkt resistens bade hos sine egne og konkurrentenes stammer (se Diskusjon).

5.8 Oppfattes antibiotikaresistens i startkulturer som et viktig
omrade?

Resistensegenskaper er ikke tatt hensyn til ved utvelgelse av bakteriestammer for start-
og probiotikakulturer. Resistensegenskapene til bakteriene var stort sett ukjente. Likevel
mente de fleste informantene at problematikk knyttet til antibiotikaresistens er viktig.
Informantene oppgav ulike arsaker til hvorfor antibiotikaresistens er viktig. Vi vil
nedenfor gjengi ulike forklaringer:

Startkulturprodusentene:

“Antibiotikaresistens er viktig i den grad opinionen er opptatt av dette. Resistens er relevant nar det
dreier seg om overfarbar resistens.”

“Vi har fulgt problematikken. Ble opptatt av dette for mange ar siden. Det vil kanskje bli mer aktuelt i
framtiden enn fram til nd. Det ma bli et krav far vi vil ga inn pa omfattende testing.”

“Antibiotikaresistens er relevant. Det er viktig & skille mellom naturlig og overfarbar resistens.
Grunnen til at vi tester for resistens er & gi selgeren argumenter. Hvis selgeren far beskjed om at
startkulturen ikke virker, kan han forklare dette med at kjgttet trolig inneholder antibiotikarester og at
startkulturbakteriene er sensitive.”
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Spekepglseprodusentene svarte fglgende pa sparsmalet om antibiotikaresistens er viktig:

“Har ikke tenkt pa det fgr. Skulle vi fa det inn i produktet, vil det ikke pavirke dette direkte, men evt.
de sjukdomsframkallende bakteriene.”

“Har ikke veert et tema for du snakket om det.”
“Har ikke gjort det. Tror ikke vi har tenkt i de baner.”
“Ja, hvis det er der, vil det veere uhyre viktig.”
Meieriene svarte falgende pa spgrsmalet om antibiotikaresistens er viktig:
“Antibiotikaresistens er viktig pd samme niva som andre helsespgrsmal.”

“Ja, veldig viktig. Er oppmerksom pa dette. Anser ikke risikoen som sd stor. Det er
antibiotikaforbruket som er stort.”

“Ja, det er viktig & sikre at produktet ikke medfarer risiko for konsumentene.”

Oppsummert oppgav de fleste at antibiotikaresistens er viktig med hensyn til
startkulturer. Unntak var her de fleste av spekepglse-produsentene som ikke hadde tenkt
pa antibiotikaresistens som et aktuelt omrade. En av startkulturprodusentene oppgav en
annen grunn enn helseperspektivet for at de undersgkte antibiotikaresistens. Firmaet
undersgkte resistensmgnstrene til startkulturene for a gi sine selgere argumenter hvis de
fikk klager pa at bakteriene ikke vokste opp. Antibiotikasensitive bakterier vil ikke
vokse opp hvis det er rester av respektive antibiotika i kjattet som skal bli spekepalse.

5.9 Er det noen grunn til & tro at fermenterte naeringsmidler
fra utlandet inneholder mer resistente bakteriestammer
enn norske produkt?

Pa sparsmalet ovenfor fikk vi tre kategorier svar som nedenfor er representert med
sitater:

1. “Tror ikke at det er forskjell med hensyn til startkulturene. Startkulturene er i stor
grad internasjonale.”

2. “Ja, i utgangspunktet vil jeg tippe det. Ikke i startkulturene, men i de bakteriene som
folger kjottet. Det brukes mer antibiotika pa dyr i andre land. De medfalgende
bakteriene vil vaere i fatall, men kan evt. overfare sin resistens til bakteriene i
startkulturene.”

3. “Har ikke formening om dette.”
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5.10 Lovverk

Finnes det et lovverk som regulerer bruk av startkulturer/probiotiske kulturer? Ingen av
de intervjuede personer kjente til et slik lovverk, og trodde heller ikke at det finnes. Vi
kontaktet Statens neeringsmiddeltilsyn i Oslo (SNT), og fikk bekreftet mangelen pa
norsk lovverk som regulerer bruk av startkulturer. SNT visste ikke om andre land har et
slikt lovverk.

Vi fant at Danmark har et lovverk som regulerer bruk av startkulturer
(Sundhedsministeriets bekendtgarelse nr. 1055 af 18. december 1995, bilag 4). Det skal
her gis tekniske data som f. eks. formal og nytte ved kulturen. Kulturen skal ogsa bl. a.
dokumenteres i form av navngiving av hver enkelt stamme, renhet og evt. dannelse av
giftige eller antibiotiske forbindelser. Krav til dokumentasjon av bakteriestammenes
antibiotikaresistens-manster er ikke innbefattet.

Vi vil kommentere at det danske kravet til startkulturer er langt “‘mildere” enn det norske
kravet til mikroorganismer som skal settes ut. | henhold til ‘Produktkontrolloven,
Forskrift om deklarering og merking av mikrobiologiske produkter av 01.02.98” skal
produsenter/importgrer av mikrobiologiske produkter for apen bruk bl. a. dokumentere
hvorvidt bakteriestammer er resistente overfor spesifiserte antibiotika. Det er na&ermest et
paradoks at bakterier som settes ut pa f. eks. en oljetilsglt strand skal deklareres med
hensyn til antibiotikaresistens, mens det ikke finnes et spesifikt lovverk som setter krav
til bakterier som tilsettes naeringsmidler.
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6 Resultater fra laboratoriet

6.1 Bakteriekonsentrasjoner i naeringsmidlene

Bakteriene isolert fra spekepglsene fantes i tettheter fra 10? il 107 cfu/g produkt, der de
fleste 14 p& 10%g. For meieriproduktene var tetthetene noe hayere, mellom 10°-10°
cfulg, de fleste I3 pa 10’ cfulg.

Bakteriekonsentrasjonene malt i laboratoriet er i rimelig god overensstemmelse med
opplysninger gitt av neringsmiddelprodusentene.

6.2 Palitelighet av resultatene

Ingen av de undersgkte isolatene vokste pa referansemediet Mueller Hinton Agar
(MHA). Ved testing av referansestammer, fant vi imidlertid at de benyttede medier viste
hemmingssoner som i de fleste tilfellene ikke skilte seg signifikant fra tilsvarende soner
pa MHA (vedlegg 2). Ved resistenstesting mot ciprofloxacin, gentamicin, tetracyklin
(80ug) og penicillin pa MRS 5.4. ble det pavist signifikant forskjellige hemmingssoner
sammenlignet med dem pa MHA. | vedlegg 7A er de hemmingssonene som er avlest pa
MRS 5.4 for disse antibiotikaene avmerket.

En fullstendig oversikt over resultatene fra antibiotikaresistensundersgkelsen, med
hemmingssonesterrelser og karakterisering som resistent (R), intermediger (1) eller
sensitiv (S), er samlet i vedlegg 7A og 7B. Resultatene er oppsummert i tekst og tabeller
nedenfor.

Usikkerheten i avlesningen av hemmingssonene er satt til +/-2mm (vedlegg 6). |
vedlegg 7B, der sonestarrelsene er omsatt til R, I eller S-betegnelser, er det tatt hensyn
til denne usikkerheten, noe som medfarte at enkelte isolater ble plassert som bade R og
I, bade S og I eller i alle 3 gruppene. | innevaerende kapittel angis resultatene i form av
R, leller S, der I/R, R/l og R betegnes som R, R-I-S og S-1-R betegnes som I, og I/S, S/I
0g S betegnes som S. Den fgrste bokstaven angir isolatets falsomhet ut fra den avleste
sonestarrelsen.

For 11 av isolatene ble fglsomhet overfor antibiotika testet ved bade agardiffusjons- og
MIC-metoden. Resultatene samsvarte godt (tabell 4), noe som stgtter paliteligheten av
agardiffusjonsmetoden.
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Tabell 4.

MIC-verdier for startkultur- og probiotikabakterier.

Isolatnr. | Bakterieslekt MIC-verdier (ug/ml)®”

Cl |[CE?|EM |GM (lav) |PG (lav)® |SU TC |TR |VA
SS-5 Lactobacillus >32 8 32 >256
SS-25 Staphylococcus 256
SM-12 Lactococcus 32
SM-15 Lactobacillus >32 >256
SM-18 Lactobacillus >32
SM-19 Lactobacillus 24 >256
SM-24 Leuconostoc >32 >256
Im-8 Leuconostoc >32 0,38| >256 >32| >256
Im-19 Lactobacillus 15 24 >256 >32| >256
Pr-3 Bifidobacterium 24 >256 >256 >32
Pr-4 Enterococcus 15| 256 12 24 6

Y Forklaring pa forkortelser pé antibiotika: Cl=ciprofloxacin, CE=cefotaxim, EM=erythromycin,
GM=gentamicin, PG=benzylpenicillin, SU=sulphadiazin, TC=tetracyclin, TR=trimetoprim,
VA=vancomycin
2 Cefotaxim ble benyttet ved agardiffusjonsmetoden

¥ Penicillin (lav) ble benyttet ved agardiffusjonsmetoden

6.3 Resistens hos spekepglsebakterier

Vi undersgkte 25 bakterieisolater fra startkulturer til spekepglser. Herav var det 9
Staphylococcus-isolater,
Micrococcus-isolat.

14 Lactobacillus-isolater,

1 Pediococcus-isolat

og 1

Det ble undersgkt 17 bakterieisolater fra spekepglser. Herav var det 6 Staphylococcus-
isolater, 10 Lactobacillus-isolater og 1 Pediococcus-isolat.

Antall undersgkte bakterier fra hver bakterieslekt samt andel resistente bakterier mot de
ulike antibiotika er gitt i tabell 5.
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Tabell 5. Antall undersgkte bakterier fra hver av de ulike bakterieslektene som inngikk i
henholdsvis startkulturene til spekepglse og selve spekepglsene samt antall resistente
isolater innen hver slekt.

Bakterieslekt | Prevematerial Antall Antall resistente isolater
undersgkte [ Amp | Cefo | Cipr |Ery |Gen [Tet80 [Van |Pen |[Trim/
isolater sulf
Lactobacillus | Startkultur 14 0 7 11 0 8 0 11 b -
Nearingsmiddel 10 0 0 10 |0 9 0 10 2 8
Staphylococcus | Startkultur 9 0 0 0 0 0 2 0 - -
Nearingsmiddel 6 0 0 0 0 0 1 0 2 0
Pediococcus Startkult 1 0 0 1 0 0 0 1 - -
Nearingsmiddel 1 0 0 1 0 1 0 1 1 1
Microcccus Startkultur 1 0 0 0 0 0 0 0 - -

Y: Ingen av startkulturbakteriene ble undersgkt med hensyn til pencillin, trimetoprim/sulfa, tetracyklin
(lav) og chloramphenicol. Isolatene fra spekepglse ble testet for resistens mot samtlige antibiotika. Vi har
ikke inkludert tetracyklin (lav) og Chloramphenicol i tabellen fordi grenseverdier for resistens ikke er
oppgitt. Resultatene for isolat fra spekepglse var her:

Tetracyklin(lav): 1 isolat <15mm, 6 isolater 15-25mm, 10 isolater >25mm

Chloramphenicol: 1 isolat <15mm, 16 isolater >25mm

Ingen av Lactobacillus-stammene var sensitive overfor vancomycin. De fleste var
resistente, mens noen fa kom ut som intermedizre (vedlegg 7). Staphylococcus-
stammene var alle sensitive overfor vancomycin.

Grenseverdier for chloramphenicol (10 pg) og tetracyclin (10 ug) er ikke oppgitt. Vi
paviste generelt relativt store soner pa skaler med disse antibiotikaene (tab. 5), dvs. lite
resistens. To Staphylococcus-isolat fra spekepglse var imidlertid resistente overfor
tetracyclin (ogsa hgy konsentrasjon). Ett av disse isolatene gikk videre til genetiske
overfgringsstudier og plasmidundersgkelse.

Vi fant at 8 av 25 undersgkte stammer fra startkulturene var multiresistente, dvs.
resistente mot minst 3 antibiotika som hvert representerer en separat antibiotikagruppe.
Alle de multiresistente stammene tilhgrte slekten Lactobacillus. De 8 multiresistente
stammene viste omtrent samme resistensmgnster. Alle var resistente overfor
ciprofloxacin, gentamicin og vancomycin. | tillegg var tre av stammene ogsa resistente
overfor cefotaxim. De resistente stammene var fordelt pa artene L. curvatus, L. sake, L.
plantarum og L. farcimus.

Ti av 17 isolat fra spekepglsene var multiresistente. Alle multiresistente isolat fra
spekepglser tilhgrte slekten Lactobacillus. 1 likhet med de multiresistente
startkulturbakteriene, var alle 10 isolatene resistente mot ciprofloxacin, gentamicin og
vancomycin. Ingen viste imidlertid resistens overfor cefotaxim. Stammene fra
spekepglser ble til forskjell fra startkulturbakteriene testet med hensyn til penicillin, lav
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konsentrasjon av tetracyclin, pencillin og trimetoprim/sulfa. Flesteparten av de
multiresistente stammene viste resistens overfor trimetoprim/sulfa. En stamme
(Pediococcus-stamme) viste i tillegg moderat resistens overfor penicillin.

Oppsummert var resistens mot ciprofloxacin, gentamicin og vancomycin typisk for de
stammene som var multiresistente. Kun Lactobacillus-stammer var multiresistente.

6.4 Bakterier brukt i meieriprodukter

Det ble undersgkt 25 bakterieisolater fra startkulturer til meieriprodukter. Herav var det
8 Lactococcus-isolater, 8 Leuconostoc-isolater, 6 Lactobacillus-isolater, 2
Streptococcus-isolater og 1 Bifidobacterium-isolat.

Vi undersgkte 14 bakterieisolater fra meieriprodukter. Herav var det 6 Lactococcus-
isolater, 5 Lactobacillus-isolater, 2 Streptococcus-isolater og 1 Propionibacterium-
isolat.

Antall undersgkte bakterier fra hver bakterieslekt samt andel resistente bakterier mot de
ulike antibiotika er gitt i tabell 6.

Tabell 6. Antall undersgkte bakterier fra hver av de ulike bakterieslektene som inngikk i
henholdsvis startkulturer til meieriprodukter og meieriprodukter, og antall resistente
isolater innen hver slekt.

Bakterieslekt Prgvematerial | Antall Antall resistente isolater
undersgkte | Amp | Cefo | Cipr |[Ery [Gen | Tet80 [Van |Pen | Trim/
isolater sulf
Lactococcus startkultur 8 0 0 1 0 0 0 0 Do
meieriprodukt 6 0 0 1 0 0 0 0 0 3
Leuconostoc startkultur 8 0 0 1 0 0 0 5 - -
Lactobacillus startkultur 6 0 0 5 0 3 0 1 - -
meieriprodukt 5 0 0 4 0 4 0 3 0?2 |32
Streptococcus startkultur 2 0 0 0 0 0 0 0 - -
meieriprodukt 2 0 0 0 0 0 0 0 - -
Bifidobacterium startkultur 1 0 0 0 0 0 0 0 - -
Propionibacterium | meieriprodukt 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0

U: Ingen av startkulturbakteriene ble undersgkt med hensyn til pencillin, trimetoprim/sulfa, tetracyklin
(lav) og chloramphenicol. Isolatene fra selve meieriproduktene ble testet for resistens mot samtlige
antibiotika. Vi har ikke inkludert tetracyklin (lav) og Chloramphenicol i tabellen fordi grenseverdier for
resistens ikke er oppgitt. Resultatene for isolat fra meieriprodukter var her:

Tetracyklin(lav): 12 isolater >25 (totalt undersgkt 12 isolater)

Chloramphenicol: 1 isolat 15-25mm, 11 isolater >25 (totalt undersgkt 12 isolater)

2): Kun 4 isolater undersgkt.
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Ingen isolater fra de undersgkte startkulturer var multiresistente. Leuconostoc-stammene
var stort sett kun resistente overfor vancomycin (ett unntak var her ikke resistent overfor
vancomycin). | motsetning til Lactobacillus-stammer brukt i spekepglsekulturer, var
Lactobacillus-stammer i meierikulturer stort sett sensitive overfor vancomycin (ett
unntak) (vedlegg 7). Vi vil poengtere at meieri- og spekepglseindustrien ikke bruker de
samme Lactobacillus-artene.

Vi fant 4 (av 14) multiresistente stammer i meieriproduktene (vedlegg 7). Samtlige
tilhgrte slekten Lactobacillus. Bakteriestammene var isolert fra yoghurt og ost. De viste
stort sett resistens overfor ciprofloxacin (ett unntak), gentamicin (én intermedier),
vancomycin (ett unntak) og trimetoprim/sulfa. De observerte resistensmgnstre har stor
likhet med mgnstrene til multiresistente spekepglsebakterier. Ikke alle Lactobacillus-
isolatene var resistente overfor vancomycin. Resistens mot ciprofloxacin og gentamicin
var utbredt blant Lactobacillus-isolatene, men ogsa her var det flere unntak.

En arsak til at vi kun fant multiresistente isolat i selve meieriproduktene og ikke i
startkulturene, kan vare at startkulturbakteriene ble testet for resistens mot farre
antibiotika.

Oppsummert fant vi at slekten Lactobacillus stort sett var resistent overfor ciprofloxacin
0g gentamicin. Det varierte om Lactobacillus-isolatene var resistente mot vancomycin.
Leuconostoc-stammene var kun resistente overfor vancomycin. Lactococcus-stammene
var stort sett sensitive overfor de valgte antibiotika.

6.4.1 Bakterier isolert fraimporterte oster

Vi undersgkte 30 bakterieisolater fra importerte oster. Bakterienes slektstilhgrighet er
ikke kjent. Antall resistente stammer pr. antibiotikum er gitt i tabell 7.

Tabell 7. Bakterier fra importerte oster. Antall resistente stammer pr. antibiotikum.

Antibiotikum® Antall resistente stammer av 30
Ampicillin 0

Cefotaxim

Ciprofloxacin 8

Erythromycin 2

Gentamicin 3

Tetracyclin (hay) 0

Vancomycin 19

Penicillin 9
Trimetoprim/sulfa 16

D:Vi har ikke inkludert tetracyklin (lav) og chloramphenicol i tabellen fordi grenseverdier for resistens
ikke er oppgitt. Resultatene var her:

Tetracyklin(lav): 16 isolater 15-25 mm, 14 isolater > 25 mm

Chloramphenicol: 7 isolater 15-25mm, 23 isolater >25
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Ti av 30 isolat fra importerte oster var multiresistente. Vi fant ogsa her multiresistens
mot ciprofloxacin, gentamicin, vancomycin og trimetoprim/sulfa, dvs. likt med en del
Lactobacillus-isolat fra norskproduserte produkt. Isolat fra importerte oster var
imidlertid generelt mer resistente enn norskproduserte meieri- og spekepglseprodukt.
Dette betyr bade at forholdsvis mange stammer var multiresistente og at
multiresistensen omfattet flere antibiotika. Vi observerte resistens mot bade
erythromycin og penicillin i de importerte ostene (vedlegg 7).

6.4.2 Bakterier isolert fra tarmflorastabiliserende preparater

Det ble undersgkt til sammen 6 bakterieisolater fra preparatene Idoform og Paraghurt.
Vi antar artene Enterococcus faecium (tidl. Streptococcus faecium), Bifidobacterium
longum, Streptococcus thermophilus og Lactobacillus bulgaricus var representert blant
disse isolatene. Antall resistente stammer pr. antibiotikum er gitt i tabell 8.

Tabell 8. Antall resistente stammer pr. antibiotikum isolert fra tarmflorastabiliserende
preparater

Antibiotikum Antall resistente stammer av 6
Ampicillin 0
Cefotaxim 3
Ciprofloxacin 4
Erythromycin 4
Gentamicin 6
Tetracyclin (hay) 0
Vancomycin 0
Penicillin 3
Trimetoprim/sulfa 2

Vi har ikke inkludert tetracyklin (lav) og Chloramphenicol i tabellen fordi grenseverdier for resistens ikke
er oppgitt. Resultatene var her:

Tetracyklin(lav): 1 isolat 15-25 mm, 5 isolater >25

Chloramphenicol: 1 isolat 15-25mm, 5 >25

Ingen av stammene var resistente overfor vancomycin.

Fem av de 6 undersgkte isolatene var multiresistente, dvs. resistente mot 3-5 antibiotika.
Resistens mot ciprofloxacin, cefotaxim, erythromycin, gentamicin, penicillin og
trimetoprim/sulfa var til sammen representert hos de multiresistente stammene.
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6.5 Resultat fra genetiske studier

6.5.1 VanA-genet

De 11 utvalgte vancomycinresistente stammene fra slektene Lactobacillus og
Leuconostoc var negative for VanA-genet.

6.5.2 Overfgrbarhet av tetracyclinresistens

Plasmidprofilering. Bade stamme NS-17 (fra spekepglse) og stamme SS-25 (fra
spekepglse-startkultur) inneholdt plasmider, men disse var innbyrdes forskjellige.
Plasmidprofilen til SS-25 viste ingen likhet med kjente plasmidprofiler fra
tetracyklinresistente Staphylococcus spp. isolert fra mastitt hos storfe.

PCR-analyser. SS-25 var positiv i PCR analyse for tetK genet, men negativ for tetL og
tetM genene. NS-17 var negativ for alle de tre genene.

Overfgringsstudier. Under de anvendte betingelser kunne det ikke pavises overfaring
av tetK fra SS-25 til NS-17.
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7 Diskusjon

Diskusjonen omhandler helserisikoen ved inntak av naringsmidler som er tilsatt
bakterielle startkulturer. Vi fokuserer pa det norske marked.

“The Nordic Committee for Veterinary Scientific Cooperation’ hadde hgsten 1997 et
symposium (NKVet symposium) hvor fokus var antibiotikaresistens. Et sentralt tema
var: “Antibiotic resistance in veterinary medicine - the influence on human medicine”.
Det ble her nermest utelukkende fokusert pa patogene bakterier som problematiske.
Dette gjaldt bade foredrag, ‘work-shop’, postere og pausesamtaler. Naringsmidler ble
tatt opp som et medium for overfgring av antibiotikaresistens til humanpatogene
bakterier. Det var imidlertid de bakteriene som ikke skal vare i neringsmidler det ble
snakket om, slik som Enterococcus faecium, E. faecalis, Escherichia coli og Salmonella
typhimurium. Disse bakteriene er enten patogene og/eller de er indikatorbakterier. Det
pagar prosjekter i bade Danmark (Bager et al., 1997) og Norge (Wasteson, pers. med.)
for & kartlegge antibiotikaresistens hos slike bakterier. Vi herte ikke noen nevne
bakterielle startkulturer som mulige overferere av antibiotikarsesistens til human-
patogene bakterier.

Fermenterte naeringsmidler utgjer globalt ca. 1/3 av vart kosthold (Campbell-Platt,
1994). Intervjuene viste at alle meieriprodukter bortsett fra noen fa som sgtmelk, flgte
og ulike typer brunost er tilsatt mikrobielle kulturer, farst og fremst bakteriekulturer.
Alle norske spekepglser inneholder bakterier, de aller fleste i form av startkultur-
bakterier. Dette er ensbetydende med at vi kontinuerlig spiser/drikker store mengder
levende bakterier.

7.1 Naturlig eller overfgrbar

De intervjuede startkulturprodusentene uttrykte at overfagrbar resistens ikke er noe
problem i forbindelse med de bakteriene som inngar i startkulturer. De understreket at
melkesyrebakterier er serdeles trygge. “I den grad disse bakteriene er resistente, gjelder
det naturlig resistens.” Som eksempel trakk samtlige fram naturlig vancomycinresistens
hos melkesyrebakterier. Sikkerheten ved bruk av melkesyrebakterier ble ogsa framhevet
av en forsker som ble karakterisert som ekspert pa slike bakterier. Det er imidlertid
ingen grunn til & utelukke melkesyrebakterier som kilde til spredning av
antibiotikaresistens. De kan ta imot og videresende gener for antibiotikaresistens pa
tilsvarende mate som andre bakterier (Delbos et al., 1992; Sozzi og Smiley, 1980;
Vescovo et al., 1982).

Et viktig spersmal er hvorvidt pavist resistens er naturlig eller ikke. Den paviste
resistens hos Lactobacillus-isolatene mot trimetoprim-sulfa kan skyldes naturlig
resistens mot bade trimetoprim og sulfonamider (Katla et al., 1999). Ellers var det ogsa
utbredt resistens mot ciprofloxacin og gentamicin hos Lactobacillus-isolatene. Det er
uklart hvorvidt denne resistensen er naturlig (Katla et al., 1999; Vescovo et al., 1982).
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Vare resultat viste at melkesyrebakterier ikke pa langt nar alltid er resistente overfor
vancomycin. Eksempelvis fant vi bade resistente og sensitive isolat innen slekten
Lactobacillus. De fleste Leuconostoc- og Pediococcus-stammer samt noen Lacto-
bacillus-arter er beskrevet som naturlig resistente overfor vancomycin (Handwerger et
al., 1994; Isolini et al., 1990; Tynkkynen et al., 1994). Resistensmekanismen er ikke
blitt systematisk undersgkt, kanskje fordi disse bakteriene er vurdert som lite
interessante i forbindelse med sykdom. Sa langt har en imidlertid ikke kunnet pavise
spesifikke vancomycinresistensgener i vancomycinresistente melkesyrebakterier. Det er
heller ikke pavist at antatt naturlig vancomycinresistente melkesyrebakterier har overfart
vancomycinresistens til andre arter (Tynkkynen et al., 1998).

Melkesyrebakterier og stafylokokker utgjer hovedgruppene av bakterier som tilsettes
norske fermenterte produkter. Vart spgrsmal er hvorvidt eventuelle resistensgener fra
startkulturbakterier kan overfgres til andre bakterier vi kommer i bergring med.
Overfgring av resistensplasmider mellom bade fjernt og nert beslektede bakterier er
pavist under en rekke laboratoriebetingelser (Brisson-Noel et al., 1988; Naik et al.,
1994). Lin et al. (1996) fant stor likhet mellom plasmid-bundne gener for
kloramfenikol-resistens i henholdsvis Lactobacillus reuteri og Staphylococcus aureus.
Forfatterne konkluderer med en sannsynlig overfgring av kloramfenikolresistens til L.
reuteri. Cocconcelli et al. (1985) paviste overfaring av plasmider med antibiotika-
resistens fra Lactobacillus acidophilus og L. reuteri til Streptococcus lactis. Vi fant ikke
overfgring av tetK-genet mellom to Staphylococcus-stammer i vart material. Dette
negative resultatet kan ikke uten videre overfgres til naturlige forhold. Ulike
miljgfaktorer og samspillet mellom dem bidrar til at det er vanskelig & ansla omfanget
av genoverfgringer i naturlige miljg pa grunnlag av laboratorieforsgk (Wiik og Karlsen,
1997). Det er ogsa mulig at de valgte laboratoriebetingelser ikke var optimale for
overfgring. Konklusjonen er at vi vet lite om overfarbarheten til den paviste tetracyclin-
resistens i 2 av vare Staphylococcus-stammer.

De ovenfor refererte studier er utfgrt in vitro, det vil her si utenfor dyr eller mennesker.
Morelli et al. (1988) demonstrerte overfering av plasmidbundet resistens in vivo, det vil
her si i fordgyelseskanalen til mus. Resistensen ble overfgrt fra Lactobacillus reuteri til
Enterococcus faecalis. Reddy et al. (1994) utfgrte tester som viste at Lactococcus lactis
subsp. lactis og L. lactis subsp. cremoris isolert fra ramelk var resistente mot langt flere
antibiotika enn de samme underarter fra fermenterte melkeprodukter og industrielle
kultursamlinger. Forfatterne foreslar at dette kan skyldes at industrielle bakteriestammer
har vert dyrket under antibiotikafrie betingelser, mens stammene fra ramelk har vert
utsatt for antibiotikarester i melk eller at de kan ha mottatt resistensgenene fra andre
bakterier i melka. Resultatene fra vart prosjekt viste at bakteriestammer som pr. i dag
brukes i norske fermenterte matvarer i liten grad er resistente. Litteraturdata tilsier
imidlertid at det ikke er noe i veien for at denne typen bakterier kan erverve omfattende
resistens. De samme bakterieslektene som inngar i startkulturer, er ogsa naturlig tilstede
eller kan overleve i tarmkanalen til mennesker (Saxelin et al., 1996). Dette tilsier at det
er viktig at antibiotikaresistens hos industrielle bakteriestammer rutinemessig
kontrolleres slik at resistens ikke overfgres til bakterier i vart fordgyelses- eller
luftveissystem.
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Bakteriestammene fra importerte oster viste i stor grad liknende resistensmgnstre som
stammer fra norskproduserte oster. Multiresistensen innbefattet vanligvis ciprofloxacin,
gentamicin, vancomycin og trimethoprim/sulfa. Resistens mot erythromycin og
penicillin var imidlertid representert i de importerte ostene. | var undersgkelse er
multiresistens ensbetydende med at bakterieisolatet er resistent mot 3 eller 4 antibiotika,
I ett tilfelle mot 5 antibiotika. Stammen som var resistent overfor 5 antibiotika var
isolert fra en importert ost. Ett av totalt 6 isolat fra norskproduserte oster var
multiresistent mens 10 av 30 isolat fra importerte oster var multiresistente. Resultatene
fra dette prosjektet og fra arbeidet til Katla et al. (1999) viser at norskproduserte
fermenterte naeringsmidler er forholdsvis trygge med hensyn til innhold antibiotika-
resistente bakterier. Importerte fermenterte naeringsmidler bgr undersgkes naermere med
hensyn til innhold av antibiotikaresistente bakterier. Ikke fordi vare resultater tyder pa
stor risiko, men fordi vi ikke har undersgkt importerte naringsmidler systematisk og
omfattende.

Bortsett fra én stamme, var stammene fra de tarmstabiliserende tablettene
multiresistente. Basert pa innholdsdeklarasjon og var egen identifikasjon, antar vi at
isolatene var fordelt pa slektene Bifidobacterium, Enterococcus og Streptococcus. De
resistente stammene viste generelt andre resistensmgnstre enn startkulturbakteriene.
Resistens mot ciprofloxacin, erythromycin, gentamicin og penicillin eller trimetoprim/
sulfa forekom gjerne i én og samme stamme. Vi undersgkte ikke hvorvidt resistensen
var overfgrbar. Dette skyldtes at metoder for & studere overfgrbarhet av gener i
startkulturbakterier er lite utprgvet. Fokus har vaert pa patogene bakterier. Vi anbefaler
at forekomst og overfgrbarhet av resistens hos bakterier som tilsettes tarmflora-
stabiliserende tabletter og liknende produkter undersgkes ngye. Mange av 0ss tar
tarmstabiliserende tabletter nar vi drar pa utenlandstur. Strengt tatt kan disse tablettene
bidra til at det oppstar multiresistente patogener. Med andre ord: Det kan ikke utelukkes
at multiresistente bakterier som vi tar med oss fra utlandet far deler av sin resistens fra
bakterier i tarmflorastabiliserende preparater.
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8

Konklusjoner

Aktarer innen fermenterte naeringsmidler har veert lite opptatt av antibiotikaresistens i
bakterielle startkulturer. Vi har imidlertid observert gkt fokus blant de involverte
firma pa dette viktige omradet i lgpet av prosjektperioden (1997-2000).

Det norske lovverket regulerer i liten grad hvilke bakterier som tilsettes
neringsmidlene. Antibiotikaresistens i bakterielle startkulturer og tilsvarende
naringsmidler er overhodet ikke bergrt. Sa langt vi har undersgkt, har heller ikke
andre land lovverk som regulerer antibiotikaresistens hos startkulturbakterier.

Det meste av pavist resistens i isolat fra startkulturer brukt i norske produkt er trolig
lite overfarbar. Med andre ord: Vi vurderer det slik at det er lav risiko for at bakterier
tilsatt norske nearingsmidler utgjer en spredningskilde for antibiotikaresistens til
sykdomsframkallende bakterier.

Multiresistensen  hos bakterier i importerte oster og ikke minst i tarmflora-
stabiliserende preparater var mer omfattende enn hos bakterier i norskproduserte,
fermenterte naringsmidler. ‘Mer omfattende’ betyr bade at forholdsvis flere stammer
var multiresistente og at resistensen omfattet flere antibiotika.

Det er viktig & ha kontroll med antibiotikaresistens hos bakterier i fermenterte
neringsmidler og tarmflorastabiliserende preparater. Resistensomfanget bgr absolutt
undersgkes med jevne mellomrom. Overfarbarhet av pavist resistens bar undersgkes
nermere.
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Vedlegg 1. Oversikt over prgvematerialet som er undersgkt

Tabellen angir bakteriearter og i noen tilfeller underarter i de undersgkte startkulturer,
tilhgrende neringsmiddelgruppe  samt  isolatnummer som er benyttet i forsgkene.
Representanter fra alle bakterieslektene i startkulturene er undersgkt. En del startkultur-
bakterier vokste ikke fram fra nwringsmidlene, og er derfor ikke undersgkt.
Startkulturbakterier er undersgkt fra de av nzringsmidlene der det er oppgitt isolatnummer.
Startkulturene er nummerert; riktig benevnelse er ikke oppgitt.

Sammensetning startkulturer Isolatnr. | Neeringsmiddel | Isolatnr.
1S: Spekepglse

Lactobacilius plantarum S8-1

Micrococcus violagabriella 5§-2

2S: Spekepalse

Pediococcus pentasaceus SS8-3 NS-1
Staphylococcus xylosus SS-4 NS-2
3S: Spekepglse

Lactobacillus curvatus LAB SS-5 NS-3
Staphylococcus carnosus S8-6 NS-4
Staphylococcus xvlosus?

4S: Spekepglse

Lactobacillus sake SS-7

Staphylococcus carnosus SS-8

58: Spekepgolse

Lactobacillus plantarum S§8-9

Staphylococcus carnosus SS-10

6S: Lactobacillus plantarum SS-11 Spekepolse NS-5
7S: Lactobacillus sake S§5-12 Spekepglse NS-6
8S: Lactobacillus (art ukjent for oss) SS-13 Spekepolse NS-7
9S: Lactobacillus (art ukjent for 0ss) SS-14 Spekepglse

10S: Staphylococcus carnosus SS-15 Spekepolse

118: Lactobacillus farcimus SS-16 Spekepplse NS-8
12S:

Lactobacillus plantarum SS-17 NS-9
Staphylococcus carnosus SS-18 NS-10
Lactobacillus farciminis (138S.) Spekepalse NS-11
Lactobacillus plantarum (14S) NS-12
Staphylococcus carnosus (145) NS-13
13S: Lactobacillus farcimus SS-19

14S: Spekepolse

Lactobacillus sake S8-20 NS-14
Staphylococcus carnosus SS-21 NS-15
158: Spekepplse

Lactobacillus sp. S$8-22 NS-16
Staphylococcus carnosus S§S8-23 NS-17
16S: Spekepolse

Lactobacillus sp. 58-24

Staphylococcus carnosus S8-25

1M:

Streptococcus thermophilus SM-1 Yoghurt NM-1
Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus | SM-2 NM-2




Sammensetning startkulturer

Isolatnr.

Naeringsmiddel

Isolatnr.

2M:

Lactococcus lactis subsp cremoris
Lactococcus lactis subsp lactis
Lactococcus lactis subsp diacetyllactis
Leuconostoc mesenteroides subsp cremoris

SM-3

SM-4

Propionitbacterium shermanii (kun
neringsmiddel)

Ost

NM-14

IM:

Lactococcus lactis subsp cremoris
Lactococcus lactis subsp lactis
Lactococcus lactis subsp diacetyllactis
Leuconostoc mesenteroides subsp cremoris

SM-6

Ost

NM-3

4M:

Lactococcus lactis subsp cremoris
Lactococcus lactis subsp lactis
Lactococcus lactis subsp diacetyllactis
Leuconostoc mesenteroides subsp cremoris

SM-7

SM-8

Surmelk

NM-4/NM-5

5M:

Lactococcus lactis subsp cremoris
Lactococcus lactis subsp lactis
Lactococcus lactis subsp diacetyllactis
Leuconostoc mesenteroides subsp cremoris

SM-9

SM-10

6M: Lactobacillus helveticus

SM-11

Ost

NM-6

NM-6

T™M:
Lactococcus lactis subsp cremoris
Lactococcus lactis subsp lactis

SM-12

8M:

Lactococceus lactis subsp cremoris
Lactococeus lactis subsp lactis
Lactococcus lactis subsp diacetyllactis
Leuconostoc mesenteroides subsp cremoris

SM-13

SM-14

Ost

NM-8

9IM: Lactobacillus acidophilus

SM-15

10M: Bifidobacterium bifidum

SM-16

Surmelk

11M:
Streptococceus salvarius subsp thermophilus
Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus

SM-17
SM-18

12M: Lactobacillus rhamnosus

SM-19

Yoghurt

NM-9
NM-10/NM-11

NM-12

13M:

Lactococcus lactis subsp cremoris
Lactococcus lactis subsp lactis
Lactococcus lactis subsp diacetyllactis
Leuconostoc mesenteroides subsp cremoris

SM-20

Ost

14M:

Lactococcus lactis subsp cremoris
Lactococcus lactis subsp lactis
Lactococcus lactis subsp diacetyllactis
Leuconostoc mesenteroides subsp cremoris

Ost

NM-13

15M:

Lactococcus lactis subsp cremoris
Lactococcus lactis subsp lactis
Lactococcus lactis subsp diacetvllactis
Leuconostoc mesenteroides subsp cremoris

Ost

16M:
Streptococcus thermophilus
Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus

SM-25

Yoghurt




Streptococcus thermophilus

Sammensetning startkulturer Isolatnr. | Neeringsmiddel |Isolatnr.
Ikke kjent Importert ost Im-1-9
Ikke kjent Importert ost Im-10-18
Ikke kjent Importert ost Im-19-23
Ikke kjent Importert ost Im-24-30
1P: Preparat

Enterococcus faecium Pr-1
Bifidobacterium longum Pr-2

2Pp: Preparat

Enterococcus faecium Pr-3
Bifidobacterium longum Pr-4

3p: Preparat Pr-5
Enterococcus faecium

Bifidobacterium longum Pr-6

SS=Startkultur spekepglse, NS=Nwzringsmiddel spekepglse, SM=Startkultur meieriprodukt,
NM=Nwringsmiddel meieriprodukt, Im=Importert ost, Pr=Preparat



Vedlegg 2. Sammenligning mellom referansemedium og
benyttede medier

Vi har undersokt om det er signifikante forskjeller i hemmingssoner som funksjon av
vekstmedium, dvs. om referansemediet Mueller Hinton Agar (MHA) gir andre
hemmingssoner enn andre medier ved bruk av agardiffusjonsmetoden. Dette er gjort ved a
teste en bakteriesuspensjon fra ett og samme baktericisolat pa mediene som skal
sammenlignes. Variansanalyser er utfort pa resultater fra mellom 5 og 33 bakterieisolater,
avhengig av hvilke antibiotika og medier som er brukt.

Mellom MHA og MHA++ er sammenligning utfert med referanseorganismene Escherichia
coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923 og Pseudomonas aeroginosa 27853.
Vi har underspkt bakterienes folsomhet overfor ampicillin, ciprofloxacin, cefotaxim,
erythromycin, gentamicin, tetracyclin-80pg, tetracyclin-10pg, vancomycin, chloramphenicol,
penicillin og trimetoprim/sulfa. Variansanalysen er basert pa 30 mélinger, og er vist i tabell 1
med 95% konfidensintervall. Det fremgar av tabellen at vi ikke har funnet signifikante
forskjeller i hemmingssonesterrelsen mellom disse to mediene for noen av de undersokte
antibiotikaene.

Tabell 1: Sammenligning av hemmingssonesterrelser ved bruk av mediene MHA og

MHA++.
Antibiotikum Medium | Antall Gjennomsnitlig | Variasjonsbredde | Signifikant
malinger | hemmingssone- | (mm) forskjellige
storrelse (mm) avlesninger
Ampicillin MHA 30 21,6 17,4 -258 Nei
MHA++ 30 22,4 18,2 - 26,5
Ciprofloxacin MHA 30 27.8 25,5-30,2 Nei
MHA++ 30 28,7 26,3-31,1
Cefotaxim MHA 30 26,7 249 -28.6 Nei
MHA++ 30 28.8 27,0 -30,6
Erythromycin MHA 30 22,7 19,7 - 25,7 Nei
MHA++ 30 22,5 19,5-25,5
Gentamicin MHA 30 30,1 294 -31,0 Nei
MHA-++ 30 29,2 28,5 - 30,0
Tetracyclin, 80ug | MHA 30 21,7 20,0-234 Nei
MHA++ 30 23,6 21,9-25.3
Vancomycin MHA 30 13,0 10,8 - 15.2 Nei
MHA++ 30 13,2 11,0-15.4
Tetracyclin, 10pg | MHA 30 15,2 13,4-17.0 Nei
MHA++ 30 16,3 14,5- 18,1
Chlorampenicol MHA 30 15,8 13,8 -17,7 Nei
MHA++ 30 16,5 14,6 - 18,5
Penicillin MHA 30 15,1 11,5-18,7 Nei
MHA++ 30 16,5 12,9 - 20,1
Trimetoprim/sulfa | MHA 30 25,5 21,9-29.2 Nei
MHA++ 30 26,1 22,4-297




Mellom MHA++ og MRS 5.4 er sammenligning utfort med et tilfeldig utvalg bakterieisolater
isolert i prosjektet. Vi har undersekt isolatenes falsomhet overfor ampicillin, ciprofloxacin,
cefotaxim, erythromycin, gentamicin, tetracyclin-80pg, tetracyclin-10pg, vancomycin,
chloramphenicol, penicillin og trimetoprim/sulfa. Variansanalysen er basert pA mellom 16 og
33 malinger. Sammenligningen er vist i tabell 2 med 95% konfidensintervall. Det fremgar av
tabellen at vi ikke har funnet signifikante forskjeller i hemmingssonestorrelsen mellom disse
to mediene for ampicillin, cefotaxim, erythromycin, tetracyclin-10pg, vancomycin,
chloramphenicol eller trimetoprim/sulfa. Vi fant signifikant forskjellige hemmingssoner ved
testing av ciprofloxacin, gentamicin, tetracyclin-80pg og penicillin.

Tabell 2: Sammenligning i hemmingsonesterrelser ved bruk av mediene MHA++ og
MRS 5.4.

Antibiotikum Medium | Antall Gjennomsnitlig | Variasjonsbredde | Signifikant
mélinger [ hemmingssone (mm) forskjellige
storrelse (mm) avlesninger
Ampicillin MRS 5.4 32 42,3 38,9-45.7 Nei
MHA++ 33 389 35,5-423
Ciprofloxacin MRS 5.4 33 13.4 11.1-15.7 Ja
MHA++ 32 19,3 17,0 - 21,7
Cefotaxim MRS 5.4 32 37,4 33,5-41.3 Nei
MHA++ 30 29,8 25,8-339
Erythromycin MRS 5.4 32 35,6 32,3-38.8 Nei
MHA++ 30 37,8 344 -41,1
Gentamicin MRS 5.4 33 19,4 16,1 -22.8 Ja
MHA++ 32 29,2 25,8-32,6
Tetracyclin, 80pg | MRS 5.4 33 37,7 35,0 - 40,3 Ja
MHA++ 32 32,3 29,6 - 34,9
Vancomycin MRS 5.4 33 23,3 194 -27.1 Nei
MHA++ 32 18,9 15,0 -22.8
Tetracyclin, 10pg | MRS 5.4 17 15,7 11,2 - 20,1 Nei
MHA++ 17 13,2 8.8-177
Chlorampenicol MRS 5.4 17 30,9 28,2-33,6 Nei
MHA ++ 16 27,9 25,1-30,7
Penicillin MRS 5.4 17 35,2 31,8-38,5 Ja
MHA++ 16 27,1 23,7-30,6
Trimetoprim/sulfa | MRS 5.4 17 20,2 14,7-25.8 Nei
MHA++ 16 20,1 14,3-258

Mellom MHA++ og M17 er sammenligning utfert med et tilfeldig utvalg bakterieisolater
isolert i prosjektet. Vi har undersekt for folsomhet overfor ampicillin, ciprofloxacin,
cefotaxim, erythromycin, gentamicin, tetracyclin-80pg, tetracyclin-10pg, vancomycin,
chloramphenicol, penicillin og trimetoprim/sulfa. Variansanalysen er basert pd mellom 5 og
23 malinger. Sammenligningen er vist i tabell 3 med 95% konfidensintervall. Det fremgér av
tabellen at vi ikke har funnet signifikante forskjeller i hemmingssonesterrelsen mellom disse
to mediene for noen av de underspkte antibiotikaene.



Tabell 3: Sammenligning 1 hemmingsonestorrelser ved bruk av mediene MHA++ og

M17.
Antibiotikum Medium | Antall Gjennomsnitlig | Variasjonsbredde | Signifikant
mélinger | hemmingssone |(mm) forskjellige
storrelse (mm) avlesninger
Ampicillin M17 23 40,7 38,4 -43,1 Nei
MHA++ 23 39,8 37,5-422
Ciprofloxacin M17 23 25,3 23,0-27.6 Nei
MHA++ 23 23,3 21,0-25,5
Cefotaxim MI17 23 34,2 31,0-374 Nei
MHA++ 23 32,8 29,6 - 36,0
Erythromycin M17 23 37.8 34,8 - 40,8 Nei
MHA++ 23 36,2 33,2-39.2
Gentamicin M17 23 30,4 28,5-323 Nei
MHA++ 23 29,5 27,6-314
Tetracyclin, 80pg | M17 23 33,6 31,2-36,0 Nei
MHA++ 23 32,7 30,2 - 35,1
Vancomycin M17 23 25,5 24,1 -27.0 Nei
MHA++ 23 24,9 23,4-263
Tetracyclin, 10pug | MI17 5 19,2 8,4 -30,0 Nei
MHA++ 5 204 9,6-312
Chlorampenicol M17 5 25,6 20,4 - 30,8 Nei
MHA++ 5 29.4 242 - 34,6
Penicillin MI17 5 26,4 21,5-:31,3 Nei
MHA++ 5 32,2 27,3-37,1
Trimetoprim/sulfa | M17 5 14,8 3,0-26,6 Nei
MHA++ 5 25,6 13,8-374

Konklusjon
Vi har ikke funnet signifikant forskjell i sonesterrelser for noen av de undersekte antibiotika

ved sammenligning mellom referansemediet Mueller Hinton Agar (MHA) og Mueller Hinton
Agar som er tilsatt glukose og gjarekstrakt (MHA++). Der isolatene vokser pi MHA-++ er
resultatene fra dette mediet benyttet. Der det ikke foreligger resultater fra MHA++ er
resultatene fra M17 eller MRS 5.4 benyttet. Vi har ikke funnet signifikante forskjeller i
hemmingssoner for noen av de underspkte antibiotika ved sammenligning mellom MHA++ og
M17. Vi har ikke funnet signifikante forskjeller i hemmingssoner mellom MHA++ og MRS
5.4 for ampicillin, cefotaxim, erythromycin, tetracyclin-10pg, vancomycin, chloramphenicol
eller trimetoprim/sulfa. Vi fant signifikant forskjellige hemmingssoner ved testing av
ciprofloxacin, gentamicin, tetracyclin-80pg og penicillin. I vedlegg 7A er hemmingssonene
som er avlest pA MRS 5.4-mediet for disse antibiotikaene avmerket.



Vedlegg 3. Medier og lgsninger

de Man, Rogosa, Sharpe Agar, pH 5,4 (MRS 5.4)

62 g medium (Oxoid, CM361) Igses i 1000 ml destillert vann og varmes pa magnetrgrer til alt
er opplgst. pH justeres med eddiksyre, slik at pH etter autoklavering blir 5,4. Mediet fordeles
pa flasker med 200 ml i hver, fgr autoklavering ved 121°C i 15 minutter. Oppbevares ved
4°C.

M17 agar

48,25 g medium (Oxoid, CM785) lgses i 950 ml destillert vann og varmes pa magnetrgrer til
alt er opplgst. pH etter autoklavering skal vere 6,91+0,1. Mediet fordeles pa flasker med 190
ml i hver, fgr autoklavering ved 121°C i 15 minutter. Oppbevares ved 4°C.

Fgr bruk smeltes 190 ml medium i mikrobglgeovn og avkjgles i vannbad til ca. 50°C. 10 ml

steril laktoselgsning (temperert) tilsettes.

Laktoselgsning
10 g laktose lgses 1 100 ml destillert vann. Lgsningen autoklaveres ved 121°C i 15 minutter.
Oppbevares ved 4°C.

Mayeux’ medium

Trypton 10g
Gjarekstrakt 5g
Sukrose 100g
Glukose 5g
Natrium citrat dihydrat lg
Gelatin 2,5g
Agar 15¢
Destillert vann 1000ml

Ingrediensene lpses i 1000 ml vann og varmes pa magnetrgrer til alt er opplgst. Mediet
fordeles pa flasker med 200 ml i hver, fgr autoklavering ved 121°C i 15 minutter. Oppbevares
ved 4°C.

For bruk smeltes 200 ml medium i mikrobglgeovn og avkjgles i vannbad til ca. 50°C. 1,5 ml
steril natriumazidlgsning (temperert) tilsettes.

Natriumazidlgsning
I g natriumazid lgses i 100 ml destillert vann. Autoklaveres ved 121°C i 15 minutter.
Oppbevares ved 4°C.



Plate Count Agar (PCA)

23,5 ¢ medium (Difco, 0479-17) Igses i 1000 ml destillert vann og varmes pa magnetrgrer til
alt er opplgst. pH etter autoklavering skal vere 7,0+0,2. Mediet fordeles pa flasker med 200
ml i hver, f@r autoklavering ved 121°C i 15 minutter. Oppbevares ved 4°C.

Na-Laktatagar

Pepton 20g
Gjerekstrakt 5g
Natriumlaktat (50%) 16ml
Agar 12¢

Ingrediensene lgses i 1000 ml destillert vann, og varmes pa magnetrgrer til alt er opplgst.
pH justeres med IM NaOH eller IM HCL, slik at pH etter autoklavering blir 7,0+0,1.
Mediet fordeles pa flasker med 200 ml i hver, fgr autoklavering ved 121°C i 15 minutter.
Oppbevares ved 4°C.

MRS m/NNL

62 g medium (Oxoid, CM361) Igses i 1000 ml destillert vann og varmes pa magnetrgrer til alt
er opplgst. pH etter autoklavering skal vere 6,2+0,2. Mediet fordeles pa flasker med 190 ml i
hver, fgr autoklavering ved 121°C i 15 minutter. Oppbevares ved 4°C.

Fgr bruk smeltes 190 ml medium i mikrobglgeovn og avkjgles i vannbad til ca. 50°C. 10 ml
steril NNL-Igsning (temperert) tilsettes.

NNL-lgsning

LiCl 6,000g
Nalidixinsyre 0,030¢g
Neomycinsulfat 0,200g

Stoffene lgses i destillert vann i en 100 ml malekolbe. pH justeres til 7,2-7,5 med 0,1 N NaOH.
Volumet justeres til 100 ml med destillert vann. Lgsningen sterilfiltreres. Oppbevares ved
4°C.

Mueller Hinton Agar (MHA)

38 g medium (Difco, 0252-17-6) lgses i 1000 ml destillert vann og varmes pa magnetrgrer til
alt er opplgst. pH etter autoklavering skal veere 7,3+0,1. Mediet fordeles pa flasker med 200
ml i hver, fgr autoklavering ved 121°C i 15 minutter. Oppbevares ved 4°C.

Mueller Hinton Agar med tilsetninger (MHA++)

38 g medium (Difco, 0252-17-6), 5g glukose og S5g gjerekstrakt Ipses i 1000 ml destillert
vann og varmes pa magnetrgrer til alt er opplgst. pH etter autoklavering skal vere 7,340, 1.
Mediet fordeles pa flasker med 200 ml i hver, fgr autoklavering ved 121°C i 15 minutter.
Oppbevares ved 4°C.



Fortynningsvann

9.5 ¢ Maximum Recovery Diluent (Difco, 1879-17) Igses i 1000 ml destillert vann og varmes
pa magnetrgrer til alt er opplgst. pH justeres slik at den etter autoklavering blir 7,0+0,2.
Autoklaveres ved 121°C i 15 minutter. Oppbevares ved 4°C.

Hydrogenperoksid
10 % 1gsning av hydrogenperoksid. Autoklaveres ikke. Oppbevares mgrkt og kjglig (4°C).

Gramfargingsreagenser (kit)

Primary Stain: Gram Crystal Violet (Difco 3329-75)
Mordant: Stabilized Gram Iodine (Difco 3342-75)
Decolorizer/counterstain: 3-Step-Safranin-S (Difco 3335-75)



Vedlegg 4. Tilpasning av agardiffusjonsmetoden for melke-
syrebakterier

Direkte koloni-suspendering (D’Amato og Hochstein, 1982) ble benyttet ved tillaging av
inokulum. Denne metoden er funnet likeverdig med NCCLS-metoden (NCCLS, 1997), men
mindre tidkrevende.

Ved direkte koloni-suspendering, angir metoden at koloniene ikke bgr veere eldre enn 18-24
timer. Melkesyrebakterier trenger generelt mer enn | dggns inkubasjonstid for 4 vokse fram,
noen opptil 1 uke. De fleste bakterieisolatene ble testet 2-3 dggn etter utsding. For enkelte
isolater tok det inntil 10 dggn fra utsaing til testing.

Melkesyrebakterienes langsomme vekst medfgrte ogsa at noen av isolatene ble lest av etter
mer enn 2 dggns inkubering ved bruk av agardiffusjonsmetoden.

Turbiditeten til inokulumet skal i henhold til metoden tilsvare turbiditeten til 0,5 McFahrland-
standarden (=0,126). Turbiditeten ble justert pa gyemal, fgr agarskilene ble svabret og
antibiotikatabletter applisert. Deretter ble turbiditeten malt spektrofotometrisk som
absorbansen til bakteriesuspensjonen malt ved 625 nm. Absorbansen til isolatene la mellom
0,04 og 0,522.

Stgrrelsen pa hemmingssonene er mélt for ulike tettheter av samme bakterieisolat. Det er ikke
funnet signifikante forskjeller i sonestgrrelsene ved sma og middels store hemingssoner. Ved
store hemmingssoner (>23mm) ser det ut til at bakterietettheten influerer signifikant pa
hemmingssonestgrrelsen. En variasjon i sonestgrrelsen i dette stgrrelsesomradet medfarer ikke
at isolatet karakteriseres som noe annet enn sensitivt.



Vedlegg 5. Grenseverdier for gruppering av bakterier pa
bakgrunn av hemmingssonestgrrelser

Tabellen gir en oversikt over grenseverdiene for inndeling i sensitive (S), intermediere (I)
eller resistente (R) bakterier pa bakgrunn av diameteren pa hemmingssoner rundt den enkelte
antibiotikatablett (Neo-Sensitabs User’s Guide, 1998).

Antibiotikum Hemmingssone i mm
Sensitiv (S) | Intermedizr (I) | Resistent (R)

Ampicillin (33 pg) =220 19-17 <16
Cefotaxim (30 pg) 223 22-20 <19
Ciprofloxacin (10 pg) =20 19-17 <16
Erythromycin (78 pg) 226 25-19 < 18
Gentamicin (40 pg) 223 22-20 <19
Tetracyclin (80 pg) =23 22-20 <19
Vancomycin (70 pg) =16 15-14 <13
Trimetoprim+Sulfa (5.2 + 240 pg) =28 27-24 £23
Penicillin Low (5 pg) =226 25-23 <22

For chloramphenicol og lav tetracyclin konsentrasjon (10pg) er det ikke oppgitt grenseverdier
forinndeling 1 R, T og S.



Vedlegg 6. Beregning av usikkerhet i hemmingssonestgrrelse

Prinsipp
Vi har bestemt usikkerheten i hemmingssonestgrrelsen som et anslag utfra variasjonen i et
empirisk material.

Gijennomfg@ring

For hvert av 9 antibiotika (ampicillin, ciprofloxacin, cefotaxim, erythromycin, gentamicin,
tetracyclin-80pg, vancomycin, trimetoprim/sulfa, penicillin) har vi undersgkt 4 bakterie-
suspensjoner med 10 gjentak. Dette gir 36 resultatsett a 10 enkeltresultat. For hvert resultatsett
har vi beregnet standardavvik (n=10).

Resultat
Fordelingen av standardavvikene for de 36 resultatsettene er vist som dot-diagram i figur 1.
Utfra figur | ser en at de fleste standardavvik (32 av 36) er lavere enn 2mm.

Figurl: Dot-diagram over fordeling av standardavvik til hemmingssoner.
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Diskusjon
Ved a velge en usikkerhet pa +/-2 mm vil en vaere rimelig sikker pa a fange opp variasjonen i
metoden, safremt den gjennomfgrte testen er rimelig representativ.

Konklusjon
Vi har utfra et anslag basert pa et empirisk materiale satt usikkerheten i hemmings-
sonestgrrelsen til +/-2 mm.



Vedlegg 7A. Resultater fra antibiotikaresistensundersgkelsen, hemmingssonestarrelser
! | | ﬁ

Isolatnr. |Bakterie Folsomhet overfor antibiotika (mm hemmingssone)

Amp Cipr Cefo Ery Gen Tet80 Van Pen Trim+sulf|Tet10 Chlor
SS8-1 Lactobacill 33 9 23 34 26 30 9
SS-2 Micrococe 39 21 28 34 30 34 24
SS-3 Pediococc 31 9 22 32 21 21 9
SS-4 Staphylococc 32 24 30 28 30 34 19
§8-5 Lactobacill 32 14 17 32 19 28 12
SS-6 Staphylococe 40 31 26 34 32 38 26
SS8-7 Lactobacill 28 17 13 30 19 30 12
SS-8 Staphylococc 40 30 28 34 32 36 27
SS-9 Lactobacill 26 9 28 36 23 26 9
SS-10 Staphylococe 40 31 28 28 29 32 24
SS-11 Lactobacill 27 9 30 34 24 26 9
S8-12 Lactobacill 34 19 17 36 22 32 14
§8-13 Lactobacill 33 21 19 38 21 34 15
SS-14 Lactobacill 30 23 16 38 21 34 14
§5-15 Staphylococe 36 28 22 31 28 32 21
§5-16 Lactobacill 38 15* 32 38 16* 38" 9
S§8-17 Lactobacill 30 9 28 31 24 30 9
S5-18 Staphylococc 40 26 26 32 26 32 22
§8-19 Lactobacill 44 14 33 36 19* 39° 13
$8-20 Lactobacill 29 17 12 33 19 30 11
SS-21 Staphylococe 38 31 25 a2 33 33 26
58-22 Lactobacill 29 16 16 35 20 30 9
$8-23 Staphylococc 32 25 25 30 30 12 26
SS-24 Lactobacill 38 15* 31 36 18* 37" 9
§8-25 Staphylococe 32 20 30 36 36 9 21
NS-1 Pediococe 28 g 28 31 11 29° 9 23* 9 17 57
NS-2 Staphylococc 36 24 35 40 38 32 25 23 40 23 26
NS-3 Lactobacill 42 12° 36 36 18* 38* 9 32* 12 30 32
NS-4 Staphylococc 46 36 28 48 44 38 32 36 46 26 31
NS-5 Lactobacill 42 9° 38 30 9* 28" 9 22* 28 20 28

Side 1




Isolatnr. |Bakterie Folsomhet overfor antibiotika (mm hemmingssone)

Amp Cipr Cefo Ery Gen Tet80 Van Pen Trim+sulf|Tet10 Chlor
NS-6 Lactobacill 42 16° 36 39 23* 42* 11 34° 9 34 36
NS-7 Lactobacill 38 13" 27 36 14* 36" 9 30° 9 28 30
NS-8 Lactobacill 44 g* 44 34 12* 30* 9 24" 28 23 26
NS-¢ Lactobacill 45 9* 40 32 12° 32 9 22° 25 20 26
NS-10 Staphylococe 47 28 25 40 40 32 29 40 44 26 28
NS-11 Lactobacill 41 13" 34 40 18* 40" ] 36" 12 32 32
NS-12 Lactobacill 42 14* 31 41 17" 40* 9 32" 14 32 30
NS-13 Staphylococe 40 32 30 44 40 32 25 28 48 26 14
NS-14 Lactobacill 38 157 31 36 17* 36* g 30° 9 28 31
NS-15 Staphylococe 32 22 28 36 38 9 21 23 40 9 27
NS-16 Lactobacill 36 9" 28 34 11* 32" 9 28* 9 28 25
NS-17 Staphylococc 42 34 27 44 45 35 29 34 44 22 32
SM-1 Streptococc 44 21 38 40 23 35 29
SM-2 Lactobacill 64 9 42 42 16 38 36
SM-3 Lactococe 38 19 36 34 28 36 26
SM-4 Leuconostoc 32 24 30 44 35 32 9
SM-5 Lactococe 38 20 34 34 26 34 27
SM-6 Leuconostoc 32 23 28 32 36 28 9
SM-7 Lactococe 38 23 36 33 24 34 27
SM-8 Leuconostoc 48 24 41 50 34 36 9
SM-9 Lactococe 35 21 34 33 25 34 27
SM-10 Leuconostoc 46 23 42 43 31 46 35
SM-11 Lactobacill 70 12 64 54 20* 61" 46
SM-12 Lactococe 36 16 32 31 24 34 24
SM-13 Lactococe 47 25 42 35 28 40 32
SM-14 Leuconostoc 36 22 24 40 35 34 9
SM-15 Lactobacill 65 9* 53 47 22/13* 42* 43
SM-16 Bifidobacterium 54 22 50 54 22 46 40
SM-17 Streptococc 40 28 52 42 24 36 34
SM-18 Lactobacill 46 9* 46 42 24/38* 48* 40
SM-18 Lactobacill 38 24" 33 46 14* 48" 9
SM-20 Lactococe 46 18 40 40 32 36 27
SM-21 Leuconostoc 38 19 34 35 27 36 28
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Isolatnr. |Bakterie Folsomhet overfor antibiotika (mm hemmingssone)

Amp Cipr Cefo Ery Gen Tet80 Van Pen Trim+sulf|Tet10 Chlor
SM-22 Lactococc 38 17 36 36 31 28 28
SM-23 Leuconostoc 52 28 48 48 40 44 38
SM-24 Leuconostoc 42 14 38 38 21 40 9
SM-25 Lactobacill 58 9° 48 50 25" 48* 38
NM-1 Streptococe 44 24 42 38 24 35 28
NM-2 Lactobacill g* 17* 40*
NM-3 Lactococe 39 20 42 41 30 41 30 32 26 31 27
NM-4 Lactococe 486 21 44 44 36 47 30 32 23 34 34
NM-5 Lactococe 64 31 46 64 47 50 38 48 48 50 44
NM-6 Lactococe 42 20 42 39 28 38 27 32 28 32 31
NM-7 Lactobacill 48 11" 44 38 21° 36" 9 38" 22 31 32
NM-8 Lactococe 40 16 36 37 26 34 25 26 9 30 24
NM-9 Streptococc 52 28 52 46 26 44 32 44 36 36 34
NM-10 Lactobacill 42 16* 28 Sl 19° 46" 9 44 36 30 34
NM-11 Lactobacill 62 9" 48 42 1" 56" 19 53" 21 41 40
NM-12 Lactobacill 38 20" 26 4 13 46* 9 36" 9 32 32
NM-13 Lactococe 48 24 46 48 28 40 32 34 18 34 26
NM-14 Propioniibacterium |49 23 50 51 41 46 29 32 44 36 33
Im-1 38 28 34 36 40 22 9 30" 26 28 28
Im-2 52 9" 34 44 29* 40° 9 50 9 21 38
Im-3 48 28 42 44 23 42 32 30 22 24 30
Im-4 54 19 56 58 38 30 9 42 40 20 35
Im-5 64 9* 36 42 27 42* 9 40° 9 30 34
Im-6 67 45 36 42 62 40 9 44 9 23 40
Im-7 54 217 52 46 26" 41" 9 48" 32 34 36
Im-8 28 15 16 36 32 28 9 20 9 18 21
Im-9 38 19 20 34 22 27 g 22 9 16 21
Im-10 36 30 38 50 36 29 9 31 9 18 30
Im-11 50 28 50 55 38 30 9 38 47 22 38
Im-12 39 13 39 41 32 32 26 28 28 23 26
Im-13 58 32 54 67 34 32 9 40 49 25 40
Im-14 60 30 44 37 64 38 9 44 9 19 38
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Isolatnr. |Bakterie Folsomhet overfor antibiotika (mm hemmingssone)

Amp Cipr Cefo Ery Gen Tet80 Van Pen Trim+sulf|Tet10 Chlor
Im-15 57 38 58 68 50 35 9 36 43 28 36
Im-16 36 18 24 34 24 30 9 22 9 18 22
Im-17 38 19 28 34 25 26 9 20 9 20 24
Im-18 33 13 30 30 19 31 24 22 28 28 23
Im-19 46 19 34 9 20° 48" 9 40° 9 42 38
Im-20 52 20 40 48 26 30 34 38 18 20 30
Im-21 48 24 44 46 30 40 38 32 32 28 31
Im-22 20 24 38 40 26 22 26
Im-23 33 25 20 9 29 38 9 20 15 28 26
Im-24 36 17 34 36 26 34 22 24 26 28 26
Im-25 36 16 34 38 25 32 24 25 24 26 22
Im-26 42 24 27 50 44 32 9 30 9 22 29
Im-27 37 18 36 38 26 35 24 22 28 28 26
Im-28 36 20 36 38 28 33 24 22 31 28 28
Im-29 41 18 30 42 26 30 9 23 9 24 26
Im-30 32 14 32 30 19 33 23 24 31 26 22
Pr-1 Enterococc 24 20 9 22 21 32 26 9 35 27 26
Pr-2 Bifodobacterium 44 17" 32 22 15* 50" 32 36* 30 42 37
Pr-3 Bifodobacterium 48 19* 28 18 14* 50" 32 34" 20 44 31
Pr-4 Enterococcus 24 17 9 19 21 33 26 12 38 25 24
Pr-5 48 15* 39 20 12 50* 32 36" 20 39 38
Pr-6 26 14 9 19 17 34 27 13 28 24 26
Amp=ampicillin (33pg), Cipr=ciprofloxacin (10ug), Cefo=cefotaxim (30pg), Ery=erythromycin (78ug), Gen=gentamicin (40pg), TetBO=tetracyclin (80pg), Van=vancomycin (70ug)
Pen=penicillin (5pg), Tim/sulfa=trimetoprim(5.2ug)/sulphonamid(240pg), Chlor=chloramphenicol(10pg), Tet10=tetracyklin(10g)
mmum,m&,czcm spekepolse, zmuzqu._:mm_sm&m_ mnmmxmua_mm. mgwmﬁq*c_e« Bm_mmzvﬁoacrr z_.g__uzmm::mms.an_ﬁ_ Bmwm:an_._mx.. Im=Importert ost, Pr=Preparat
Usikkerheten m_ avlesningene av :mB_Em:ummo:@:m _m_wmmq pa+/-2 3__.‘3 den <mamm=_ som er ovum_z_ i tabellen
* Signifikant L_‘mx__m:,mm :mBS_:umww:mmE:m_mE :_5__03 MRS m.h_« og MHA++.
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Vedlegg 7B.  Resultater fra antibiotikaresistensundersgkelsen, R-1-S inndeling
| | |

Isolatnr. |Bakterie Felsomhet overfor antibiotika (R-I-S)

Amp Cipr Cefo Ery Gen Tet80 Van Pen Trim+sulf
SS8-1 Lactobacill S R s/ S S S R
SS-2 Micrococe S S S S S S S
§S8-3 Pediococc S R S/ S R-I-S§ R-I-S R
SS-4 Staphylococe S S S S S S S
S§8-5 Lactobacill S R R S R/ S R
SS-6 Staphylococe S S S S S S S
§S8-7 Lactobacill S I/R R S R/ S R
Ss-8 Staphylococe 5 S 5 S S S S
S8-9 Lactobacill S R S S R/l S R
SS-10 Staphylococe S S S S S S S
§8-11 Lactobacill S R S S S S R
§8-12 Lactobacill S I’s R S s S R-I-S
SS-13 Lactobacill S S/ R/ S R-I-S S R-I-S
SS-14 Lactobacill S S R S R-I-S S R-I-S
SS8-15 Staphylococe S S IS S S S S
S$8-16 Lactobacill S R/* S S R* s* R
S8-17 Lactobacill S R S S S S R
SS-18 Staphylococe S S s S S S S
SS-19 Lactobacill S R* S ) R/* S* Ri
SS8-20 Lactobacill S I'R R S R/ S R
§8-21 Staphylococe S S S S s S S
§8-22 Lactobacill S R R S IIR S R
§S8-23 Staphylococc S S S S S R S
SS-24 Lactobacill S R/A* S S R/ s* R
5S-25 Staphylococe s s s s s R s
NS-1 Pediococe S R* S S R* h R I/R* R
NS-2 Staphylococe s s s s s s s IR s
NS-3 Lactobacil S R* S S R/* s* R S R
NS-4 Staphylococc S S S S S S S S S
NS-5 Lactobacill S R* S S R* s* R R/ S
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Isolatnr. |Bakterie Folsomhet overfor antibiotika (R-I-S)

Amp Cipr Cefo Ery Gen Tet80 Van Pen Trim+sulf
NS-6 Lactobacill S R/* S S st St R S R
NS-7 Lactobacill S R* S S R* s* R s* R
NS-8 Lactobacill S R* S S R* s* R 1/s* S/
NS-9 Lactobacill S R* S S R* S* R RA* IIR
NS-10 Staphylococc 53 S S S S S s S S
NS-11 Lactobacill S R* S S RA* s* R s* R
NS-12 Lactobacill s R* S S R* s* R s* R
NS-13 Staphylococe S S S S S S S S S
NS-14 Lactobagill S R/* S S R* s* R s* R
NS-15 Staphylococc S S S S S R S IR S
NS-16 Lactobacill S R* S S R* S* R S* R
NS-17 Staphylococe S S S S S S S S S
SM-1 Streptococc S SA S S S/ S S
SM-2 Lactobacill S R S S R S S
SM-3 Lactococe S IS S S S S S
SM-4 Leuconostoc S S S S S S R
SM-5 Lactococe S S/ S S S S S
SM-8 Leuconostoc S S S S S S R
SM-7 Lactococe S S S S S/ S S
SM-8 Leuconostoc S S S ) S S R
SM-8 Lactococe S Si S S S S S
SM-10 Leuconostoc S S s S S S S
SM-11 Lactobacill S R* S S I/R* s* S
SM-12 Lactococc S R S S Sh S S
SM-13 Lactococc S S S S S S S
SM-14 Leuconostoc S S S S S S R
SM-15 Lactobacill S R* S S SA-R* s* S
SM-16 Bifidobacterium S ] S S /S S S
SM-17 Streptococc S S S S Si S S
SM-18 Lactobacill S R* S S S/-s8* s* S
SM-19 Lactobacill S s* S S R* s* R
SM-20 Lactococe S S-I-R S S S S S
SM-21 Leuconostoc S IS S S S S S
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Isolatnr. |Bakterie Folsomhet overfor antibiotika (R-I-S)

Amp Cipr Cefo Ery Gen Tet80 Van Pen Trim+sulf
SM-22 Lactococe S IIR S S S S S
SM-23 Leuconostoc S S S S S S S
SM-24 Leuconostoc S R S S R-I-S S R
SM-25 Lactobacill S R* S S s* s* S
NM-1 Streptococc S S S S S/ S S
NM-2 Lactobacill S R S S R S S
NM-3 Lactococe S S/ S S S S S S s
NM-4 Lactococe S S/ S S S S s S R/l
NM-5 Lactococe S S S S S S s s S
NM-& Lactococe S Si S S S S S S SAh
NM-7 Lactobacill S R S S R-I-S S R S Rl
NM-8 Lactococe S R/ S S S S S si R
NM-9 Streptococe S S S S S S S s S
NM-10 Lactobacill S R/ S S RA S R S s
NM-11 Lactobacill S R S S R S S s R
NM-12 Lactobacill S si s & R S R s R
NM-13 Lactococe S S S S S S S S R
NM-14 Propioniibacterium |S S S S S ) S S s
Im-1 S s S S S IS R s* s
Im-2 ) R* S s st 3* R S R
Im-3 s S S S S/ S S s R/
Im-4 S IS S s S S R S s
Im-5 S R* S S st st R s* R
Im-6 s s S S S S R s R
Im-7 S sh* S S s* s* R s* S
Im-8 S R/ S S S S R R R
Im-9 S s S S /s S R R/ R
Im-10 S S S S ) S R S R
Im-11 S S S S S S R S S
Im-12 S R S S S S S S S/
Im-13 S S S S S s R S S
Im-14 S S S S S S R S R
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Isolatnr. |Bakterie Folsomhet overfor antibiotika (R-I-S)

Amp Cipr Cefo Ery Gen Tet80 Van Pen Trim+sulf
Im-15 ) S S S S S R S S
Im-16 S R-I-S S S si S R Ri R
Im-17 S I/S S s S s R R R
Im-18 S R S S R/ S S B/ S
Im-19 S 1/18* S R I/R* st R s* R
Im-20 S Si S S S s S S R
Im-21 S S S S S S S S S
Im-22 Si S/ S S s
Im-23 S S R R S S R R R
Im-24 S IIR S S S S s R-I-S I/S
Im-25 S R/ S S ) S S IS R
Im-26 S S S S S S R S R
Im-27 S R-I-S S s S S S RN S
Im-28 S S/ S s -] S S R/ S
Im-29 S R-I-S S S S S R IIR R
Im-30 S R S S R/ S S R-I-S S
Pr-1 Enterococc S s R | R/ S S R S
Pr-2 Bifodobacterium S RA* s | R* s* S st S
Pr-3 Bifodobacterium S I/s* S R/l R* s* S s R
Pr-4 Enterococcus S R/ R R/ R/ S S R S
Pr-5 S RA* S R/l R* s* S 8 R
Pr-6 S R R R/ R S S R /s
Amp=ampicillin (33pg), Cipr=ciprofloxacin (10pg), Cefo=cetotaxim (30ug), Ery=erythromycin (78pg), Gen=gentamicin (40pg), Tet80=tetracyclin (80ug), Van=vancomycin (70pg)
Pen=penicillin (5pg), Tim/sulfa=trimetoprim(5.2pg)/sulphonamid(240ug).
mm"w.mnx:_Em spekepolse, zmuzL::nmsaam_ memns_mm. mz_u_mﬁm:x:_eﬂ meieriprodukt, NM=Naeringsmiddel meieriprodukt, Im=Importert ost, Pr=Preparat
mmxﬁm:m_mo_mﬂm_:mm falsomhet o<m:o_ﬂ m:gv_.ozxmgm_ er angitt som Wu (resistent), | hiew:sma_mw: m___mq S Amm:mES_.
Grenseverdier for inndeling i R, | og S er ikke oppagitt for tetracyklin (10pg) og chloramphenicol(10pg). _
Pga usikkerheten i avlesningene av hemmingssonene pa +/-2mm kunne et isolat i noen filfeller plasseres i flere av disse kategoriene (angitt som R/l, IIR, S/I, I/S. R-I-S el S-I-R).
Den forste bokstaven angir isolatets felsomet ut fra den avieste mm-verdien.
* Signifikant forskjellige hemmingssonestarrelser mellom MRS m.&_ﬂ og MHA++.
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