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SAMMANFATTNING

Enligt en erkdnd hypotes, mutant selection window hypothesis, uppstar och
uppratthalls antibiotikaresistens hos bakterier endast da antibiotikakoncentrationerna
ligger 6ver minimum inhibitory concentration (MIC)-vardet for en kénslig, omuterad
population. Det har skulle innebéra att de laga antibiotikakoncentrationer man finner i
miljon inte borde bidra till att uppratthalla resistens. Redan subinhibitoriska
antibiotikakoncentrationer har dock visat sig ha effekt pa bakterier genom att t.ex. oka
mutationsfrekvensen hos bakterier, selektera for resistenta mutanter och ge upphov till
nya sadana. Syftet med den har studien var att undersoka om en selektion vid laga
antibiotikakoncentrationer sker ocksa in vivo. Som modelldjur anvéandes grasander
inhysta i forsoksrum. Anderna inokulerades med en blandning av en
ciprofloxacinkénslig respektive —resistent stam av Escherichia coli och utsattes sedan
under ungefar tva veckor for laga koncentrationer ciprofloxacin i sin vattenmiljo.
Upprepade trackprov togs och proverna spreds pa selektiva plattor varvid andelen
ciprofloxacinresistenta kolonier av de ursprungligen inokulerade och i tracken
utsondrade bakterierna kunde bestammas. Studien omfattade sju forsoksomgangar
med olika ciprofloxacinkoncentration i varje forséksomgang; 0, 10, 20, 32, 100 ng/ml
samt 1 och 10 pg/ml. | studien borjade det ske en selektion av ciprofloxacinresistenta

bakterier vid ciprofloxacinkoncentrationen nagonstans mellan 10 och 20 ng/ml.

De koncentrationerna ligger 0ver de man uppmétt i vasterlandska vattendrag, men
under koncentrationer som uppmatts i Indien. Ciprofloxacin binder till sediment och
jord och ackumuleras i véxter. | vilt tillstand utsétts alltsa vattenfaglar som betar och
soker foda i bottensediment, for hogre  koncentrationer &n  vad
vattenkoncentrationerna  indikerar. |  studien anvéndes stammar  vars
resistensmutationer uppkommit i labbmilj6 och som innebar en kostnad for
bakterierna. | en naturlig situation &r det troligt att kostnaden skulle kompenseras for,
vilket talar for att en selektion av resistenta bakterier skulle ske vid lagre
koncentrationer an vad som iakttogs i det hér forsoket. Antibiotika i miljon kan tankas
selektera for resistenta bakterier.






SUMMARY

According to the mutant selection window hypothesis, antibiotic resistance in bacteria
is selected for only when concentrations of antibiotics exceed the minimum inhibitory
concentration (MIC) of a susceptible population. The low concentrations of
antibiotics found in the environment would therefore not contribute to the occurence
of resistance. How ever, subinhibitory concentrations of antibiotics have been shown
to excert an effect on bacteria by e.g. increasing the mutation rate, selecting for
resistant mutants and promoting the rise of new resistant mutants.

In this study, the issue whether selection of resistant bacteria takes place at low
concentrations of antibiotics also in vivo, was investigated using mallards as model
animals. The mallards were inoculated by a mix of ciprofloxacin-resistant and —
sensitive Escherichia coli and exposed to low concentrations of ciprofloxacin in their
water for approximately 2 weeks. Several fecal samples were obtained over the period
and spread onto selective plates in order to determine the fraction of ciprofloxacin
resistant E. coli as a proportion of the total count of inoculated bacteria shedded in the
fecal sample. Seven rounds were performed, each with different concentrations of
ciprofloxacin; 0, 10, 20, 32, 100 ng/ml and 1 and 10 pg/ml. Selection of
ciprofloxacin-resistant E.coli was observed at concentrations of 20 ng/ml and higher.
These concentrations exceed those measured in waters in the industrialized parts of
the world, but are lower than measured concentrations in India. Ciprofloxacin binds to
particles and sediments and accumulates in plants. Free-living mallards graze and
explore the sediments in aquatic environments and, hence, they are exposed to
significantly higher concentrations of ciprofloxacin than suggested by the
concentrations found in the water. The resistance mutations of the strains in this study
were selected for in vitro in a laboratory setting and conferred a fitness cost to the
bacteria. In a natural in vivo-setting, it is likely that the fitness cost would be
compensated for and eliminated, which suggests that selection of resistant bacteria
would occur at lower concentrations than was the case in this study. Environmental

concentrations of antibiotics are thus at risk of selecting for resistant bacteria.
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INLEDNING

Fa personer kan ha undgatt den 6kande uppméarksamheten kring antibiotikaresistens
hos bakterier och de problem som foljer i dess kolvatten. | flera decennier har
antibiotika varit en ovarderlig hjalp i behandlingen mot bakteriella infektioner, men
oron 6ver hur framtiden kommer att se ut 6kar i takt med att forskningen kring nya
sorters antibiotika minskar samtidigt som resistensen mot de befintliga 6kar, vilket
leder till att man allt oftare far ta till sistahandspreparat sa som vancomycin,
fluorokinoloner och karbapenemer (Levy, 2004). | sjukhusmiljéer har resistenta
patogener ofta uppkommit bara ett fatal ar efter att ett nytt antibiotikum har borjat
anvandas (Schmieder, 2012). World Economic Forum listar antibiotikaresistens som
en av de storsta riskerna for manskligheten (World Economic Forum, 2013).

Fragestallningen i det har examensarbetet ar huruvida man kan se en selektion av
ciprofloxacinresistenta Escherichia coli (E. coli) hos grasander som utsatts for laga

koncentrationer av ciprofloxacin i sin vattenmiljo.

Bakgrund

En hypotes om hur antibiotikaresistens uppstar genom mutationer ar den s.k. mutant
selection window (MSW) hypothesis, enligt vilken resistenta mutanter uppstar i en
bakteriepopulation endast da antibiotikakoncentrationen &r hogre an denkoncentration
som till 99 % forhindrar tillvaxt av den kansliga populationen. Den koncentrationen
utgor selektionsfonstrets undre grans. Den 6vre gransen, alltsa den koncentration som
inte selekterar for resistenta bakterier, & den antibiotikakoncentration déar ocksa de
muterade, mest resistenta bakteriernas tillvéxt upphor, d.v.s. MIC-vérdet (minimum
inhibitory concentration) for de muterade bakterierna, har kallat mutant prevention
concentration (MPC). En tillampning av den har teorin blir att doseringsregimen for
patienter under behandling borde efterstrava sa hoga antibiotikakoncentrationer pa
infektionsstéllet att inte heller de resistenta mutanterna klarar av att féroka sig, d.v.s.
att koncentrationen bor Gverstiga MPC. Pa det har sattet borde man undvika att

resistens uppkommer. (Drlica, 2007)

Det innebdr att koncentrationer lagre &n selektionsfonstrets undre grans inte borde ha
betydelse for uppkomsten av resistens och att koncentrationer lagre &n

selektionsfonstrets undre grans i miljon alltsa inte skulle selektera for resistens.



Flera studier visar emellertid att bakterier paverkas redan da de utsatts for
subinhibitoriska antibiotikakoncentrationer, det vill saga ocksa da det sker en tillvaxt
hos den ké&nsliga bakteriestammen. Det handlar t.ex. om att uttrycket av
kolonisationsfaktorer, mutationsfrekvensen, den intrakromosomala
rekombinationsfrekvensen, nedregleringen av virulensgener och den s.k. horisontella
genoverforingen (med hjalp av mobila genetiska element sa som plasmider och
integroner) kan oka (Varhimo 2008; Henderson-Begg, 2006; Lopez, 2007; Deneve,
2009; Lopez, 2009; Gillespie, 2005; Beaber, 2004; Fungtomc, 1993; Ohlsen 2003;
Herold, 2005). Dessutom har en ny studie av Gullberg et al visat att nya resistenta
mutanter faktiskt kan uppsta och att resistenta mutanterna i en i ovrigt kanslig
population har en fordel i form av snabbare tillvéxthastighet redan vid
ciprofloxacinkoncentrationer sa laga som 100 pg/ml, vilket motsvarade 1/230 av MIC
for den kénsliga populationen. Tidigare har det foreslagits att den kostnad det innebar
for mutanterna att bara resistens skulle medféra att de klarar sig sémre i situationer
med lagt antibiotikatryck och att deras kansliga motsvarigheter skulle ha en

tillvaxtfordel under sadana forhallanden. (Gullberg, 2011)

En annan aspekt av antibiotika i laga koncentrationer ar anvandandet av dessa som
tillvaxtbeframjande tillsats 1 djurfoder i subterapeutiska koncentrationer.
Verkningsmekanismerna &r inte helt kanda, men man tror att tunntarmens
bakterieflora konkurrerar med djuret sjalvt om naringsdmnen och producerar toxiska
substanser och att bakteriefloran h&ammas av antibiotikatillsatserna. Andra teorier &r
att tillsatserna gor att tunntarmsepitelet fortunnas, vilket forbattrar upptaget av
naringsamnen, liksom att substanserna hammar pafrestningar fran tarmkanalen pa
immunforsvaret (Jensen, 1998; Feighner, 1987; Krinke, 1996). Resultaten i flera
studier indikerar att det finns ett samband mellan anvandandet av antibiotika i laga
koncentrationer som fodertillsats och upp- och férekomst av resistens (Aarestrup,
2000; Bager, 1997; Mirzaagha, 2011). Efter att antibiotika som tillvaxtbeframjare
forbjods i Danmark, kunde man se en minskning av resistens mot de aktuella
preparaten, nagot som ocksa talar for att det finns ett samband (Aarestrup, 2001).
Sverige forbjod antibiotika som tillvaxtbeframjande tillsats i djurfoder ar 1986 och
sedan ar 2006 géller samma forbud i hela EU (Bengtsson, 2006; European

Commission, 2003). | manga andra lander sa som USA, ar det dessvarre fortfarande



tillatet och vanligt forekommande. | USA handlar det t.ex. om tillsatser som ger
koncentrationer pa 5-10 pg/g svinfoder for virginiamycin, 40-100 pg/g for tylosin och
10-50 pg/g for oxytetracyklin (Jacela, 2009).

Fitness och kostnad

Med begreppet fitness hos bakterier avses en individs eller en genotyps formaga att
Overleva och foroka sig (Andersson, 2010). Det ar allméant accepterat att det ofta
innebdr en kostnad (fitness cost) for bakterier att béra resistens mot antibiotika
(Andersson, 2006 och 1999). Den har kostnaden uttrycks i t.ex. minskad tillvaxt och
virulens, och far genomslag forst nar bakterierna inte star under ett antibiotikatryck
och de kansliga bakterierna saledes har en fordel. Det har foreslagits att
antibiotikaresistens skulle kunna vara reversibel tack vare att en kanslig population pa
grund av sin lagre fitness cost skulle konkurrera ut resistenta mutanter, om man
upphorde med antibiotikaanvandningen. Dessvdrre vet man numera att vissa
resistensmutationer inte medfor nagon kostnad for bakterier, utan ibland rentav ger
forbattrad fitness och att kostnader ocksa kan kompenseras for genom mutationer.
(Andersson, 2006)

Fluorokinoloner

Fluorokinoloner har anvants i ungefar trettio ar (Sayah, 2005). Inom
veterinarmedicinen i Sverige uppgick ar 2011 forskrivningen till 120 kg aktiv
substans, att jamforas med siffran for bensylpenicillin och tetracykliner som lag pa
knappt 6700 kg respektive drygt 1000 kg (SVARM, 2012). Humanmedicinen
forbrukade samma ar drygt 3000 kg fluorokinoloner (SWEDRES, 2012). Siffrorna
redovisar endast mangden aktiv substans som konsumerats och sdger ingenting om
antalet behandlingar. Férbrukningen har i Sverige minskat mer eller mindre gradvis
inom de bada falten under de senaste tio aren (SVARM 2012; SWEDRES, 2012).

Atta lander av 28 i Europa rapporterade in en signifikant 6kning av andelen
fluorokinolonresistenta humana kliniska E. coli- isolat under tiden 2007-2010. Bara i
tva lander sjonk andelen resistenta isolat signifikant. Av alla inrapporterade isolat var
I medeltal 20,7% resistenta. (European Centre for Disease Prevention and Control,
2011)



Ciprofloxacin ar en andra generationens fluorokinolon och var ar 2010 det femte mest
forskrivna antibiotikumet i USA (Drug Topics, 2011). L&kemedlet utbvar en
baktericid effekt pa ett brett spektrum av bakterier, framst gramnegativa men ocksa
manga grampositiva. Inom humanmedicinen anvands den flitigt i behandlingen mot
bl.a. urinvagsinfektioner (Lindgren, 2003). Vanliga fluorokinoloner inom

veterindrmedicin ar enrofloxacin och marbofloxacin (Kemper, 2008).

Fluorokinoloners baktericida effekt bestar i att de forhindrar bakteriernas transkription
och celldelning. Det sker genom att ldkemedlet binder till och hdmmar funktionen hos
enzymerna topoisomeras IV och DNA-gyras, som tillhér gruppen topoisomeras II.
(Drlica, 1997) Ciprofloxacinets effekt pa E. coli beror i storre utstrackning pa att det
hammar DNA-gyras an topoisomeras IV, medan motsatt forhallande rader for
grampositiva bakterier. (Hooper, 2000)

Resistens mot fluorokinoloner uppkommer pa tva olika satt hos E. coli; dels genom
kromosomala mutationer, dels plasmidmedierat. Den senare typen av resistens kan
spridas genom horisontell gendverforing och uppticktes sa sent som 1998 hos
Klebsiella pneumoniae (Martinez-Martinez, 1998; Hooper, 1999). Mekanismen &r
dock mycket mera séllsynt &n kromosomala mutationer. | en koreansk studie bar t.ex.
enbart 5 % av E. coli-isolaten fran ett sjukhus pa gener som kodade for
plasmidmedierad kinolonresistens. De generna var dessutom intressant nog inte

associerade med ciprofloxacinresistens. (Jacoby, 2003)

Utvecklingen av kromosomal resistens hos E. coli sker genom ackumulerade
mutationer i flera gener. Dessa mutationer kan delas in i tva olika klasser dar den ena
inbegriper gener som kodar for bakteriens DNA-gyras, sa som gyrA och gyrB.
Mutationer i dessa gener ger upphov till fordndringar i enzymet och férsémrar
lakemedlets bindning till det. Den andra klassen omfattar mutationer som minskar
lakemedelskoncentrationen i bakterien, genom att minska mangden transmembranella
poriner som tillater lakemedlet att komma in i cellen, eller genom att uppreglera

uttrycket av effluxpumpar som for ut det ur cellen. (Hooper, 1999)

Det forekommer dven korsresistens, dar resistensutvecklingen mot ett sorts

fluorokinolon ocksa medierar resistens mot en annan (RAF, 2010). Man har t.ex. i



Storbritannien sett att ciproflocaxinresistensen hos humanpatogena Salmonella spp
okade efter att man tillatit anvandandet av enrofloxacin i veterindrmedicinen
(Threlfall, 1997).

Antibiotika i miljon
Den forsta rapporten om antibiotika i miljon publicerades 1983. Sedan dess har det
utvecklats allt kansligare metoder for att detektera d&ven mycket laga koncentrationer

av dessa &mnen. (Segura, 2009)

Antibiotika hamnar i miljon pa i huvudsak tva sétt; dels genom att antibiotika som
utsondrats fran behandlade patienter t.ex. pa sjukhus och i privathushall undgar
nedbrytning i vattenreningsverk och foljer med det renade vattnet ut i vattendrag och
dels genom att det sker ett lackage fran jordbruket, dar antibiotika som administrerats
I terapeutiskt, profylaktiskt eller tillvaxtbeframjande syfte utsondras i track och feaces

och nar miljon, t.ex. vid godsling av akermark.

Fluorokinoloner &r tillsammans med sulfonamider den grupp av antibiotika som
langst persisterar i miljon, inklusive vattenmiljon (Huang, 2001). Syntetiska
antibakteriella ldkemedel bryts oftast ned sdmre &n naturliga som exempelvis
betalaktamer, som snabbt elimineras av miljobakterier (Kimmerer, 2004).
Fluorokinoloner ar mycket stabila i hoga temperaturer och mot nedbrytning i miljon
m.h.a. hydrolys, men fotolyseras av UV-stralning. Nedbrytningen sker langsammare i
jord &n i vatten, och ldkemedlen forflyttar sig snabbt fran vatten till sediment och
binder till det (Pico, 2007). De forsvinner fran avloppsvattnet fraimst genom att de
adsorberar och binder till partiklar i slammet och &r motstandskraftiga mot
bionedbrytning (Lindberg 2007; Li, 2010; Golet, 2003). En studie visade att
ciprofloxacinkoncentrationen i jord som godslats med slam enbart minskade fran 0,40
mg/kg torrsubstans till 0,27 mg/kg pa 13 manader (Golet, 2002). En avgorande faktor
som bestammer var fluorokinolonerna som natt vattenreningsverken tills sist hamnar,

ar alltsa vad som sker med slammet (Golet, 2003).

For ciprofloxacin galler att 45 % av en oral dos utsondras oféréndrad i urin och 25 % i
faeces (RAF, 2010; Golet, 2003). | en studie pa hur olika sorters antibiotika bryts ned,
kunde man forutom att konstatera den laga bionedbrytningsgraden av ciprofloxacin,



ocksa se att nedbrytningsprodukterna uppvisade antibakteriell aktivitet (Halling -
Sarensen, 2003).

Merparten av forskningen pa antibiotikaférekomst i miljo ar gjord i
hoginkomstldnder. Det finns begréansad kunskap om hur situationen ser ut i
laginkomstlander (Segura, 2009). Ett problem som uppméarksammats pa senare tid ar
de stora volymer av antibiotika som slapps ut fran lakemedelsfabriker. Problemet
rader speciellt i utvecklingslander dar vattenreningen &r bristfallig. Ofta ar det i dessa
lander som lakemedelsforetagen later producera de aktiva substanserna. | Indien har
man tex. i vattendrag i anslutning till  fabrikerna  uppmétt
ciprofloxacinkoncentrationer som ar hogre &n terapeutiska plasmakoncentrationer hos

patienter under behandling. (Larsson, 2007)

Antibiotikaresistens i miljon

Det ar ett faktum att det férekommer resistenta bakterier i vattenmiljon (Schwartz,
2003; Heuer, 2002; Zhang, 2009). Man har dven sett i flera studier att
resistensforekomsten ar stérre hos bakterier i vattendrag nedstrdms vattenreningsverk
an 1 vattendrag uppstroms eller utan narhet till reningsverk (Goni-Urriza, 2000;
Hamelin, 2007; Watkinson, 2007). En anledning till detta kan vara att bakterierna
utsatts for resistensselekterande antibiotikakoncentrationer med ursprung i
avloppsvatten. En annan anledning kan vara att avloppsvattnet bar med sig resistenta
bakterier fran t.ex. sjukhusmiljoer.

Bara uppskattningsvis en procent av de bakterier som finns allmant i miljén kan odlas
fram i labb med standardtekniker, vilket medfort att det fortfarande saknas kunskap
om hur resistensmonstren ser ut i miljon (Heather, 2001). Man har ocksa av tradition
mest fokuserat pa resistens hos humanpatogener, men pa senare tid har
forskningsfaltet utvidgats till att omfatta dven andra bakterier. Med hjalp av de
modernare tekniker som detekterar resistensgener i t.ex. vatten- och jordprover har
man, utan att behdva ta steget via odling, ocksa kunnat fa en battre bild av hur
antibiotikaresistens uppkommer, uppréatthalls och sprids. Man anvander termen
antibiotic resistome” for att bendmna den i miljon forekommande reservoar av gener
som kan koda for antibiotikaresistens (Canton, 2009; Wright, 2010). Man har funnit

att resistensgener ar vanliga i miljon och har existerat ocksa fére manniskan bérjade



anvandas sig av antibiotika (Song, 2005; Allen, 2009). Den har resistenspotentialen i
miljon finns naturligt som svar pa bakteriers egen och andra bakteriers och svampars

antibiotikaproduktion.

Man har dock forstatt att antibiotikaresistens uppkommer inte enbart som skydd mot
antibiotika utan att fenomenet ar mera komplext. Ett exempel ar effluxpumpar som
ger antibiotikaresistens men ocksa pumpar ut andra substanser som é&r toxiska for
bakterien, t.ex. desinfektionsmedel och tungmetaller (Poole, 2001; Martinez 2009a).
Andra faktorer kan med andra ord selektera fOr resistens utan att resistens &r det
primara malet (Andersson, 2006). Antibiotika besitter nagot av en dubbelnatur i den
bemarkelsen att det kan verka skadligt pa bakterier, men samtidigt i laga
koncentrationer ha en annan funktion, som att fungera som signalmolekyler i en
bakteriepopulation och reglera metabolismen hos bakterierna (Martinez, 2009b).
Dessa effekter hos molekylerna kan ocksa vara en av forklaringarna till att
antibiotikatillsatser i djurfoder i sa laga doser att de inte borde vara effektiva mot
subkliniska infektioner anda framjar tillvaxten hos djuren, ger mindre subkliniska

sjukdomar och minskar dédligheten (Aminov, 2009).

Det rader osakerhet kring huruvida antibiotika i miljon bidrar till att resistens
uppkommer och uppréatthalls. Vissa forskare menar att det saknas tillracklig eller
entydig forskning kring en mangd faktorer sa som effekterna av subinhibitoriska
koncentrationer och ldkemedlens beteende i miljon for att dra den slutsatsen och att
det snarare kan handla om redan resistenta bakterier som sprider resistensgenerna
vidare (Sarmah, 2006; Ohlsen, 2003; Kiimmerer, 2004). Antibiotikakoncentrationerna
i miljon har ocksa ansetts vara for laga for att utova ett selektionstryck med avseende
pa resistens (Summers, 2002). Andra forskare menar att antibiotika i miljon faktiskt
verkar bidra till att 6ka resistensnivaerna (Wright, 2010; Segura, 2009; Hoa, 2011;
Tello, 2012).

Om det forhaller sig sa att antibiotika i miljon bidrar till att selektera for resistens hos
miljobakterier, kan dessa resistensmekanismer sedan spridas vidare till patogena

bakterier genom horisontell gendverféring.



Antibiotikaresistens hos viltlevande faglar

En tjeckisk studie visade att forekomsten av de vanligaste resistenta E. coli -
fenotyperna hos viltlevande masar korrelerade val med hur konsumtionsmonstren av
antibiotika ser ut i Tjeckien, bade veterinar- och humanmedicinskt (Dolejska, 2007).
En annan studie visade hur resistensmonstret hos E. coli hos vilda kanadagéss
varierade i enlighet med hur utsatta faglarna var for avfall fran lantbruket. Ingen
resistens sags hos bakterier isolerade fran de faglar som uppeholl sig i omraden dar de
saknade kontakt med utddslingsprodukter fran lantbruket, medan de som hade
direktkontakt med utgddslingsprodukter fran svingardar daremot hade signifikant
hogre resistensprevalens (Cole, 2005). En studie gjord i Frankrike visade hdga
generella nivaer av resistenta E. coli hos masar och manga av stammarna hade
likadana resistensmonster som man sett i kliniska, humana isolat, vilket indikerar att
faglarnas resistensnivaerna hos faglarnas bakterier beror pa att de vistats i omraden
med hog mansklig aktivitet (Bonnedahl, 2009). I en portugisisk studie var néstan 19

% av E. coli-isolaten fran masar ciprofloxacinresistenta (Radhouani, 2009).

Faglar som masar och ander uppehaller sig garna kring vattendrag och utsatts dar for
bade antibiotika och resistenta bakterier. Faglarna kan fungera som reservoarer for
resistenta bakterier som ar patogena for manniskor och djur i ménniskans narhet
(Simdes, 2010). Nar faglarna migrerar kan de sedan sprida resistenta patogener sa
som E. coli, Salmonella spp och Campylobacter spp, genom att deras track férorenar
akermark och ytvatten, ocksa langt ifran den plats déar de plockade upp resistensen.
Man har hittat multiresistenta E. coli hos arktiska faglar, en indikation pa att resistenta
gener eller bakterier kan spridas dver stora omraden och férekomma i miljoer aven

utan uppenbart selektionstryck p.g.a. antibiotikaanvéandning. (Sjélund, 2008)

Det rader alltsa osdkerhet kring hur och om resistens uppkommer och uppratthalls i
vilda djur p.g.a. antibiotikakoncentrationer i miljon. Den mesta av forskningen pa
subinhibitoriska effekter ar gjord in vitro. Det har examensarbetet baseras pa ett in
vivo -forsok med syfte att studera om det sker en selektion av resistenta bakterier i
grasander som utséatts for 1aga antibiotikakoncentrationer i sin vattenmiljo.



MATERIAL OCH METOD

Oversikt

EtikansOkan ar godkénd av Uppsala Djurforsoksetiska Namnd, nr C125/12. Forsoket
bestod av sju forséksomgangar med fem &ander i vardera och inleddes med att faglarna
inokulerades med en blandning av en ciprofloxacinresistent respektive — kanslig stam
av E. coli. Bada stammarna var streptomycinresistenta for att mojliggéra urskiljning
fran Ovriga tarmbakterier. Anderna utsattes sedan for ciprofloxacin i laga
koncentrationer i sitt vatten i mellan 10 och 17 dagar. Det enda som i 6vrigt skiljde
sig mellan forsoksomgangarna var ciprofloxacinkoncentrationen i &ndernas vatten
samt det faktum att en and avlivades i ett tidigt skede och att forsoksomgangen

saledes bara hade fyra dnder.

Anderna provtogs kontinuerligt med bestamda tidsintervall och proverna hanterades
sedan omgaende pa labb, for att bestdmma hur stor del av de streptomycinresistanta
bakterierna i tracken som var resistenta ocksa mot ciprofloxacin vid
provtagningstillfallet. Da alla ander varit negativa vid ett provtillfalle avslutades
forsoksomgangen genom att anderna avlivades farmakologiskt med pentobarbital
intravenost i benet. | tre fall avlivades &nderna trots att en fagel fortfarande
utsondrade streptomycinresistenta bakterier vid sista provtagningen. Som langst
varade en forsoksomgang i 17 dagar. En enkel obduktion gjordes ocksa i samband
med avlivningen dar track direkt fran tunntarm, blindtarm och grovtarm provtogs och
hanterades pa samma sétt som de ordinara proverna. Detta for att undersdka om
streptomycinresistenta bakterier kunde vara kvar i nagon del av tarmen trots att

proverna var negativa.

Anderna

Anderna var uppfédda i utomhushégn och var under hela forséket inhysta i Djurhuset
pa SVA. Samtliga faglar var av hankdn och mellan tre och sex manader gamla. Under
sjalva forsoket bodde fem stycken ander i ett forsoksrum pé& ungefar 10 m?, med
tillgéng till en 1 m? stor balja som var rummets enda vattenkalla. De hade fri tillgéng
till pellets och havre och fick span och hé som underlag. | vantan pa att tas in i
forsoket bodde de under likadana forhallanden, men med hogre djurtathet och storre
vattenvolymer. Innan dnderna togs in i forsoket vagdes de, liksom innan avlivning vid

forsoksomgangens slut.



Ciprofloxacinadministreringen
Andernas enda vattenkalla i forsoksrummet rymde 170 liter. Vattnet i den byttes ut
varje dag och ciprofloxacin tillsattes. Innan varje byte togs vattenprover for att senare

kunna analyseras med avseende pa faktisk ciprofloxacinkoncentration.

De lagre doserna (till forsoksomgangarna med koncentrationerna 10 — 100 ng/ml)
framstalldes genom att en losning innehallande 0,1 M saltsyra i autoklaverat och
destillerat vatten med ciprofloxacinkoncentrationen 10 mg/ml forst bereddes och
sterilfiltrerades. Onskad volym av denna I6sning pipetterades darefter ned i ett 50 ml
falconrér med ungeféar 50 ml autoklaverat och destillerat vatten. De hogre doserna (till
forsoksomgangarna med koncentrationerna 1 och 10 pg/ml) bereddes genom att (170
mg respektive 1,7 g) ciprofloxacin I6stes upp i ett falconrér innehallande ca 50 ml
destillerat och autoklaverat vatten med 0,1 M saltsyra. Roren forvarades i kylskap tills
de togs fram, ett for varje dag, och forst blandades ut i ca fem liter vatten for att

sedan blandas ut i baljan.

Inokulat och inokulering

Som ursprungsstam anvandes en stam av E. coli som isolerats fran en viltlevande mas
I Spanien (Linus Sandegren, Inst. for medicinsk biokemi och mikrobiologi, Uppsala
Univ., pers. medd.). Stammen &r i grunden ESBL-producerande och resistent mot
ampicillin och cefotaxim. Med utgangspunkt i den har stammen togs sedan tva
isogena stammar fram, som i tilldgg bar resistens mot streptomycin och den ena
dessutom mot ciprofloxacin. Det h&r skedde genom att flera kulturer av den
ursprungliga stammen odlades upp och spreds pa plattor med 500 pg/ml streptomycin
for att erhalla streptomycinresistenta mutanter. De enstaka kolonier som vaxte pa dem
renstroks ytterligare en gang pa streptomycinplattor. Den streptomycinmutant med
bast tillvaxthastighet (testat med Bioscreen) valdes sedan ut. Med utgangspunkt i
denna togs sedan den ciprofloxacinresistenta mutanten fram pa samma sétt, genom att

flera kulturer av streptomycinmutanten spreds pa ciprofloxacinplattor.

MIC-vérdet bestdmdes med hjalp av Etest (AB bioMerieux, Solna, Sverige) for
ciprofloxacin till 0,094-0,125 pg/ml hos den ciprofloxacinresistenta stammen och

0,016-0,023 pg/ml hos den kansliga. Fitnessen (d.v.s. tillvaxthastigheten) hos den
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ciprofloxacinkansliga stammen i forhallande till vildtypen var 82 % och for den

resistenta 79 %.

Stammarnas nytillkomna resistensmutationer identifierades med hjélp av
sekvensering. Streptomycinresistensen medierades av en mutation i rpsL (K43L) och
ciprofloxacinresistensen av en mutation i gyrA (D87Y). Bdgge mutationerna ar
vanligt forekommande. (Rotem, 2012; Hopkins, 2005)

Stammarna forvarades i frysmedium i frys i -80°C. Infor inokulering av anderna
odlades de tva stammarna upp pa Luria agar (LA-) plattor innehallande cefotaxim (3
pg/ml). Stammarna ympades sedan ned i Luria broth (LB-) medium innehallande
cefotaxim (5 pg/ml) och inkuberades 6ver natten under skakning i 37°C.
Overnattskulturerna koncentrerades darefter genom att centrifugeras ned till en pellet
som sedan l6stes upp i 2,5 ml LB-medium varefter I6sningen spaddes till 3,5 ml med
ytterligare LB-medium. Darefter blandades de tva kulturerna (3,5 ml+3,5ml) ihop sa
att det slutliga inokulatet bestod av ungefar halften av vardera den
ciprofloxacinkénsliga och -resistenta stammen FoOr att undersoka méngden och
andelen ciprofloxacinresistenta bakterier i det slutliga inokulatet, gjordes infor varje
inokulering en s.k. viable count, dar de tva olika inokulaten spaddes i en serie i
fysiologisk koksaltlosning, spreds pa LA-plattor utan antibiotika och inkuberades
Over natten, varefter kolonierna rdknades. Inokulering gjordes med hjalp av en

knappkanyl ned i matstrupen pa anderna och varje and fick 1ml inokulat.

Provtagning

Den forsta provtagningen gjordes dag 0, d.v.s. strax innan inokuleringen, for att
utesluta eventuell streptomycinresistens hos andernas egna koliforma bakterier. Sedan
upprepades provtagningarna dag 1, 3, 7, 10, 14 och 17, som l&ngst.
Forsoksomgangarna avslutades senast dag 17 p.g.a. tidsplaneringen for studien.
Provtagningen dag ett skedde 22-24 timmar efter inokuleringen. De 0&vriga
provtagningarna utfordes pa avsedda dagar med mindre an tre timmars avvikelse fran
varandra. Vid provtagningstillfallena infingades och placerades varje and i en
pappkartong och fick sitta dar i ungefar tio minuter. Med hjélp av en steril tops togs
prov fran kartongen och placerades i ett 2 ml-rér med 0,5 ml medium bestaende av
PBS (phosphate buffered saline) med 10 % DMSO (dimetylsulfoxid). Vid tva
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tillfallen, da anden inte defekerade i kartongen, togs provet genom att fora in topsen
1-2 cm i andens kloak. Provet bestod med andra ord av tracken fran topsen l6st i 0,5

ml medium.

Vid andernas ankomst till SVA provtogs de pa ordinarie satt for att undersoka
foérekomst av streptomycin- eller ciprofloxacinresistenta koliforma bakterier. Proverna
spreds pa EMBL-plattor (Eosin Methylene Blue Lactose agar )med 500 pg/ml
streptomycin  och EMBL-plattor med 0,04 pg/ml ciprofloxacin. Infor varje
forsoksomgang, strax innan inokuleringen, provtogs anderna ytterligare en gang for
att sakerstilla att de inte redan bar pa nagra koliforma bakterier med
streptomycinresistens. Proverna spreds pa EMBL-plattor med 500 pg/ml
streptomycin.

Vid proverna som togs i samband med obduktionerna var material och
tillvagagangssatt desamma som vid ordinarie provtagningar, men proverna togs fran
mitt pa tunntarmen, blindtarmen (den ena skankeln) och grovtarmen. Det samlades
ocksa storre mangder track fran redan namnda tarmavsnitt och ocksa duodenum och
ileum, for att senare kunna analyseras med avseende pa ciprofloxacinkoncentration i
tarminnehallet. | forsoksomgangarna med 0 och 10 ng/ml obducerades enbart tva

ander i varje, 1 dvriga obducerades samtliga.

Odlingsforfarande och analys av proverna

Pa labbet pipetterades 0,5 ml av proverna (track 16st i 0,5 ml medium) och spreds med
hjalp av glaskulor pa EMBL-plattor med 500 pg/ml streptomycin. Plattorna
inkuberades dver natten och féljande dag raknades kolonierna och flyttades sedan
over med sterila tandpetare till ytterligare en EMBL-platta med 500 pg/ml
streptomycin och en EMBL-platta med 0,06 pg/ml ciprofloxacin. Om den
ursprungliga plattan hade férre an 48 st colony forming units (CFU) flyttades
samtliga, om den hade fler flyttades 48 stycken. Kolonierna plockades ut
randomiserat. Pa varje platta placerades ocksd en kontroll av vardera den

ciprofloxacinresistenta respektive —k&nsliga streptomycinresistenta stammen.

Foljande dag lastes plattorna av och andelen (fraktionen) streptomycinresistenta

koliformer som ocksa var ciprofloxacinresistenta bestamdes. Vid enstaka tillfallen
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forekom sa riklig vaxt pa plattorna att enskilda kolonier inte kunde plockas upp och
flyttas. Da slammades en liten del av den matta som bildats pa plattan upp i
fysiologisk koksaltlosning och spaddes i en serie, varefter utvalda spadningar spreds
pa streptomycinplattor. Fran dessa kunde sedan kolonier plockas och flyttas pa vanligt

Satt.

RESULTAT

Viable count

Resultaten fran den viable count som gjordes infor varje forsoksomgang redovisas i
tabell 1 och 2. Fraktionen, alltsa andelen ciprofloxacinresistenta bakterier i det slutliga
inokulatet, &r utrdknat som antalet ciprofloxacinresistenta CFU / (antalet

ciprofloxacinresistenta + ciprofloxacinkénsliga CFU).

For forsoksomgangen med ciprofloxacinkoncentrationen 100 ng/ml saknas tyvarr data
p.g.a. ett tekniskt missode. Resultaten fran de Ovriga koncentrationerna ar dock
samstdammiga och 100 ng/ml-forsoket utférdes under precis samma omstandigheter.

Déarfor antas &ven vérdena dar vara i samma storleksordning.

Tabell 1. Andelen (fraktionen) ciprofloxacinresistenta bakterier i inokulatet i de olika
forsoksomgangarna

ciproflolj((;zsiﬁlli)?lrggr?t?gggi, ng/ml Fraktion

0 0,46

10 0,46

20 0,48

= 0,51

100 Data saknas
10° 0,46
10* 0,49
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Tabell 2. Antalet colony forming units (CFU) per milliliter i inokulatet i de olika
forsoksomgangarna

ciprofloioalzzsiﬂi?)%rgg:t?gggz, ng/ml ISl e AU (et et
0 2 x 10"
10 2 x 10"
20 5,7 x 10"
32 5 x 10"
100 Data saknas
10° 6,3 x 10"
10* 7,4 x 10"

Provtagning fore forstksstart
Inte vid nagot tillfalle kunde streptomycinresistenta koliforma bakterier i dndernas
egen tarmflora pavisas i proverna. Vid den inledande provtagningen vid andernas

ankomst bar 14 av 30 provtagna ander pa ciprofloxacinresistenta koliforma bakterier.

Provtagning under forséksomgangarna

Antal streptomycinresistenta colony forming units i proverna

Antalet CFU i proverna ar beraknat som ett medelvarde av antalet CFU/ml i proverna
fran de fem ander som ingick i respektive grupp och redovisas i figur 1. Fyra prover,
tre prover fran forsoksomgangen utan ciprofloxacin och ett prov fran den med 32
ng/ml), hade vid dag 1 sa stor mangd streptomycinresistenta bakterier att kolonierna
bildade som en matta pa streptomycinplattorna. Da det inte gick att avgora exakt hur

ménga kolonier som fanns pa plattan, uppskattades antalet till 25 x 10° CFU/ml.
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< 1500 “20 ng/ml
£32 ng/ml
1000 - £100 ng/ml
“1 pg/ml
10 pg/ml
500 -
0 _‘_-‘_J I
Dag Dag Dag
Dag 1 | Dag3 | Dag7 10 14 17
“0mg/ml | 16600 | 280 104 60 208 0
“10ng/ml | 1286 | 3208 | 250 2 0 0
“20ng/ml | 3628 4 4
H32ng/ml | 6470 5 22 1
“100ng/ml | 1754 90 62 24 22 30
1 pg/ml 222 122 192
10 pg/ml | 1734 6 0

Figur 1. Antalet streptomycinresistenta colony forming units (CFU) per milliliter i proverna,
medeltal. n=5 i samtliga férsok forutom 32 ng/ml dar n=4. Under stapeldiagrammet ses en
tabell med de exakta vardena. Tva av vardena dag ett ar s& hoga att de trunkerats i
stapeldiagrammet.

En and i forsoksomgangen med 32 ng/ml avlivades efter nagra dagar eftersom
rangordningen gjorde att den inte fick tillgang till vattenbaljan. Resultaten fran denna
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and ar inte medraknade och resultaten har bygger alltsa pa fyra dnder. Omgangarna
med koncentrationerna 20 och 32 ng/ml avbréts innan samtliga ander var negativa
p.g.a. tidsbrist. | forsoksomgangen med 100 ng/ml fanns det ocksa positiva faglar vid
sista provtagningstillfallet. Vid 20 ng/ml hade en and 8 CFU/ml i sista provet, vid 32
ng/ml 2 CFU/ml och i den med 100 ng/ml hade en and 146 och en annan 2 CFU/ml.

Vanligtvis fortsatte en and som inte utsondrade streptomycinresistenta bakterier i
tracken vid ett provtagningstillfalle att vara negativ vid efterféljande provtagningar.
Det finns dock ett fatal undantag; tre i forsoksomgangen med 20 ng/ml, ett i 32 ng/ml,

ett i 100 ng/ml och ett i 1 pug/ml.

Fraktion
I figur 2 anges hur stor andel av de streptomycinresistenta koliforma CFU i proverna
som ocksa ar ciprofloxacinresistenta, d.v.s. fraktionen ciprofloxacin- och

streptomycinresistenta CFU av det totala antalet streptomycinresistenta CFU.

1,2
1
o) ng/ml
g 0,8 @10 ng/ml
% 0.6 T2 20 ng/ml
k= 0.4 em==32ng/ml
@100 ng/ml
0,2
1 pg/ml
0 10 pg/ml

3 7 10 14 17
Provtagningsdag

=

Figur 2. Andelen (fraktionen) ciprofloxacin- och streptomycinresistenta CFU av det totala
antalet streptomycinresistenta CFU vid de olika provtagningstillfallena i de olika
forsoksomgangarna. Fraktionen ar utréaknad som ett medeltal av fraktionerna i varje enskilt
prov hos de ander som ingick i respektive forsoksomgang. Vardet vid dag 0 &r fraktionen for
inokulatet.

For att synliggora variationen mellan dnderna i en omgang, redovisas i figur 3 a-g

fraktionerna omgangsvis, for varje enskild and.
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Fig. 3a: 0 ng/ml

Fig. 3b: 10 ng/ml
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Fig. 3g: 10 pg/ml

1,2

0,6
0,4
0,2

Fraktion

Dag

14 17

Figur 3a-g. Fraktionen i de

enskilda proverna fran varje and i
en forsdksomgang. Okontinuerliga
linjer indikerar att det saknades
streptomycinresistenta kolonier i

provet fran ett

provtagningstillfélle.

Streptomycinresistenta bakterier i tarminnehallet vid obduktionen

Proverna fran obduktionen var negativa med undantag for sex ander som redovisas i

tabell 3.

Tabell 3. Resultaten fran obduktionerna i slutet av varje férsoksomgang

Forsoksomgangens Antalet
. . Antalet )
ciprofloxacin- streptomycin-
i . streptomycin- ] .
koncentration, Tarmavsnitt Fraktion resistenta
resistenta .
ng/ml CFU/ml i
CFU/ml .
sista provet
Grovtarm 128 0,5
0 0
Blindtarm 62 0,58
20 Tunntarm 2 1 8
20 Grovtarm 62 0,71 0
100 Blindtarm 4 1 2
10* Blindtarm 2 1 0
Endast ett fatal av proverna tagna vid obduktionen inneholl

alltsa

streptomycinresistenta koliformer. En av de fem &nderna som var positiva pa

proverna fran obduktionen och negativa pa det ordinarie provet precis innan, hade

varit negativ vid de tva senaste provtagningarna och en annan and vid de tre senaste.
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Andernas vikter

Resultaten fran vagningen av anderna vid forsoksforsoksomgangens start och slut
redovisas i tabell 4. Viktforandringarna hos anderna fran forsoksomgangarnas start till
slut varierade mellan 5,6 % viktokning till 55 % viktminskning. Faglarna i
forsoksomgangen med mest ciprofloxacin var den enda omgang déar alla gick upp i

vikt. Fran 0 och 10 ng/ml-omgangarna saknas data.

DISKUSSION

I studien tycktes det borja ske en selektion av ciprofloxacin- och
streptomycinresistenta E. coli i &nderna vid ciprofloxacinkoncentrationen 20 ng/ml i
vattenmiljon, medan en koncentration av 10 ng/ml inte resulterade i en sadan
selektion. Brytpunkten for nar selektionen borjar ske forefaller saledes ligga

nagonstans mellan 10 och 20 ng/ml.

Forutom att inverka pa den ciprofloxacinkansliga andelen av streptomycinresistenta
E. coli i tracken, spelade ciprofloxacinkoncentrationen i vattnet ocksa roll for
kolonisationslangden i anderna. Anderna i forsoksomgangen utan antibiotika i vattnet
bar streptomycinresistenta E. coli i tarmen langst tid och i forsoksomgangen med
hogst koncentration forsvann de snabbast. Det enda undantaget &r en and i
forsoksomgangen med 100 ng/ml som fortfarande utséndrade streptomycinresistenta

E. coli i tracken vid sista provtagningen.

Antal streptomycinresistenta bakterier

Antalet  streptomycinresistenta  E.  coli i proverna relaterat till
antibiotikakoncentrationen i vattnet uppvisar inte nagot entydigt monster. Till
exempel inokulerades anderna i forsoksomgangarna utan ciprofloxacin och med 10
ng/ml i vattnet med samma inokulat, eftersom dessa tva omgangar lopte parallellt (de
ovriga inokulaten bereddes enskilt infor varje omgang). Likval sa urskiljde anderna i
den senare forsoksomgangen betydligt mer streptomycinresistenta bakterier i tracken

vid dag 3 an dnderna i den forsta, trots att motsatsen skulle vara att férvanta.
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Antalet streptomycinresistenta E.coli i proverna fluktuerade hos flera individer
mycket mellan provtagningarna (figur 3 1-g). Exempelvis hade en and i
forsoksomgangen med 1 pg/ml ciprofloxacin 3200 CFU/ml i tracken dag 1 och sedan
2, 960 och slutligen 0 CFU/ml vid de foljande tre provtagningarna. Variationen kan
bero pa vilken del av tarmen som toéms vid provtagningstillfallet. En tidigare studie
utford pa slaktkycklingar har visat att antalet E. coli i blindtarmarna &r hogre an i
ovriga tarmavsnitt (Seidavi, 2010). En annan orsak till variationen kan vara att
trackméngden i proverna inte varit exakt lika. Sjalva metoden med provtagning med
tops tillfor ocksa en viss osdkerhet till studien, da mangden track som resultaten
grundar sig pa ar liten och innehallet i proven inte kan anses vara representativa for

eller reflektera bakterieforhallanden i tracken i stort.

Kolonisationslangd

I studien tenderade stigande antibiotikakoncentrationer att ge en allt kortare
kolonisationslangd i anderna. | forsoksomgangen utan antibiotika i vattnet hade de
gjort sig av med de streptomycinresistenta E. coli forst vid dag 17 och i
forsoksomgangen med den hogsta koncentrationen (10 pg/ml) redan vid dag 3. En
individ i forsoksomgangen med 100 ng/ml avviker genom att den fortsatte utséndra
streptomycin- och ciprofloxacinresistenta E. coli fortfarande dag 17 da experimentet
avslutades. Forsoksomgangarna med 20 och 32 ng/ml avslutades innan samtliga
ander var negativa. Dock aterstod bara enstaka kolonier vid sista provtagningen i

dessa forsoksomgangar och det ar troligt att de skulle ha varit helt negativa dag 14.

Den and i forsoksomgangen med 100 ng/ml som utsondrade streptomycin- och
ciprofloxacinresistenta E. coli under hela forsoket trots att alla andra &nder varit
negativa sedan dag 10 &r ett bra exempel pa vad som kan ske i en in vivo-situation dar
individfaktorer spelar roll for ett forlopp. Anledningen till avvikelser i saval
kolonisationslangd, antal bakterier som fraktion kan vara skillnader i immunstatus,
ovrig tarmflora, tarmpassagehastighet och/eller allmant halsotillstand. Andens tillgang
till vattnet kan ocksa ha betydelse for vilken antibiotikakoncentration bakterierna i
tarmen utsatts for. Detta kan i sin tur bero pa beteendefaktorer hos dnderna som t.ex.
rangordning i gruppen. Andernas beteenden och rangordning ar inte studerade.
Noggranna observationer och kartlaggningar av rangordning och uppehallstid i

vattenbaljan skulle kunna ge intressant information. En annan tankbar forklaring till
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det forlangda bararskapet ar att det uppstatt ytterligare mutationer som givit okad
resistens. Det ar inte vidare undersokt hos den aktuella anden. | provet fran en annan
and 1 forsoket med 32 ng/ml som utsondrade ciprofloxacin- och
streptomycinresistenta E. coli nar de dvriga i forsoksomgangen hade upphort att gora
det, pavisades dock ingen forandring i MIC-vardet vilket talar emot att ytterligare

mutationer uppstatt.

Da anderna i forsoket levde med en mer begransad vattentillgang an situationen in
vivo ar det mojligt att fekal-oral spridning kan ha skett i storre utstrackning &n i det
vilda. I en grasandsstudie med liknande upplagg sags att ESBL-producerande E. coli
kunde spridas mellan &nder i en grupp om 15 (Josef Jarhult, Inst. for medicinska
vetenskaper, Uppsala Akademiska Sjukhus, pers. medd.).

I denna studie forekom inget antibiotikatryck och de ESBL-producerande E. coli-
stammar som anvandes var inte resistens-modifierade som i detta examensarbete.
Potentiellt skulle en atercirkulation kunna leda till en Overskattning av antalet
streptomycinresistenta E. coli. | flera av forsoksomgangarna ar ocksa
koncentrationerna i vattnet tillrackligt hoga for att inhibera tillvéxten hos bakterierna;
om denna faktor har betydelse skulle den eventuellt kunna bidra till att forklara den

kortare kolonisationsldngden i forsoken med hdgre antibiotikakoncentrationer.

Fraktion
I studien sker en selektion av ciprofloxacinresistens hos streptomycinesistenta E. coli
vid laga ciprofloxacinkoncentrationer i vattnet med en brytpunkt mellan 10 och 20

ng/ml.

I fitnessforsoken innan forsoket inleddes tappade den resistenta stammen 3 % for
varje generation gentemot den kénsliga ndr de jamfordes med vildtypens
tillvaxthastighet. Forsoksomgangen utan ciprofloxacin visar att
ciprofloxacinresistensen faktiskt innebar en kostnad for bakterierna ocksa in vivo,
eftersom de bakterier som bar den borjar forsvinna redan dag 1.

Resistensmutationerna hos experimentbakterierna har inte uppkommit under naturligt
urval utan in vitro under kort tid och hart selektionstryck. Man har sett att fitnessen
for ciprofloxacinresistenta gonokocker déar resistensen medieras pa gyrA till och med
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kan vara hogre an for vildtypen. Studien visar ocksa att kostnaden for
ciprofloxacinresistensen kan kompenseras for in vivo och helt elimineras (Kunz,
2012). Om ciprofloxacin-resistensmutationen hade uppkommit i det vilda under
naturligt urval, ar det alltsa mojligt att den inte skulle ha medfort nagon kostnad
Overhuvudtaget. Det innebar att det i en naturlig miljo skulle kunna ske en selektion
av resistenta bakterier vid &nnu lagre antibiotikakoncentrationer an vad som iakttagits

i det har forsoket.

I studien sammanfoll den minsta selektiva vattenkoncentrationen med MIC-vardet for
den ciprofloxacinkansliga mutanten. Det hdr stdmmer val Overens med MSW-
hypotesen. Det ar dock oként vilken den faktiska antibiotikakoncentrationen som
bakterierna utsattes for i tarmen var, vilket gor det svart att relatera MIC-véardet for
stammarna till koncentrationen i vattnet. Ciprofloxacinets hdga biotillgédnglighet och
utsondringsgraden i faeces i kombination med att det skedde en utspadning av
tarminnehallet av fodret, talar for att bakterierna utsattes for lagre
ciprofloxacinkoncentrationer &n de i vattnet. Avsikten d&r att analysera
obduktionsproverna med avseende pa ciprofloxacinkoncentrationen i olika delar av

tarmen.

| slutet av forsoksomgangarna aterfinns i regel mycket fa streptomycinresistenta E.
coli i proverna. Det har har inverkan pa de redovisade fraktionsresultaten dar
fraktionen for en enskild and potentiellt kunde andrats fran O till 1 beroende pa om
den enda streptomycinresistenta E. coli-kolonin i provet var ciprofloxacinkanslig eller
—resistent. Nar samtliga fraktionsberakningar gjordes pa ett alternativt satt genom att
addera samtliga ciprofloxacinresistenta CFU vid ett provtagningstillfalle och dividera
detta med det sammanlagda antalet streptomycinresistenta E. coli i proverna, blev
resultaten forhallandevis lika som de som redovisas i figur 2. Skillnaderna var att
forsoksomgangen med 32 ng/ml da battre faller in i monstret med stigande fraktioner
vid stigande koncentrationer och att fraktionen i forsoksomgangen med 20 ng/ml forst

sjunker fran dag 1 till dag 3 och sedan stiger till 1.

Hur de ciprofloxacinresistenta koliformerna som redan fanns hos flera av anderna
innan forsokets start paverkar studien ar inte narmare undersokt. Det forefaller dock

osannolikt att spridning av ciprofloxacinresistens fran dessa till experimentbakterierna
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skulle forekomma da den plasmidmedierade fluorokinolon-resistensgenen gnrA ar

ovanlig i Enterobacteriaceae (Robicsek, 2006).

Studien i ett storre perspektiv

Syftet med studien var att undersoka om det sker en selektion av resistenta bakterier
vid laga antibiotikakoncentrationer i en in vivo-modell. Den lagsta selektiva
vattenkoncentrationen av ciprofloxacin i det har forsoksupplagget lag nagonstans

mellan 10 och 20 ng/ml.

Den l&gsta ciprofloxacinkoncentrationen dér det skedde en selektion i studien &r hogre
an de man som regel uppmatt i vattendrag. | flera studier pa olika hall i vérlden har
man uppmatt ytvattenkoncentrationer under 1 ng/ml eller inte kunnat detektera
ciprofloxacin (Xiao, 2008; Christian, 2003; Barnes, 2008; Brown, 2006; Focazio,
2008, Pena, 2007; Kolpin, 2002). Vid provtagningen av vatten fran 18 floder i Kina
uppmattes 5,93 ng/ml ciprofloxacin, som hdgst (Wei, 2012). Den uppskattade
koncentrationen av ciprofloxacin i tyska ytvatten, baserat pa information om
konsumtion, vattenrening och nedbrytning, &r 0,05 ng/ml, vilket ocksa galler for
motsvarande uppskattning for europeiska ytvatten (Kimmerer, 2003; Halling-
Sgrensen, 2000). Betydligt hogre koncentrationer pa 2,5-6,5 pg/ml uppmattes i en sjo
i anslutning till, men utan direkt tillflode av avloppsvatten fran, en lakemedelsfabrik i
Indien (Fick, 2009). De flesta studier ar utférda i I-lander men problemen med
antibiotika i miljon forvéntas vara hogre i U-lander.

Ciprofloxacinkoncentrationerna i avloppsvatten innan rening dar hogre. |
avloppsvattnet direkt fran ett schweiziskt, ett brasilianskt och flera tyska sjukhus var
ciprofloxacinkoncentrationerna upp till 87, 99 och 124 ng/ml (Hartmann, 1998;
Martins 2008; Hartmann, 1999). | en reviewartikel som sammanstéllt resultaten i 52
artiklar var mediankoncentrationen av fluorokinoloner i avloppsvatten 205 ng/ml och
medelkoncentrationen 152 pg/ml (Segura, 2009). Innan vattnet renats, har bakterierna
I avloppsvattnet hunnit utséttas for de hogre koncentrationerna en tid och en eventuell
resistensselektion kan ha skett. En del av dessa resistenta bakterier kan sedan undga
processerna i vattenreningsverket och sldppas ut i vattendrag och dar sprida sina
resistensgener vidare. | en vietnamesisk studie fanns det fortfarande kvar fler an 1000
E. coli-kolonier per 100 ml renat vatten, som sldpptes ut i det mottagande
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vattendraget, trots att den biologiska reningen i verket hade minskat mangden
bakterier hundrafalt (Duong, 2008).

Efter rening &r koncentrationerna i vattnet lagre. Ciprofloxacinkoncentrationerna i
renat avloppsvatten var i en schweizisk och en kanadensisk studie ungefar 0,12 ng/ml
(Morasch, 2010; Miao, 2004). | det renade vattnet fran ett indiskt vattenreningsverk
som renar vatten fran flera ldkemedelsfabriker, uppmattes dock sa hdga
koncentrationer av ciprofloxacin som 31 pg/ml (Larsson, 2007). | det vatten som
slapptes ut i vattendrag fran ett sjukhus i Hanoi  uppmattes

ciprofloxacinkoncentrationen till 10,9 ng/ml som hégst (Duong, 2008).

| vastvérlden ar de flesta uppmaétta koncentrationerna av ciprofloxacin i vattendrag
alltsa lagre an de vattenkoncentrationer i studien dar selektion av ciprofloxacin- och
streptomycinresistenta  E. coli bdrjade ske. Det hér talar emot att
vattenkoncentrationerna skulle ha betydelse for selektion av resistenta bakterier i

denna del av varlden.

Trots att man uppmatt sa laga ciprofloxacinkoncentrationer i vattendrag kan betydligt
mer ciprofloxacin finnas i miljon bundet till partiklar och slam. Sa mycket som 90 %
av lakemedlet i avloppsvatten binder till slammet i vattenreningsverk (Giger, 2003;
Lahti 2011). Koncentrationen i slammet, som ocksa nadde miljon, var fran ett
reningsverk pa Gran Canaria 200 ng/g (Montesdeoca- Esponda, 2012). Motsvarande
siffra for ett schweiziskt reningsverk var 2,4 pg/g torrvikt (Giger, 2003). Om slammet
sedan anvands som godselmedel eller av annan anledning hamnar i miljon, tillfors

stora mangder ciprofloxacin till miljon.

Man har ocksa sett att ciprofloxacin absorberas i sediment och binder till jord
(Nowara, 1997). Bottensediment fran vatten i anslutning till ett vattenreningsverk pa
Gran Canaria hade ciprofloxacinkoncentrationer pa 34,3 ng/g (Montesdeoca -
Esponda, 2012). | sediment fran tre Kkinesiska floder hittade man
ciprofloxacinkoncentrationer pa 653 ng/g som hdgst (Zhou, 2011). | 17 % av
jordproverna fran 20 Osterrikiska falt som godslats med slam 4-8 veckor innan, fann

man enro- och ciprofloxacin, som hogst 0,37 pg/g (Martinez-Carballo, 2007). 1
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brasilianska jordprover hittades inte ciprofloxacin, men daremot enrofloxacin i

medelkoncentrationen 22,93 pg/g (Pereira Leal, 2012).

Grasander och andra vilda vattenfaglar betar gdrna i anslutning till vattendrag och
soker foda i bottensedimenten. Ciprofloxacin tas dessutom upp av vaxter och
ackumuleras i dessa under en véxtsasong (Lillenberg, 2010). Det innebar att faglarna
sannolikt utsatts for betydligt hogre koncentrationer av ciprofloxacin &n vad
koncentrationerna i vattendragen indikerar. Detta antagande i kombination med att
resistenta bakterier forvantas selekteras for vid lagre koncentrationer &n i studien i
situationer med naturligt uppkomna resistensmutationer, talar for att antibiotika i
miljon faktiskt skulle kunna selektera for resistens. Det saknas dessutom tillracklig
kunskap om antibiotikakoncentrationer i miljon i omraden dar koncentrationerna kan
antas vara som hogst. Det &r daremot ett faktum att antibiotikakoncentrationerna i
miljon stiger. En nederlandsk studie dar jordprover anda fran 1940 och framat
analyserats, visar att nivaerna av alla olika antibiotikaklasser som testades har stigit
signifikant (Knapp, 2010).

| takt med att kunskapen om hur antibiotikaresistens uppkommer, uppratthalls och
sprids Okar, okar vikten av att minska eller i alla fall begrénsa ytterligare 6kning av
forekomsten. Ett samlat, kraftfullt grepp kring problematiken ar mycket viktigt men
har tyvarr inte astadkommits dn. 1 USA och manga andra lander &r antibiotika som
fodertillsats i livsmedelsproduktionen fortfarande tillatet. | flera lander siljs
antibiotika direkt 6ver disk, utan krav pa recept fran lakare. Det finns heller inte nagra
bestammelser som reglerar hur mycket antibiotika som far slappas ut i miljon
(Kemper, 2008), vilket ar mycket problematiskt speciellt med tanke pa lander som
Indien, dar det produceras mycket antibiotika, men dar vattenreningen inte &r
tillrackligt bra. Ytterligare en aspekt av detta problem &ar att manga lander, inklusive
Sverige, i sin iver att minska sjukvardskostnaderna koper billiga generiska lakemedel

fran Indien och darigenom bidrar till resistensutvecklingen.

Jordbruksverket har nyligen reviderat foreskrifterna  om ldkemedel och
lakemedelsanvandning som forsvarar, men inte forbjuder, anvandandet av vissa
sistahandspreparat som karbapenemer inom veterindrmedicinen. Grundregeln for

kinoloner &r att veterinar endast far inleda behandling med antibiotika innehallande
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kinoloner nédr mikrobiologisk undersékning och resistensbestdmning visar att
verksamt alternativ saknas.

(Statens jordbruksverks forfattningssamling, SJIVFS 2012:32, 2012) Det har, liksom
kampanjer pa sjukhus och bland allménheten om minskad antibiotikaanvandning, &r
steg i ratt riktning. Problemen gar inte att 16sa inom en disciplin, utan att ett brett och
valutvecklat samarbete mellan l&dkare, mikrobiologer, ekologer, veterindrer, politiker

med flera ar absolut nédvéndigt.

TACK
Ett stort tack till Josef Jarhult, Ulrika Lustig, Susanna Bloemberg och Anna Gillman!
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