
A b s t r a c t

I mp a c t o f Wa s t e w a t e r Effl u e n t o n A n t ib i o t i c R e s i s t a n c e i n

S e d i m e n t - A s s o c i a t e d A e r o m o n a s

B e c a u s e c e r t a i n a n t i b i o t i c s c a n b e e x c r e t e d l a r g e l y a s t h e p a r e n t c o m p o u n d i n

h u m a n w a s t e , q u e s t i o n s h a v e b e e n r a i s e d c o n c e r n i n g t h e p o s s i b i l i t i e s o f a n t i b i o t i c

r e s i s t a n c e g e n e r a t i o n i n m i c r o b e s w i t h i n a n d a s a c o n s e q u e n c e o f d i s c h a r g e s b y

w a s t e w a t e r t r e a t m e n t p l a n t s (WWT Ps ) . T h e r e l e a s e o f l o w d o s e s o f a n t i b i o t i c s i n t o

r e c e i v i n g s u r f a c e w a t e r s b y WWT P s h a s t h e r e f o r e b e e n i d e n t i f i e d a s a p o s s i b l e

c o n t r i b u t o r t o t h e p r o b l e m o f r e s i s t a n c e . T h e o v e r a r c h i n g c o n c e r n s u r r o u n d i n g t h e

c o n s t a n t r e l e a s e o f t h e s e p h a r m a c e u t i c a l s f r o m WWT P s i s t h a t t h i s m a y g i v e ri s e t o t h e

c r e a t i o n o f a b a c k g r o u n d l e v e l o f r e s i s t a n c e w i t h i n e n v i r o n m e n t a l b a c t e r i a l p o p u l a t i o n s ,

w h i c h i n t u r n m a y b e t r a n s f e r r e d t o m o r e v i r u l e n t h u m a n p a t h o g e n s . T h e g o a l o f t h i s

i n v e s t i g a t i o n t h e r e f o r e i s t o c o n t ri b u t e t o t h e b o d y o f k n o w l e d g e s u r r o u n d i n g t h e

de v e l o p m e n t o f d r u g r e s i s t a n t b a c t e r i a a s a c o n s e q u e n c e o f t h e p e r v a s i v e s u b t h e r a p e u t i c

c o n c e n t r a t i o n s o f a n t i b i o t i c s i n t he e n v i r o n m e n t . M o r e s p e c i fi c a l l y , t h e q u e s t i o n

e x a m i n e d i n t h i s s t u d y w a s w h e t h e r w a s t e w a t e r e f f lu e n t b e i n g d i sc h a r g e d i n t o

e n v i r o n m e n t a l w a t e r s c o n t r i b u t e d t o a n i n c r e a s e i n t h e n u m b e r s o f r e s i s t a n t b a c t e r i a

f o u n d d o w n s t r e a m .

T h e u b i q u i t o u s e n v i r o n m e n t a l g e n u s A e r o m o n a s w a s e m p l o y e d a s a m a r k e r o f t h e

i m p a c t s o f r e s i d u a l a n t i b i o t i c s o n r i p a r i a n b a c t e r i a l p o p u l a t i o n s .
O p p o r t u n i s t i c p a t h o g e n s

t h e m s e l v e s ,
A e r o m o n a s s p p .

h a v e b e e n s h o w n t o b e a b l e t o t r a n s f e r r e s i s t a n c e t o o t h e r

p a t h o g e n s s u c h a s V i b r i o c h o l e r a , a n d t h e y a r e i n c l u d e d o n t h e U . S . E n v i r o n m e n t a l

P r o t e c t i o n A g e n c y
'

s U n r e g u l a t e d C o n t a m i n a n t M o n i t o ri n g R u l e L i s t 2 . Si n c e b o t h

a n t i b i o t i c s a n d b a c t e r i a m i g r a t e b e t w e e n a q u e o u s a n d s e d i m e n t p h a s e s
,
s e d i m e n t g r a b
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s a m p l e s w e r e t a k e n a r o u n d t h e p o i n t o f e f f l u e n t d i s c h a r g e f r o m a l o c a l WWT P w h i c h

u s e s a c t i v a t e d s lu d g e t r e a t m e n t a n d c h l o r i n a t i o n / d e c h l o r i n a t i o n . T h r e e s a m p l e c o l l e c t i o n

p o i n t s w e r e l o c a t e d a p p r o x i m a t e l y 6 0 0 m e t e r s u p s t r e a m o f t h e e f f l u e n t o u t f a l l , c l o s e t o

t h e p o i n t o f e f f l u e n t d i s c h a r g e , a n d 9 6 5 m e t e r s d o w n s t r e a m o f t h e o u t f a l l . W a t e r c o l u m n

s a m p l e s t a k e n c o n t e m p o r a n e o u s l y w i t h s e d i m e n t a t t h e u p
- a n d d o w n s t r e a m s a m p l i n g

p o i n t s r e v e a l e d a n t i b i o t i c r e s i d u a l s i n t h e l a t t e r b u t n o t t h e f o r m e r s i t e . S e d i m e n t s a m p l e s

w e r e p r o c e s s e d f o r b a c t e r i a l i s o l a t i o n A n a l g o r i t h m o f s e v e r a l s t a n d a r d b i o c h e m i c a l

t e s t s w a s e m p l o y e d t o i d e n t i f y 5 0 A e r o m o n a s i s o l a t e s f r o m e a c h s a m p l i n g s i t e ; t h e s e

i s o l a t e s w e r e s u b j e c t e d t o r e s i s t a n c e t e s t i n g t o f o u r c o m m o n l y u s e d a n t i b i o t i c s d e t e c t e d i n

t h e WWT P e f f l u e n t , n a m e l y c i p r o f lo x a c i n , t e t r a c y c l i n e , t r i m e t h o p r im , a n d

s u l f a m e t h o x a z o l e C h a n g e s i n t h e s u s c e p t i b i l i t y t o t h e s y n e r g i s t i c c o m b i n a t i o n

t r i m e t h o p r i m / s u l f a m e t h o x a z o l e w e r e a l s o a s s e s s e d .

T h e r e s u l t s o f a n t i b i o t i c r e s i s t a n c e t e s t s i n d i c a t e t h a t t h e A e r o m o n a s b a c t e r i a

f o u n d a t p o i n t s c l o s e t o t h e e f f lu e n t a n d d o w n s t r e a m o f t h e o u t f a l l e x h i b i t a n i n c r e a s e i n

b o t h a b s o l u t e a n d i n t e r m e d i a t e r e s i s t a n c e r e l a t i v e t o t h e s a m e g e n u s f o u n d u p s t r e a m a t

t h e u n im p a c t e d s a m p l i n g p o i n t . S t a t i s t i c a l a n a l y s e s r e v e a l e d t h e s e d i f f e r e n c e s t o b e

s i g n i f i c a n t ,
a n d s i n c e n o o t h e r i d e n t i f i a b l e e n v i r o n m e n t a l im p a c t e x i s t s a t t h i s s i t e

,
t h e

w a s t e w a t e r t r e a t m e n t p l a n t e f f l u e n t w a s i d e n t i f i e d a s t h e s o u r c e o f t h i s r e s i s t a n c e

i n c r e a s e . T h i s f i n d i n g h i g h l i gh t s t h e n e e d f o r b o t h t h e im p l e m e n t a t i o n o f c o n s e r v a t i v e

a n t i b i o t i c p r e s c r i p t i o n p r a c t i c e s a n d d i s p o s a l t h a t r e du c e t h e l e v e l s o f a n t i b i o t i c s r e a c h i n g

WWT P s a n d t h e c o n s i d e r a t i o n o f a l t e r n a t e t r e a t m e n t p r o c e s s e s t h a t r e m o v e t h e l a s t

v e s t i g e s o f t h e s e c o m p o u n d s b e f o r e t h e e f f lu e n t e n t e r s r e c e i v i n g s t r e a m s .

1 1
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A c k n o w l e d g m e n t s

V a r i o u s e l e m e n t s o f t h i s p r o j e c t w e r e s u p p o r t e d b y t h e g e n e r o s i t y a n d g r a c i o u s n e s s o f

o t h e r s . F o r t h e m i c r o b i o l o g i c a l t r a i n i n g s o c r u c i a l t o t h i s p r o j e c t , m a n y m a n y t h a n k s t o

D r . O t t o S i m m o n s , C h r i s t i n a L i k i r d o p o l o u s , a n d L i s a C a s a n o v a o f t h e U n i v e r s i t y o f

N o r t h C a r o l i n a - C h a p e l H i l l . M u c h t h a n k s t o D r
.
A m y H o m e m a n o f t h e U n i v e r s i t y o f

M a r y l a n d f o r h e r p a t i e n c e w i t h a n e w c o m e r t o t h e w o r l d o f A e r o m o n a s s p e c i a t i o n .

T h a n k s t o D r
. Z h e n g q i Y e a n d Jo s h u a H u n e y c u t t o f U N C a n d D r M i k e M e y e r o f t h e

U . S . G e o l o g i c a l Su r v e y f o r t h e a n t i b i o t i c a n a l y s i s o f w a t e r c o l u m n s a m p l e s T h a n k s a l s o

t o D r
. J a n V i n j e a n d R e b e c c a D e a l , b o t h o f U N C ,

f o r t h e P C R a s s i s t a n c e a n d a n a l y s i s .

D r . C h r i s t o p h e r Wo o d s a n d B e t t y C r e w s o f t h e D u r h a m V A M e d i c a l C e n t e r w e r e

i n v a l u a b l e r e s o u r c e s f o r a d v i c e a b o u t a n d p r e p a r a t i o n f o r a n t i b i o t i c r e s i s t a n c e t e s t i n g .

E n v i r o n m e n t a l s a m p l i n g t e c h n i q u e s w e r e r e f i n e d b a s e d o n t h e g e n e r o u s l y b e s t o w e d

e x p e r i e n c e o f D r . S t e v e Wh a l e n a n d A d a m R i g g s b e e o f U N C - C H , a n d t h a n k s t o t h e

m e m b e r s o f t h e S o b s e y a n d W e i n b e r g l a b s f o r t h e i r p e r p e t u a l s u p p o r t t h r o u gh o u t t h e

e n t i r e p r o j e c t Wa l t e r G o t t s c h a l k o f O r a n g e W a t e r a n d S e w e r A u t h o r i t y , S t e v e S h o a f o f

t h e C i t y o f B u r l i n g t o n
,
a n d t h e o p e r a t o r s o f b o t h t h e S o u t h B u r l i n g t o n W a s t e w a t e r P l a n t

a n d t h e E d T h o m a s W a t e r P l a n t w e r e a l l e x t r e m e l y a c c o m m o d a t i n g . F i n a l l y ,
t h a n k s t o

a l l c o m m i t t e e m e m b e r s
.
D r . H o w a r d We i n b e r g ,

D r . M a r k S o b s e y ,
D r F r e d e r i c P f a e n d e r

a n d D r . M i k e A i t k e n fo r f a c i l i t a t i n g t h i s p r o j e c t .

I l l
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T a b l e o f C o n t e n t s

A b s t r a c t i

A c k n o w l e d g m e n t s i i i

L i s t o f T a b l e s v i

L i s t o f F i gu r e s v i i

1 I n t r o du c t i o n 1

2 L i t e r a t u r e R e v i e w 3

2 1 E n v i r o n m e n t a l St u d i e s o f I m p a c t s o n R e s i s t a n c e 3

2 2 R e s e a r c h C o m p o n e n t s 10

2 2 1 A e r o m o n a s s p p 10

2
.
2 2 Se d im e n t s 1 3

2 2 3 A n t i b i o t i c s E mp l o y e d i n T h i s St u d y 14

2 2 3 . 1 T e t r a c y c l i n e H y d r o c h l o r i d e 14

2 2 3 2 C i p r o fl o x a c i n 16
2 . 2 3 3 T r im e t h o p r im / Su l f a m e t h o x a z o l e 17

3 M a t e ri a l s a n d M e t h o d s 19

3 1 P r e l im i n a r y Si t e B a c kg r o u n d a n d Si t e D e s c ri p t i o n 1 9

3 1 1 Se d im e n t 2 0

3 1 1 1 S a m p l i n g 2 0

3 1 1 2 P r e p a r a t i o n a n d P r o c e d u r e f o r Sp r e a d P l a t i n g a t P r e l im i n a r y S it e 2 1

3 . 1 . 2 B i o c h e m i c a l T e s t P r e p a r a t i o n a n d Pe r fo r m a n c e o n B a c t e ri a l I s o l a t e s

fr o m t h e P r e l im i n a r y Si t e 2 1

3 2 Se d im e n t v s W a t e r B a c t e ri a l C o n c e n t r a t i o n 2 2

3 . 2 1 S a m p l i n g 2 2

3
.
2 2 S a m p l e P r e p a r a t i o n f o r B a c t e ri a l P r im a r y I s o l a t i o n a n d E n u m e r a t i o n 2 3

3 . 3 P ri m a r y Si t e D e s c r i p t i o n 2 3

3 3 1 S e d im e n t 2 4

3 3 1 1 Sa m p l i n g 24

3 3
.
1

.
2 P r e p a r a t i o n a n d P r o c e d u r e f o r Sp r e a d P l a t i n g a t P ri m a r y S it e 2 5

3 3 2 B i o c h e m i c a l T e s t P r e p a r a t i o n a n d P e r f o r m a n c e o n B a c t e ri a l I s o l a t e s

fr o m t h e P r im a r y Si t e 2 6

3 3 .
3 W a t e r a n d V o l a t i l e S o l i d s (V S) C o n t e n t A n a l y s i s 3 1

3 3 4 A n t i b i o t i c P a r t i t i o n i n g t o Se d im e n t s 3 1
3 3 5 B a c t e ri a l I s o l a t i o n a n d C o n f i r m a t i o n B a c k g r o u n d 3 3

3 3 6 P C R C o n fi r m a t i o n 3 5

3 . 3 7 W a t e r C o l u m n A n t i b i o t i c R e s i du a l A n a l y s i s 3 6

3 3 8 A n t i b i o t i c R e s i s t a n c e T e s t i n g 3 7

3 3 8 1 M i c r o d i l u t i o n P r o t o c o l : P l a t e P r e p a r a t i o n a n d L a y o u t 3 7

3 3 8 . 2 A n t i b i o t i c St o c k P r e p a r at i o n f o r M i c r o d i l u t i o n 3 7

3 3 8 3 M ic r o d i l u t i o n P r o t o c o l : I s o l a t e I n o c u l a t i o n a n d I n c u b a t i o n 4 0

3 3 8 4 D i sk D i ff u s i o n P r o t o c o l : M e d i a P r e p a r a t i o n a n d I s o l a t e I n o c u l a t i o n . 4 1

IV
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3 4 D a t a C o l l e c t i o n
,
M a n a g e m e n t

,
a n d A n a l y s i s 4 2

3 4 1 B i o c h e m i c a l T e s t R e s u lt s 4 2

3 4 2 A n t i b i o t ic R e s i s t a n c e T e s t i n g R e s u l t s 4 2

3 . 4 . 3 A n a l y s i s o f A n t ib i o t ic R e s i s t a n c e D a t a B a s e d o n a V a r i a t i o n o f

D i s c r im i n a n t A n a l y s i s 4 2

3 5 St a t i s t i c a l A n a l y s e s 4 4

4 R e s u l t s 4 5

4 1 Se d im e n t v s W a t e r C o l u m n B a c t e r i a C o n c e n t r a t i o n s 4 5

4 2 P r e d i c t i o n E s t im a t e s o f A n t i b i o t i c C o n c e n t r a t i o n s i n t h e Se d im e n t s

C o l l e c t e d fr o m t he P r im a r y Si t e 4 7

4 3 A e r o m o n a s Sp e c i e s D i s t r i bu t i o n 4 7

4 4 A n t im i c r o b i a l A n a l y s i s o f I s o l a t e s B a s e d o n M i n im u m I n h i b it o r y

C o n c e n t r a t i o n s 5 0

4 5 I n c i d e n c e o f R e s i s t a n c e o r I n c r e a s e d M I C 5 1

4 5 1 D i s c r e p a n c i e s i n M I C P r o f i l e s o f B a c t e r i a R e l a t i v e t o T e t r a c y c l i n e 5 1

4 5 2 M I C P r o fi l e s o f B a c t e r i a R e l a t i v e t o T r im e t h o p r im a n d

Su l f a m e t h o x a z o l e I n d e p e n d e n t l y a n d i n C o m b i n a t i o n 5 3

4 5 3 M I C P r o fi l e s o f B a c t e r i a R e l a t i v e t o C i p r o fl o x a c i n 5 7

5 A n a l y s i s a n d D i s c u s s i o n 5 9

5 1 A n t i b i o t i c R e s i s t a n c e S c o r e s B a s e d o n D i s c r i m i n a n t A n a l y s i s 5 9

5 2 St a t i s t i c a l A n a l y s e s 6 2

5 2 1 U n p a i r e d t - t e s t s 6 2

5 2 2 A N O V A o f T o t a l Sc o r e s 6 3

5 3 D i s c u s s i o n 6 3

5 3 . 1 P a r t it i o n i n g t o Se d im e n t 6 4

5 3 2 Se l e c t i v e P r e s s u r e a n d G e n e T r a n s f e r 6 6

5 3 . 3 R e c o m m e n d a t i o n s f o r F u t u r e St u d i e s 7 2

6 C o n c l u s i o n s 7 3

R e f e r e n c e s 7 5

A p p e n d i c e s 8 2

V
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L i s t o f T a b l e s

T a b l e 1 : B i o c h e m i c a l T e s t s a n d P o s i t i v e R e s u l t s 3 0

T a b l e 2 : R e l e v a n t P r o p e r t i e s o f A n t i b i o t i c s w i t h R e s p e c t t o Se d im e n t P a r t i t i o n i n g 3 2

T a b l e 3 : R e p r o d u c t i o n o f B i o c h e m i c a l I d e n t i f i c a t i o n o f A e r o m o n a s t o C o m p l e x L e v e l 3 5

T a b l e 4 : P r e d i c t e d C o n c e n t r a t i o n s o f A n t i b i o t i c s i n t h e S e d i m e n t s Sa m p l e d 4 7

T a b l e 5 : D i s t r i b u t i o n o f A e r o m o n a s b y S a m p l i n g S i t e 4 9

T a b l e 6 : N u m b e r o f I s o l a t e s w i t h a G i v e n T r i m e t h o p r i m M IC a t E a c h S a m p l i n g S t a t i o n 5 3

T a b l e 7 : N u mb e r o f I s o l a t e s w i t h a G i v e n S u l f a m e t h o x a z o l e M I C a t E a c h S a m p l i n g S t a t i o n

5 4

T a b l e 8 : C o m p a r i s o n o f A R S M e a n s
,
S t a n d a r d D e v i a t i o n s a n d V a r i a n c e s f o r E a c h S a m p l i n g

S i t e 6 1

T a b l e 9 : P a n d t v a l u e s F o r U n p a i r e d t - t e s t s B e t w e e n S a m p l i n g S t a t i o n s 6 2

V I

NEATPAGEINFO:id=6F2DFAB6-56AC-4358-AFFA-9AD9F738ED49



L i s t o f F i g u r e s

F i g u r e 1 : A e r o k e y I I B i o c h e m i c a l T e s t i n g A l g o r i t h m f o r A e r o m o n a s s p p 3 3

F i g u r e 2 : A n t i b i o t i c R e s i s t a n c e T e s t i n g P l a t e L a y o u t S h o w i n g A n t i b i o t i c s (C o l u m n s ) a n d

C o n c e n t r a t i o n s i n \i g / m L (R o w s ) 3 9

F i g u r e 3 : B a c t e r i a l C o n c e n t r a t i o n s i n Se d i m e n t a n d V a r i o u s P o i n t s i n t h e W a t e r C o l u m n a t t h e

Pr e l im i n a r y Si t e 4 6

F i g u r e 4 : P e r c e n t I n c i d e n c e o f T e t r a c y c l i n e R e s i s t a n c e M I C s ( |i g / m L ) i n A e r o m o n a s I s o l a t e s
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1 I n t r o d u c t i o n
*

I t i s w i d e l y a c c e p t e d b y m e d i c a l a n d p u b l i c h e a l t h p r o fe s s i o n a l s t h a t t h e r i s e o f

d r u g r e s i s t a n t b a c t e r i a i s a t t r i b u t a b l e t o t h e m i s u s e a n d o v e r p r e s c r i p t i o n o f a n t i b i o t i c s .

W i d e s p r e a d a n d r e p e a t e d e x p o s u r e t o t h e s e c o m p o u n d s c o u p l e d w i t h i m p r o p e r d o s i n g

p r a c t i c e s s e r v e t o s e l e c t f o r a n d i n u r e p a t h o g e n s t o s u b s e q u e n t d r u g t h e r a p i e s . N o t o n l y

a r e p a t h o g e n s d e v e l o p i n g d e fe n s e s a g a i n s t c o m m o n p l a c e a n t i b i o t i c s s u c h a s t e t r a c y c l i n e ,

b u t m a n y o f t h e m o s t p o t e n t l a s t - h n e a n t i b i o t i c s s u c h a s c i p r o f l o x a c i n a r e f a i l i n g i n t h e

f a c e o f e m e r g i n g r e s i s t a n t i n f e c t i o n s . M u l t i p l e d r u g r e s i s t a n c e p a t t e r n s a r e a l s o b e c o m i n g

m o r e a n d m o r e p r e v a l e n t (C D C 20 0 4 ) . C o n s e q u e n t l y , c o n c e r n s a b o u t t h e i n c r e a s e o f

a n t i b i o t i c r e s i s t a n c e h a v e g i v e n r i s e t o a n u m b e r o f s t u d i e s i n v e s t i g a t i n g p o s s i b l e s o u r c e s

a n d c o n t r i b u t o r s t o t h i s p h e n o m e n o n (G u a r d a b a s s i , P e t e r s e n e t a l . 19 9 8 ; G o n i - U r r i z a ,

C a p d e p u y e t a l . 2 0 00 ; A a r e s t r u p , S e y f a r t h e t a l . 2 0 0 1; A n d e r s o n
,
N e l s o n e t a l . 2 0 0 3 ;

B o x a l l , K o l p i n e t a l . 2 0 0 3 ; K u m m e r e r a n d H e n n i n g e r 2 0 0 3 ) H o s p i t a l s c e r t a i n l y f i g u r e

p r o m i n e n t l y a s p r o p a g a t o r s o f a n t i m i c r o b i a l r e s i s t a n c e , a s p a t h o g e n s a n d d r u g s i n t e r a c t i n

t h e s e i n s t i t u t i o n s u n d e r o p t i m a l c o n d i t i o n s f o r d r u g r e s i s t a n c e a c q u i s i t i o n a n d t r a n s f e r

C o n fi n e d a n i m a l f e e d i n g o p e r a t i o n s
, o r C A F O s

,
h a v e a l s o r e c e i v e d m u c h a t t e n t i o n a s

t h e y a r e k n o w n f o r t h e i r c o n s t a n t l o w - d o s e f e e d i n g o f a n t i b i o t i c s t o c a t t l e , s w i n e , a n d

p o u l t r y i n a n a t t e m p t t o p r o m o t e g r o w t h a n d s t a v e o f f i n f e c t i o n s w i t h i n t h e h e r d o r f l o c k

T h e s e c o n t i n u o u s
,
t h e r a p e u t i c a n d s u b - t h e r a p e u t i c e x p o s u r e s h a v e l e d t o m u c h r e s e a r c h

i n t o C A FO s a n d t h e a g r i c u l t u r a l u s e o f a n t i b i o t i c s a s a p o t e n t i a l s o u r c e f o r d r u g r e s i s t a n t

Sa lm o n e l l a ,
E . c o l i

,
C a mp y l o b a c t e r

,
a n d o t h e r s u c h f o o d - b o r n e b a c t e r i a l p a t h o g e n s

P le a s e n o te : th r o u g h o u t t h e te x t ,

"
m e g

"
a n d

"

n g
"

a r e u s e d i n t e r c h a n g e a b ly t o r e p r e s e n t
"
m i c r o g r a m s

"

- 1 -
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(K h a c h a t o u r i a n s 19 9 8 ; M a t h e w
,
S a x t o n e t a l . 1 9 9 9 ; C h e e - Sa n f o r d

,
A m i n o v e t a l . 2 0 0 1 ;

H a y e s
,
E n g l i s h e t a l . 2 0 0 4 ) .

B e c a u s e t h e m i n i m u m n e c e s s a r y c o n d i t i o n s u n d e r w h i c h r e s i s t a n c e m a y b e

a c q u i r e d a r e n o t f u l l y u n d e r s t o o d
,
t h e s t u d y o f r e s i s t a n c e h a s e x t e n d e d b e y o n d t h e s c o p e

o f t h e a f o r e m e n t i o n e d s c e n a r i o s t o e n c o m p a s s s o u r c e s t h a t a r e l e s s o b v i o u s a n d p o o r l y

c h a r a c t e r i z e d . H o s p i t a l s a n d C A F O s r e p r e s e n t s e t t i n g s o f b o t h h i g h c o n c e n t r a t i o n s o f

a n t i b i o t i c s a n d d e n s e b a c t e r i a l p o p u l a t i o n s , c r e a t i n g i d e a l c o n d i t i o n s f o r r e s i s t a n c e

a c q u i s i t i o n . H o w e v e r , b e c a u s e c e r t a i n a n t i b i o t i c s c a n b e e x c r e t e d l a r g e l y a s t h e p a r e n t

c o m p o u n d i n h u m a n w a s t e (K u m m e r e r 2 0 0 3 ) , q u e s t i o n s h a v e a l s o b e e n r a i s e d c o n c e r n i n g

t h e p o s s i b i l i t i e s o f r e s i s t a n c e g e n e r a t i o n w i t h i n w a s t e w a t e r t r e a t m e n t p l a n t s (WWT P s )

t h e m s e l v e s T h e r e l e a s e o f l o w d o s e s o f a n t i b i o t i c s i n t o t h e r e c e i v i n g s u r f a c e w a t e r s b y

WWT P s ,
h o s p i t a l s , a n d p h a r m a c e u t i c a l i n d u s t r i e s h a s , t h e r e f o r e , b e e n i d e n t i f i e d a s a n

a d d i t i o n a l p o s s i b l e c o n t r i b u t o r t o t h e o v e r a l l p r o b l e m o f a n t i m i c r o b i a l r e s i s t a n c e a m o n g

b o t h p a t h o g e n i c a n d n o n -

p a t h o g e n i c b a c t e r i a (S z e w z y k a n d F e u e r p f e i l , 2 0 0 0 ; H a l l i n g
-

S o r e n s e n , N i e l s e n e t a l . 1 9 9 8 ; K u m m e r e r a n d H e n n i n g e r 2 0 0 3 ) T h e o v e r a r c h i n g

c o n c e r n s u r r o u n d i n g t h e c o n s t a n t r e l e a s e o f p h a r m a c e u t i c a l s f r o m WWT P s i s t h a t t h i s

m a y g i v e r i s e t o t h e c r e a t i o n o f a b a c k g r o u n d l e v e l o f a n t i m i c r o b i a l r e s i s t a n c e w i t h i n

e n v i r o n m e n t a l b a c t e r i a l p o p u l a t i o n s
,
w h i c h i n t u r n m a y b e t r a n s f e r r e d t o h u m a n

p a t h o g e n s (G o n i - U r r i z a , P i n e a u e t a l .
2 0 0 0 ; A s h ,

M a u c k e t a l . 2 0 0 2 ; B i y e l a , L i n e t a l .

2 0 0 4 ) .

T h e a f o r e m e n t i o n e d e x p l o r a t i o n o f t h e s o u r c e s o f a n t i b i o t i c s i n t h e e n v i r o n m e n t
,

t h e p o t e n t i a l f o r d e v e l o p m e n t o f r e s i s t a n c e i n e n v i r o n m e n t a l b a c t e r i a l p o p u l a t i o n s ,

v a r i o u s f a c e t s o f t h e p u b l ic h e a l t h c o n s e q u e n c e s o f a n t i b i o t i c r e s i s t a n c e
,
t h e c o n c e r n s
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s u r r o u n d i n g e n v i r o n m e n t a l r e s i s t a n c e
,
a n d t h e n a t u r e o i A e r o t n o n a s

,
c u l m i n a t e d i n t h i s

s t u d y . T h e g o a l o f t h i s i n v e s t i g a t i o n i s t o c o n t r i b u t e t o t h e b o d y o f k n o w l e d g e

s u r r o u n d i n g t h e d e v e l o p m e n t o f d r u g r e s i s t a n t b a c t e r i a a s a c o n s e q u e n c e o f t h e p e r v a s i v e

p r e s e n c e o f s u b t h e r a p e u t i c c o n c e n t r a t io n s o f a n t i b i o t i c s i n t h e e n v i r o n m e n t . H u m a n

a n t i m i c r o b i a l u s a g e a n d t h e p o t e n t i a l i m p a c t s o f d r u g r e s i d u a l s r e s u l t i n g f r o m c u r r e n t

l e v e l s o f c o m m u n i t y u s e a r e t h e p r i m a r y f o c u s o f t h i s u n d e r t a k i n g .
M e m b e r s o f t h e

u b i q u i t o u s e n v i r o n m e n t a l ge n u s A e r o m o n a s w e r e e m p l o y e d a s m a r k e r s f o r c h a n ge s i n

a n t ib i o t i c r e s i s t a n c e p r o fi l e s o f b a c t e r i a f o u n d i n r i p a r i a n s e d i m e n t s u p s t r e a m ,

d o w n s t r e a m , a n d a t t h e p o i n t o f a m u n i c i p a l WWT P e f f l u e n t d i s c h a r g e . T h e h y p o t h e s i s

b e h i n d t h i s a p p r o a c h w a s t h a t s u b t h e r a p e u t i c c o n c e n t r a t i o n s o f a n t i b i o t i c s i n t h e

w a s t e w a t e r e f f l u e n t w i l l r e s u l t i n a n o t a b l e i n c r e a s e o f a n t i m i c r o b i a l r e s i s t a n c e i n t h e

b a c t e r i a d o w n s t r e a m o f t h e e f f l u e n t o u t f a l l . I t i s p o s s i b l e t h a t t h e i n c r e a s e c o u l d a r i s e

f r o m t h e p r e s e n c e o f a n t i m i c r o b i a l l y r e s i s t a n t b a c t e r i a i n t h e e f f l u e n t
,
f r o m i n d i g e n o u s

b a c t e r i a i n t h e r e c e i v i n g w a t e r a c qu i r i n g a n t i m i c r o b i a l r e s i s t a n c e b e c a u s e o f t h e p r e s e n c e

o f a n t i m i c r o b i a l s i n t h e w a s t e w a t e r e f f l u e n t
,
o r b o t h .

2 L i t e r a t u r e R e v i e w

2 . 1 E n v i r o n m e n t a l St u d i e s o f I m p a c t s o n R e s i s t a n c e

T h i s s t u d y
'

s c o n c e p t i o n
,
d e s i g n a n d im p l e m e n t a t i o n w e r e p r e d i c a t e d o n a r e v i e w

o f p r e v i o u s s t u d i e s r e g a r d i n g t h e p r e v a le n c e o f a n t i b i o t i c r e s i s t a n c e i n t h e e n v i r o n m e n t

a n d c o n t r i b u t i n g f a c t o r s t o t h i s p h e n o m e n o n E n v i r o n m e n t a l a n t i b i o t i c o c c u r r e n c e

s t u d i e s a n d t h e im p a c t s o n b a c t e r i a l r e s i s t a n c e t r e n d s c a n b e d i v i d e d r o u g h l y i n t o t w o

c a t e g o r i e s . T h e f i r s t c o n c e r n s t h e i n f l u e n c e t h a t a g r i c u l t u r a l u s e o f a n t i b i o t i c s h a s h a d o n

p a t h o g e n s t h a t a r e p a r t o f t h e n a t u r a l e n t e r i c f l o r a o f a n i m a l s
,
s u c h a s E . c o l i

.
S a l m o n e l l a

- 3
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a n d C a mp y l o ba c t e r , t h e s e c o n d a r e a o f r e s e a r c h i s c o n c e r n e d w i t h p r im a r i l y h u m a n

a n t i b i o t i c u s e w h i c h i n c l u d e s b o t h c l i n i c a l a n d o u t p a t i e n t s e t t i n g s , p h a r m a c e u t i c a l

p r o d u c t i o n a n d w a s t e g e n e r a t e d t h e r e f r o m , a n d f a t e a n d t r a n s f e r o f a n t i b i o t i c s i n

WW T P s . W h i l e t h i s p r e s e n t s t u d y a d d r e s s e s t h e l a t t e r a r e a
,
a b r i e f d i s c u s s i o n o f t h e

a g r i c u l t u r a l m i l i e u i s w a r r a n t e d .

W h i l e n o p r e c i s e s t a t i s t i c s a r e k e p t , i t i s e s t im a t e d t h a t o v e r h a l f o f t h e a n t i b i o t i c s

p r o d u c e d i n t h e U n i t e d S t a t e s a r e a p p r o p r i a t e d b y t h e a g r i c u l t u r a l i n d u s t r y a n d a r e

e m p l o y e d b o t h f o r t h e r a p e u t i c t r e a t m e n t o f a c u t e i n f e c t i o n s a n d s u b t h e r a p e u t i c u s e a s

g r o w t h p r o m o t e r s ( L i p s i t c h ,
S i n g e r e t a l .

2 0 0 2 ) . T h e l a t t e r f o r m o f d o s i n g , w h i c h r e l i e s

o n a c o n s t a n t l o w - l e v e l e x p o s u r e o f t h e a n im a l s t o t h e d r u g s , g a v e r i s e t o c o n c e r n s a b o u t

t he p o s s i b i l i t y o f r e s i s t a n t b a c t e r i a b e i n g g e n e r a t e d w i t h i n t h e a n i m a l s t h e m s e l v e s . I n

a d d i t i o n
,
t h e s e b a c t e r i a a r e e x c r e t e d i n s u b s t a n t i a l q u a n t i t i e s b y t h e a n i m a l s , p r i m a r i l y i n

t h e i r f e c a l w a s t e s . T h e s e w a s t e s a r e h e l d i n t r e a t m e n t a n d s t o r a g e l a g o o n s
,
a n d t h e i r

c o n t e n t s m a y s e e p i n t o s u r r o u n d i n g s o i l a c c i d e n t a l l y o r m a y p u r p o s e l y b e l a n d - a p p l i e d a s

f e r t i h z e r a n d s o i l a m e n dm e n t . I n b o t h c a s e s t h e p o t e n t i a l f o r i n t r u s i o n i n t o g r o u n d w a t e r

b y b o t h u n m e t a b o l i z e d a n t i b i o t i c s a n d r e s i s t a n t b a c t e r i a i s h i g h , a n d s e v e r a l s t u d i e s h a v e

d e m o n s t r a t e d t h a t t h i s p h e n o m e n a i s w i d e s p r e a d i n a r e a s o f h i g h a g r i c u l t u r a l a c t i v i t y .

T e t r a c y c l i n e r e s i s t a n c e a n d c o n t r i b u t i o n s m a d e t h e r e t o b y l a g o o n s w a s a d d r e s s e d (C h e e -

S a n f o r d
,
A m i n o v e t a l 2 0 0 1 ) i n a s t u d y e x a m i n i n g t h e p r e v a l e n c e o f t e t r a c y c l i n e

r e s i s t a n c e g e n e s i n s w i n e f a r m l a g o o n s a n d u n d e r l y i n g g r o u n d w a t e r . N o t o n l y w e r e a l l

t e t r a c y c l i n e r e s i s t a n c e c o n f e r r i n g g e n e s d e t e c t e d i n l a g o o n w a t e r , b u t i t w a s s h o w n t h a t

l a g o o n s e e p a g e w a s c o n t r i b u t i n g t o t h e m o b i l i z a t i o n o f t e t r a c y c l i n e r e s i s t a n c e t h r o u g h

i n d i g e n o u s s o i l b a c t e r i a a n d i n t o g r o u n d w a t e r s u p p l i e s . I n a n o t h e r s t u d y ,
b a c t e r i a
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i s o l a t e d f r o m s o i l s a m p l e s t a k e n a t f a r m s w h e r e c a t t l e w e r e t r e a t e d s u b t h e r a p e u t i c a l l y

w e r e c o m p a r e d t o b a c t e r i a i s o l a t e d f r o m s o i l s a r o u n d d a i r y f a r m s
,
w h e r e r e g u l a t i o n s f o r

a n t i b i o t i c u s e a r e s t r i c t e r . T y l o s i n r e s i s t a n c e i n t h e f o r m e r f a r m s w a s s h o w n t o b e

s t a t i s t i c a l l y s i g n i fi c a n t l y h i g h e r
,
l e a d i n g t o t h e a u t h o r s

'

c o n c l u s i o n t h a t s u b t h e r a p e u t i c

a n t i b i o t i c d o s i n g l e a d s t o h i g h e r r a t e s o f r e s i s t a n c e (O n a n a n d L a P a r a 2 0 0 3 ) . F i n a l l y , a

m o r e r e c e n t s t u d y e v a l u a t e d r e s i s t a n c e o f e n t e r o c o c c i f r o m 7 5 a n im a l (c a t t l e , s w i n e ,
a n d

p o u l t r y ) f a r m s , m o s t o f w h i c h e m p l o y e d a n t i b i o t i c s s u b t h e r a p e u t i c a l l y . W h i l e t h e r e w a s

i n d e e d s o m e r e s i s t a n c e a m o n g e n t e r o c o c c i i s o l a t e s f r o m f a r m s t h a t d i d n o t e m p l o y

a n t i b i o t i c s , i t w a s s h o w n t h a t t h e r e l a t i v e r a t e s o f r e s i s t a n c e w e r e s i g n i fi c a n t l y h i g h e r o n

t h o s e f a r m s w i t h d r u g d o s i n g p r a c t i c e s (H e r s h b e r g e r , O p r e a e t a l . 2 0 0 5 ) .

T h e a g r i c u l t u r a l s t u d i e s c i t e d a b o v e a r e b u t a t i n y f r a c t i o n o f t h e w e a l t h o f s t u d i e s

c o n d u c t e d w i t h r e s p e c t t o a n t i b i o t i c u s e i n f a r m i n g a n d i t s e n v i r o n m e n t a l i m p a c t s . M o s t

a g r i c u l t u r a l s t u d i e s s e e m t o c o r r e l a t e w e l l t h e r i s e o f r e s i s t a n t b a c t e r i a w i t h h e a v y

a n t i b i o t i c u s a g e . H o w e v e r , a n a l o g o u s c o r r e l a t i o n s t o WWT P e f fl u e n t a n d t h e

e n v i r o n m e n t a l i m p a c t s o f h u m a n a n t i b i o t i c u s a g e a r e l e s s w e l l d o c u m e n t e d a n d m o r e

d i f fi c u l t t o e s t a b l i s h . L a g o o n s ,
w h i c h s e r v e t o c o n c e n t r a t e w a s t e a n d i n t u rn t h e

a n t i b i o t i c s c o n t a i n e d w i t h i n , h a v e b e e n r e l i e d u p o n a s t h e s o u r c e o f m u c h o f t h e d a t a

c o n c e r n i n g t h e a m o u n t o f a n t i b i o t i c s d e t e c t e d i n a g r i c u l t u r a l p r a c t i c e s . C o n s e q u e n t l y ,

r e p o r t e d p h a r m a c e u t i c a l c o n c e n t r a t i o n s c o n t r i b u t e d b y a g r i c u l t u r e a r e m u c h h i g h e r t h a n

t h o s e b e i n g d e t e c t e d i n u r b a n WWT P e f fl u e n t s a n d a r e a l s o m u c h c l o s e r t o

c o n c e n t r a t i o n s t h a t a r e p e r c e i v e d t o e x e r t s e l e c t i v e p r e s s u r e o n b a c t e r i a t o b e c o m e

r e s i s t a n t . T h e r e a r e a l s o t h e d i f fi c u l t i e s a s s o c i a t e d w i t h d i s t i n g u i s h i n g b e t w e e n r e s i s t a n t

b a c t e r i a e x c r e t e d b y t h e a n i m a l s a n d b a c t e r i a t h a t h a v e a c q u i r e d r e s i s t a n c e i n t h e l a g o o n s
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o r o t h e r w a s t e m a t r i c e s a s a r e s u l t o f c o n j u g a t i v e t r a n s f e r i n s t i g a t e d b y t h e a n t i b i o t i c s

p r e s e n t . F u r t h e r m o r e
,
d i s i n f e c t i o n p r a c t i c e s a t WWT P s t e n d t o a l l e v i a t e t h e p r o b l e m s

a s s o c i a t e d w i t h d i s c r i m i n a t i n g b e t w e e n o l d e r b a c t e r i a p r e s e n t i n t h e w a s t e w a t e r d i s c h a r g e

a n d n e w e r r e s i s t a n t b a c t e r i a c r e a t e d i n t h e r e c e i v i n g w a t e r . I n c o n t r a s t , m o s t a n i m a l

m a n u r e s a r e n o t d i s i n f e c t e d , l e a d i n g t o t h e c o n t i n u e d e n v i r o n m e n t a l p r e s e n c e o f h i g h

c o n c e n t r a t i o n s o f e n t e r i c a n d o t h e r b a c t e r i a , s o m e a n t i m i c r o b i a l r e s i s t a n t
,
f e c a l l y s h e d b y

t h e a n i m a l s .

h i 2 0 0 2 t he U S G e o l o g i c a l S u r v e y (U S G S ) ,
w h i c h h a d b e e n e x a m i n i n g t h e

c o n c e n t r a t i o n s o f a n t i b i o t i c s i n a g r i c u l t u r a l w a s t e l a g o o n s
,
u n d e r t o o k t o q u a n t i f y t h e

a m o u n t s o f v a r i o u s p h a r m a c e u t i c a l s b e i n g di s c h a r g e d b y W WT P s (K o l p i n , F u r l o n g , e t a l .

2 0 0 2 ) . U n t i l t h i s t i m e
,
m o s t r e c o n n a i s s a n c e w o r k o f t h i s t y p e h a d b e e n c o n d u c t e d

a b r o a d , a n d t h e r e h a d b e e n s e v e r a l s t u d i e s , p r i m a r i l y i n E u r o p e , i n v e s t i g a t i n g t h e

p r e v a l e n c e o f t h e s e p h a r m a c e u t i c a l m i c r o p o l l u t a n t s i n t h e e n v i r o n m e n t (H a l l i n g -

So r e n s e n
,
L u t z h o f t e t a l . 2 0 0 0 ; J o r g e n s e n a n d H a l l i n g - So r e n s e n 2 0 0 0 ; S t u e r - L a u r i d s e n

,

B i r k v e d e t a l . 2 0 0 0 ; K u m m e r e r 2 0 0 2 ) . S u r f a c e w a t e r s a m p l e s f r o m 13 9 w a t e r b o d i e s i n

3 0 s t a t e s w e r e a n a l y z e d b y t h e U SG S f o r p h a r m a c e u t i c a l r e s i d u e s a m o n g o t h e r o r g a n i c

c o n t a m i n a n t s , a n d a n t i b i o t i c s w e r e f r e q u e n t l y f o u n d i n c o n c e n t r a t i o n s o f e c o l o g i c a l

im p o r t a n c e O f t h e a n t i b i o t i c s r e l e v a n t t o t h i s s t u d y , s u l f a m e t h o x a z o l e w a s d e t e c t e d a t

m a x i m u m c o n c e n t r a t i o n s o f a p p r o x i m a t e l y 0 . 5 fi g /L a n d t r i m e t h o p r i m a t a m i n im u m o f

0 .
2 ^i g /L . (K o l p i n ,

F u r l o n g e t a l . 2 0 0 2 ) . Y a n g a n d C a r l s o n (2 0 0 3 ) s o u g h t t o p a r a l l e l t h e

U SG S s t u d y o n a c o n d e n s e d s c a l e b y e v a l u a t i n g p o i n t a n d n o n -

p o i n t d i s c h a r g e s a n d t h e i r

c o n t r i b u t i o n s m a d e t o c o n c e n t r a t i o n s o f t e t r a c y c l i n e s a n d s u l f o n a m i d e s i n a s t r e t c h o f

i m p a c t e d r i v e r . T h e r e s u l t s o f t h e i r s t u d y s h o w e d a d r a m a t ic v a r i a n c e i n t h e d i s t r i b u t i o n
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o f t e t r a c y c l i n e s
,
r a n g i n g fr o m n o i n c i de n c e u p s t r e a m a t t h e c o n t r o l p o i n t ,

t o m a x im u m

c o n c e n t r a t i o n s o f 0 3 (i g/ L f o r d i v e r s e m e m b e r s o f t h e t e t r a c y c l i n e c l a s s d o w n s t r e a m o f

u r b a n e f fl u e n t a n d a g r i c u l t u r a l l o t s Su l f o n a m i d e s w e r e a l s o d e t e c t e d b u t o n ly

d o w n s t r e a m o f t h e w a s t ew a t e r d i s c h a r g e a n d a t h a l f t h e t e t r a c y c l i n e c o n c e n t r a t i o n
,

a p p r o x im a t e l y 0 16 [i g/ L

So m e o f t h e c i t e d o c c u r r e n c e s t u d i e s b r o a c h e d t h e s u bj e c t o f a n t i b i o t i c r e s i s t a n c e

a s a p o s s i b l e c o n s e q u e n c e o f a n t i b i o t i c - l a d e n d i s c h a r g e s (w a s t e w a t e r t r e a t m e n t p l a n t s t h a t

s e r v i c e h o s p i t a l s a n d p h a r m a c e u t i c a l m a n u f a c t u r e r s w e r e c i t e d a s p a r t i c u l a r l y l i k e l y

c a n d i d a t e s f o r r e s i s t a n t b a c t e r i a g e n e r a t i o n a n d p r o p a g a t i o n ) ,
b u t m o s t o f t h e s t u d i e s d i d

n o t d i r e c t l y e x a m i n e t h e r e s i s t a n c e p a t t e r n s o f b a c t e r i a s u bj e c t e d t o t h e s e d i s c h a r g e s

A n a l y s i s t o e x a m i n e m o r e c l o s e l y t h e r e l a t i o n s h i p b e t w e e n t h e s e a n t h r o p o g e n i c d r u g

s o u r c e s a n d r e s i s t a n c e i n t h e e n v i r o n m e n t h a s b e e n l e s s c o m m o n l y r e p o r t e d A st u dy

c o n du c t e d i n a s t r e t c h o f r i v e r h e a v i l y i m p a c t e d b y WWT P e f fl u e n t s h o w e d in c r e a s e d

r e s i s t a n c e i n E . c o l i i s o l a t e s d o w n s t r e a m o f WWT P o u t f a l l s (I w a n e
,
U r a s e e t a l 2 0 0 1) ;

h o w e v e r
,
t h e s t u d y s o u g ht t o a t t r ib u t e r e s i s t a n c e n o t t o a n t i b io t i c c o n c e n t r a t i o n s i n t h e

e f f l u e n t b u t r a t h e r r e s i s t a n t E . c o l i b e i n g d i s c h a r g e d i n t o t h e r e c e i v in g w a t e r s . T h i s

c o n c lu s i o n w a s b a s e d o n m i c r o b i a l a n a l y s i s a n d r e s i s t a n c e t e s t i n g o f s a m p l e s t a k e n

t hr o u g ho u t t h e w a s t ew a t e r t r e a t m e n t p l a n t s ,
i n c l u d i n g e f f l u e n t H o w e v e r

,
t h e r e w a s n o

c o n c u r r e n t c h e m i c a l a n a ly s i s o f t h e e f f l u e n t t o v e r i f y t h e p r e s e n c e o f a n t i b i o t i c s I n

a d d i t i o n , t h e b a c t e r i a e x a m i n e d w e r e i s o l a t e d fr o m w a t e r c o l u m n sa m p l e s
,
a n d t h e r e w a s

n o a t t e m pt t o a s s e s s t h e im p a c t s o n i n d i g e n o u s b a c t e r i a l p o pu l a t i o n s A n o t h e r st u dy

s o u g h t t o c o r r e l a t e t he r e s i s t a n c e p a t t e r n s o f e n t e r i c b a c t e r i a f o u n d i n i n d u s t r i a l l y

im p a c t e d s u r f a c e w a t e r s w it h c l i n i c a l i s o l a t e s fr o m di a r r h e a l p a t i e n t s T h e c o n c l u s i o n s
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p o i n t e d t o b o t h a n t h r o p o g e n i c i n fl u e n c e s o n r e s i s t a n c e p a t t e r n s a n d d i r e c t p u b h c h e a l t h

c o n s e q u e n c e s
,
a s t h e r e w a s a s t r o n g c o r r e l a t i o n b e t w e e n c l i n i c a l a n d e n v i r o n m e n t a l

i s o l a t e s ( L i n , B i y e l a e t a l . 2 0 0 4 ) .

S i m i l a r s t u d i e s h a v e i n c l u d e d u b i q u i t o u s e n v i r o n m e n t a l o r g a n i s m s a s i n d i c a t o r s

o f i n c r e a s i n g b a c k g r o u n d l e v e l s o f r e s i s t a n c e . G o n i - U r r i z a ,
C a p d e p u y e t a l i n 2 0 0 0

s a m p l e d w a t e r s a t a c o n t r o l s i t e u p s t r e a m o f a s e w a g e o u t f a l l a n d s e v e r a l p o i n t s

d o w n s t r e a m ; s a m p l e s w e r e m i c r o b i a l l y a n a l y z e d f o r b o t h A e r o m o n a s a n d

E n t e r o ba c t e r a c ia e s p p . R e s i s t a n c e t o a b a t t e r y o f a n t i b i o t i c s w a s t e s t e d ,
a n d m a r k e d

d e c r e a s e s i n s u s c e p t i b i l i t y t o a n t i b i o t i c s w e r e d e t e c t e d f o r b o t h g e n e r a . I n a d d i t i o n
,

c o n j u g a t i o n e x p e r i m e n t s w e r e c o n d u c t e d f o r a s e l e c t g r o u p o f r e s i s t a n t b a c t e r i a a n d

t r a n s f e r o f r e s i s t a n c e c h a r a c t e r i s t i c s w a s d e m o n s t r a t e d e v e n i n t e r s p e c i a l l y . A g a i n ,

h o w e v e r , t h e r e w a s n o a n a l y s i s o f e i t h e r e f f lu e n t o r t h e s u r f a c e w a t e r s a m p l e s fo r

a n t ib i o t i c s .

A e r o m o n a s s p p . w e r e s p e c i f i c a l l y t a r g e t e d a g a i n a s e n v i r o n m e n t a l i n d i c a t o r s i n a

s u r v e y o f t h e p r e v a l e n c e o f a n t i b i o t i c r e s i s t a n c e i n t h e e n v i r o n m e n t F r e s h w a t e r s a m p l e s

o f r i v e r s i n F r a n c e a n d S p a i n w e r e a n a l y z e d f o r r e s i s t a n t A e r o m o n a s , a n d s u r p r i s i n g

l e v e l s o f r e s i s t a n c e t o q u i n o l o n e s w e r e d e t e c t e d . Su s c e p t i b i l i t y t o f l u o r o q u i n o l o n e s w a s

s t i l l e v i d e n t a l t h o u g h t h e m i n im u m i n h i b i t o r y c o n c e n t r a t i o n s (M IC s ) d i d i n c r e a s e .

H o w e v e r , t h e s t u d y d i d n o t l i n k t h e p r e s e n c e o f a n t i m i c r o b i a l r e s i s t a n t b a c t e r i a t o a n y

s o r t o f a n t h r o p o g e n i c i n f l u e n c e s
,
i . e . s a m p l e s w e r e n o t s p e c i fi c a l l y t a k e n w i t h r e s p e c t t o

w a s t e w a t e r d i s c h a r g e s (G o n i - U r r i z a , P i n e a u e t a l 2 0 0 0 ) A n o t h e r s t u d y e m p l o y i n g

u b i q u i t o u s e n v i r o n m e n t a l b a c t e r i a a s i n d i c a t o r s f o u n d a n t im i c r o b i a l r e s i s t a n c e i n c r e a s e d

a s a c o n s e q u e n c e o f h o s p i t a l a n d p h a rm a c e u t i c a l w a s t e d i s c h a r g e i n t o s e w e r s . S a m p l e s
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c o l l e c t e d f r o m p o i n t s i n t h e s e w e r s u p
- a n d d o w n s t r e a m o f t h e d i s c h a r g e s w e r e a n a l y z e d

f o r r e s i s t a n c e p a t t e r n s o f A c i n e t o b a c t e r s p p . S u r p r i s i n g l y ,
h o s p i t a l d i s c h a r g e s e e m e d t o

r e s u l t i n v e r y t r a n s i e n t i n c r e a s e s i n o x y t e t r a c y c l i n e r e s i s t a n c e , w h i l e p h a r m a c e u t i c a l

e f f l u e n t r e s u lt e d i n m u l t i p l e
- a n t i b i o t i c r e s i s t a n c e i n c r e a s e s t h a t p e r s i s t e d f u r t h e r

d o w n s t r e a m . B o t h r e s i d u a l a n t i b i o t i c c o n c e n t r a t i o n s a n d p o t e n t i a l r e l e a s e o f r e s i s t a n t

b a c t e r i a w i t h t h e p h a r m a c e u t i c a l w a s t e w e r e s u g g e s t e d a s c a u s e s f o r t h i s i n c r e a s e

(G u a r d a b a s s i ,
P e t e r s e n e t a l .

19 9 8 ) . T h e p u t a t i v e a n t i b i o t i c c o n c e n t r a t i o n s w e r e n o t

m e a s u r e d a s p a r t o f t h e s t u d y ,
h o w e v e r .

T h e c i t e d s t u d i e s a r e p r im a r i l y c o n c e r n e d w i t h a q u e o u s b a c t e r i a l c o n c e n t r a t i o n s
,

a n d m a n y o f t h e m r e l y o n f e c a l c o l i f o r m s a s m a r k e r s o f t h e e f f l u e n t i m p a c t s . H o w e v e r ,

t h e u s e o f f e c a l c o l i f o r m s a s i n d i c a t o r s o f t h e i n f l u e n c e o f a n t h r o p o g e n i c a c t i v i t i e s o n

c h a n g e s i n b a c k g r o u n d e n v i r o n m e n t a l r e s i s t a n c e i s c o m p l i c a t e d a n d s o u r c e i d e n t i f i c a t i o n

i s d i f f ic u l t . I n a d d i t i o n , b e c a u s e o f c o n s i d e r a t i o n s t h a t w i l l b e d i s c u s s e d i n t h i s c h a p t e r .

Se c t i o n 2 . 2
,
s e d im e n t s m a y p r o v i d e a b e t t e r t y p e o f e n v i r o n m e n t a l s a m p l e f o r t h e

e x a m i n a t i o n o f t h e e f f e c t s o f w a s t e w a t e r d i s c h a r g e s o n t h e s e l e c t i o n a n d o c c u r r e n c e o f

a n t i m i c r o b i a l r e s i s t a n t b a c t e r i a . S t u d i e s e x a m i n i n g t h e p r e v a l e n c e o f r e s i s t a n c e i n

s e d i m e n t d w e l l i n g i n d i g e n o u s b a c t e r i a a s a c o n s e q u e n c e o f h u m a n i m p a c t s a r e r e l a t i v e l y

r a r e (A n d e r s e n a n d S a n d a a 19 94 ; Sa n d a a a n d E n g e r 19 94 ; C h e l o s s i , V e z z u l l i e t a l . 2 0 0 3 )

a n d u s u a ll y e x a m i n e m a r i n e a s o p p o s e d t o f r e s h w a t e r s e d i m e n t s T h e r e f o r e , t h i s c u r r e n t

s t u d y s e e k s t o fi l l a g a p i n t h e a f o r e m e n t i o n e d w o r k b y c o m b i n i n g t h e d e t e c t i o n o f

u b i q u i t o u s e n v i r o n m e n t a l i n d i c a t o r o r g a n i s m s i n f r e s h w a t e r s e d i m e n t s w i t h i m p a c t s f r o m

m u n i c i p a l w a s t e w a t e r e f f l u e n t s . I n a d d i t i o n , c o n t e m p o r a n e o u s w a t e r c o l u m n s a m p l e s
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w e r e t a k e n a n d a n a l y z e d f o r a n t i b i o t i c c o n c e n t r a t i o n s i n o r d e r t o p r o v i d e s o m e c o r r e l a t i v e

b a s i s f o r e x p l a i n i n g t h e p o t e n t i a l b a c t e r i a l r e s i s t a n c e l e v e l s .

2 . 2 R e s e a r c h C o m p o n e n t s

2 . 2 . 1 A e r o m o n a s s p p .

T h e A e r o m o n a s g e n u s i s c o m p r i s e d o f G r a m n e g a t i v e
,
o x i d a s e p o s i t i v e r o d s

f o u n d c o m m o n l y i n m a n y e n v i r o n m e n t a l w a t e r s
,
s e d i m e n t s , a n d s o i l s . Se v e r a l f a c t o r s

c o n t r i b u t e d t o t h e d e c i s i o n t o i n v e s t i g a t e A e r o m o n a s s p e c i e s i n t h i s s t u d y . C h i e f l y ,
i t w a s

t h o u g h t t h a t t h e u s e o f t y p i c a l e n t e r i c b a c t e r i a o f h u m a n s a n d a n im a l s s u c h a s E . c o l i a n d

E n t e r o c o c c i a s i n d i c a t o r s o f e n v i r o n m e n t a l a n t i b i o t i c r e s i s t a n c e w a s t o o l i k e l y t o r e s u l t i n

u n s u c c e s s f u l e f f o r t s t o r e a c h b a c t e r i a l s o u r c e t r a c k i n g c o n c l u s i o n s . T h e b a c k g r o u n d t o

t h i s d e c i s i o n i s e x p l a i n e d i n fu r t h e r d e t a i l b e l o w
,
a s t h i s p r e m i s e i s p a r t i c u l a r l y i m p o r t a n t

t o t h e s t u d y .

I t i s a l r e a d y d i f f i c u l t t o d i s t i n g u i s h w i t h g r e a t r e l i a b i l i t y t h e d i f f e r e n c e s i n

a n t i m i c r o b i a l r e s i s t a n c e p a t t e r n s b e t w e e n f e c a l c o l i f o r m s o f h u m a n a n d a n i m a l o r i g i n s .

T h e a v e r a g e r a t e o f c o r r e c t c l a s s i f i c a t i o n o f t h e s e b a c t e r i a c a n b e a s l o w a s 7 2 % w h e n

c o m p a r i s o n s a r e m a d e b e t w e e n e n v i r o n m e n t a l i s o l a t e s o f h u m a n a n d n o n h u m a n s o u r c e s

(S im p s o n , S a n t o D o m i n g o e t a l . 2 00 2 ) . U s i n g a n t i b i o t i c r e s i s t a n c e p r o f i l e s o f f e c a l

o r g a n i s m s i s a r e c e n t a r e a o f r e s e a r c h d e s i g n e d t o b e t t e r a d d r e s s t h i s m i c r o b i a l s o u r c e -

t r a c k i n g q u e s t i o n
,
b a s e d o n t h e a s s u m p t i o n t h a t w i l d - t y p e s t r a i n s o f b a c t e r i a w i l l

d e m o n s t r a t e g r e a t e r s u s c e p t i b i l i t y t o a b r o a d e r r a n g e o f a n t i b i o t i c s t h a n b a c t e ri a o f e n t e r i c

o r i g i n w i t h i n h u m a n s a n d a n i m a l s H o w e v e r , v a s t r e f e r e n c e d a t a b a s e s (
"
l i b r a r i e s

"

)

c o n t a i n i n g r e s i s t a n c e p r o f i l e s o f m a n y t h o u s a n d s o f i s o l a t e s f r o m k n o w n e n v i r o n m e n t a l

f e c a l c o n t a m i n a t i o n s o u r c e s a r e r e q u i r e d f o r c o m p a r i s o n
,
a n d c o r r e l a t i o n b e t w e e n
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e n v i r o n m e n t a l i s o l a t e s a n d t h e s e d a t a b a s e s r e m a i n s l o w (W i g g i n s , C a s h e t a l . 2 0 0 3 ) . L i

a d d i t i o n ,
t h e s e d a t a b a s e s m u s t v a r y a m o n g g e o g r a p h i c a l a r e a s b e c a u s e o f f a u n a l

v a r i a t i o n s a n d c o n s e q u e n t c h a n g e s i n f e c a l c o n t a m i n a t i o n s o u r c e s (Si m p s o n
, Sa n t o

D o m i n g o e t a l . 2 0 0 2 ) . T h e s e f a c t o r s c a n h a v e s i g n i f i c a n t c o n s e q u e n c e s w h e n a t t e m p t i n g

t o m a k e t h e d i s t i n c t i o n b e t w e e n fe c a l c o l i f o r m s t h a t h a v e a c q u i r e d r e s i s t a n c e i n t h e

e n v i r o n m e n t
,
w h e r e i t w a s i n d u c e d b y a n t i b i o t i c c o n c e n t r a t i o n s i n t r o d u c e d t h r o u g h

WWT P d i s c h a r g e s , o r c o n v e r s e l y ,
d r u g r e s i s t a n c e a c q u i r e d i n t h e i n t e s t i n a l t r a c t s o f

h u m a n s . T h e r e f o r e , b e c a u s e a c q u i s i t i o n o f a n t i b i o t i c r e s i s t a n c e b y e n t e r i c b a c t e r i a i n t h e

i n t e s t i n a l t r a c t i s h i g h l y p r o b a b l e a n d c o u l d r e s u l t i n m i s t a k e n a t t r i b u t i o n o f o r i g i n a t i o n i n

t h e e n v i r o n m e n t , A e r o m o n a s hy d r o p h i l a a n d A e r o m o n a s c a v i a e w e r e c h o s e n a s m a r k e r s

i n s t e a d . T h e s e b a c t e r i a a r e l e s s l i k e l y t o h a v e c o m e f r o m h u m a n r e s e r v o i r s
, a n d t h e y

o c c u r n a t u r a l l y i n t h e a q u a t i c e n v i r o n m e n t . T h i s w i l l n o t e n t i r e l y e l im i n a t e t h e p o s s i b i l i t y

o f a t t r i b u t i n g e n t e r i c a l l y a c q u i r e d r e s i s t a n c e t o e n v i r o n m e n t a l im p a c t s , b u t w i l l

s u b s t a n t i a l l y r e d u c e t h e p r o b a b i l it y o f t h i s e r r o r . I t s h o u l d b e m e n t i o n e d t h a t w h i le t h e

s t u d y s o u g h t t o i n i t i a l l y i d e n t i f y a n d u s e t w o s p e c i e s o f A e r o m o n a s , t h i s p r o v e d t o b e t o o

d i f f i c u l t b e c a u s e o f t h e c o n t i n u i n g d i s c o v e r i e s m a d e a b o u t A e r o m o n a s t a x o n o m y a n d t h e

i n c o n s i s t e n c y w i t h w h i c h b i o c h e m i c a l t e s t s i d e n t i fy A e r o m o n a s s p e c i e s (A b b o t t , C h e u n g ,

e t a l 2 0 0 3 ) S e e C h a p t e r 3 Se c t i o n 3 . 5 f o r m o r e d e t a i l o n t h e s p e c i a t i o n a p p r o a c h .

A n o t h e r r e a s o n f o r t h e u s e o f A e r o m o n a s s p p w a s t h e i r p r o v e n e n v i r o n m e n t a l

p r o l i f e r a t i o n B e c a u s e t h e s e b a c t e r i a a r e u b i qu i t o u s i n n a t u r e , t h e i r d e t e c t i o n a n d

i s o l a t i o n a t g r e a t f r e q u e n c y a n d i n h i g h n u m b e r s f r o m e n v i r o n m e n t a l m a t r i c e s a r e h i g h l y

l i k e l y . \n a d d i t i o n
,
b e c a u s e o f t h e i r u b i q u i t y ,

A e r o m o n a s s p p . c o u l d s e r v e a s a s u b s t a n t i a l

c o n t r i b u t o r t o t h e p o t e n t i a l r e s e r v o i r o f r e s i s t a n c e t h a t i n t u r n m a k e s i t p o s s i b l e t o p a s s
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r e s i s t a n c e g e n e s t o m o r e a n d v a r y i n g k i n d s o f b a c t e r i a . P r e v i o u s s t u d i e s h a v e a l r e a d y

d e m o n s t r a t e d t h e a b i h t y fo r A e r o m o n a s t o c o n j u g a t i v e l y t r a n s f e r p l a s m i d s t o o t h e r G r a m

n e g a t i v e b a c t e r i a s u c h a s E . c o l i a n d V . c h o l e r a (K r u s e
,
S o e r u m e t a l . 1 9 9 5 ; G o n i - U r r i z a ,

C a p d e p u y e t a l . 2 0 0 0 )

N o t o n l y m i g h t a e r o m o n a d s t r a n s m i t a n t im i c r o b i a l r e s i s t a n c e t o o t h e r p a t h o g e n s ,

t h e s e b a c t e r i a a r e a l s o e m e r g i n g a s a h u m a n p a t h o g e n o f s o m e c o n s e q u e n c e . S e v e r a l

A e r o m o n a s s p e c i e s , i n c l u d i n g t h o s e i n v e s t i g a t e d i n t h i s s t u d y , h a v e b e e n i m p l i c a t e d i n

s u c h d i v e r s e c l i n i c a l p r e s e n t a t i o n s a s g a s t r o e n t e r i t i s , w o u n d i n fe c t i o n s , s e p t i c e m i a ,
a n d

,

r a r e l y ,
m o r e s e v e r e i l l n e s s e s s u c h a s m e n i n g i t i s a n d n e c r o t i z i n g f a s c i t i s (M i n n a g a n t i ,

P a t e l e t a l . 2 0 0 0 ) . B o t h a s p a t h o g e n s a n d a s e n v i r o n m e n t a l b a c t e r i a , A e r o m o n a s s p e c i e s

s t i l l s h o w a r e l a t i v e l y b r o a d s u s c e p t i b i l i t y t o m a n y a n t i b i o t i c s ; f l u o r o q u i n o l o n e s a n d

c e p h a l o s p o r i n s a r e s t i l l v e r y a c t i v e a g a i n s t t h i s g e n u s a n d t e t r a c y c l i n e s a r e s t i l l c a p a b l e o f

i n a c t i v a t i n g A e r o m o n a s (G o n i - U r r i z a ,
P i n e a u e t a l . 2 0 0 0 ) . P e n i c i l l i n s a r e h o w e v e r o f

l i t t l e u s e
,
a n d m o s t A e r o m o n a s s p e c i e s a r e i n h e r e n t l y r e s i s t a n t t o s o m e a m i n o p e n i c i l l i n s

s u c h a s a m p i c i l l i n (V i l a , M a r c o e t a l . 2 0 0 2 ) . A e r o m o n a s s p e c i e s h a v e b e e n i s o l a t e d f r o m

p o s t - c h l o r i n a t i o n d r i n k i n g w a t e r d i s t r i b u t i o n s y s t e m s , b o t h i n t h e w a t e r p h a s e a n d a s a

g e n u s t h a t f r e q u e n t l y c o l o n i z e s p i p e b i o f il m s (K u h n
,
A l l e s t a m e t a l . 19 9 7 ; B o m o

,
S t o r e y

e t a l . 2 (X)4 ) F i n a l l y , b e c a u s e o f t h e f r e q u e n c y w i t h w h i c h A e r o m o n a s s p p . a r e f o u n d i n

d r i n k i n g w a t e r s o u r c e s a n d d i s t r i b u t i o n s y s t e m s , t h e U . S . E n v i r o n m e n t a l P r o t e c t i o n

A g e n c y (U . S . E P A ) p l a c e d t h e m o n t h e C o n t a m i n a n t C a n d i d a t e L i s t (C C L ) , c o n d u c t e d

o c c u r r e n c e m o n i t o r i n g f o r t h e s e o r g a n i s m s i n 2 0 0 3 , a n d a d d e d t h e m t o t h e U . S
. E P A

'

s

U n r e g u l a t e d C o n t a m i n a n t M o n i t o r i n g R u l e M o n i t o r i n g L i s t (U . S .
E P A 2 0 0 4 ) . R e c e n t l y ,

t h e U . S E PA h a s p r o p o s e d t o e x c l u d e t h e m f r o m t h e m o n i t o r i n g r e q u i r e m e n t s o f
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U n r e g u l a t e d C o n t a m i n a n t M o n i t o r i n g R u l e M o n i t o r i n g L i s t d u e t o d i f f i c u l t i e s i n m e e t i n g

t h e s a m p l e h o l d i n g t i m e l i m i t s f o r m i c r o b i a l a n a l y s i s a n d t h e c h a l l e n g e s o f A e r o m o n a s

s p e c i a t i o n (U S E P A
, 2 0 0 5 ) N e v e r t h e l e s s , t h e s e b a c t e r i a a r e c o n s i d e r e d i m p o r t a n t a n d i n

n e e d o f f u r t h e r s t u d y i n d r i n k i n g w a t e r a n d i t s s o u r c e s .

2 . 2 . 2 S e d i m e n t s

T h e f o c u s i n t h i s s t u d y o n s e d im e n t s r a t h e r t h a n w a t e r i s p r e d i c a t e d o n a n u m b e r

o f a s s u m p t i o n s . P e r h a p s m o s t i m p o r t a n t l y i s t h e e v i d e n c e t h a t i d e n t i f i e s s e d im e n t s a s

a r e a s o f a c c u m u l a t i o n f o r t h e a n t i b i o t i c s i n q u e s t i o n S e v e r a l s t u d i e s h a v e s h o w n t h a t

t e t r a c y c l i n e i n p a r t i c u l a r h a s a p r o p e n s i t y fo r s o l i d - p h a s e p a r t i t i o n i n g , p a r t i c u l a r l y i n

h i g h l y o r g a n i c m a t r i c e s s u c h a s s i l t y s e d i m e n t s w h e r e c a t i o n e x c h a n ge f i g u r e s

p r o m i n e n t l y a s a m e c h a n i s m f o r t h i s p h e n o m e n a (F i g u e r o a
,
L e o n a r d e t a l . 2 0 0 4 ) .

C i p r o f l o x a c i n h a s a l s o b e e n s h o w n t o p a r t i t i o n t o s e d i m e n t s a n d , g i v e n i t s s y n t h e t i c

o r i g i n s , i s l e s s l i k e l y t o b e b i o d e g r a d e d (N o w a r a
,
B u r h e n n e e t a l . 19 9 7 ; J a m h e im e r

,

O t t o s o n e t a l . 2 0 0 4 ) .

A n o t h e r i m p o r t a n t f e a t u r e o f s e d i m e n t s i s t h a t b a c t e r i a a l s o t e n d t o a c c u m u l a t e i n

s e d i m e n t s a n d t h a t b a c t e r i a l a c t i v i t y i s c o n c e n t r a t e d t h e r e a s o p p o s e d t o t h e w a t e r c o l u m n

(W h i t e 19 9 5 ) . T h i s i n c r e a s e s b o t h t h e l i k e l i h o o d o f i s o l a t i o n a n d d e t e c t i o n o f t h e d e s i r e d

o r g a n i s m a n d t h e p o s s i b i l i t y f o r a n t im i c r o b i a l r e s i s t a n c e a c q u i s i t i o n . T h i s l a t t e r

h y p o t h e s i s i s b a s e d o n a n u m b e r o f o b s e r v a t i o n s . F i r s t , t h e h i g h b a c t e r i a l d e n s i t y i n

s e d im e n t s i n c r e a s e s t h e l i k e l i h o o d o f c o n j u g a t i v e t r a n s f e r b e c a u s e l a r g e b a c t e r i a l

c o m m u n i t i e s a r e i n s u c h c l o s e p r o x i m i t y . A n o t h e r p r o p o s e d m e t h o d o f r e s i s t a n c e

a c q u i s i t i o n , b o t h i n c l i n i c a l a n d e n v i r o n m e n t a l s e t t i n g s , o c c u r s t h r o u g h t r a n s f o r m a t i o n ;

f r a gm e n t s o f D N A
,
i n t h i s c a s e , g e n e s t h a t c o n f e r a n t i b i o t i c r e s i s t a n c e ,

a r e r e l e a s e d a s a
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r e s u l t o f c e l l d e a t h a n d a r e t a k e n u p b y o t h e r c e l l s (D a v i s o n 1 9 9 9 ) . W h i l e D N A i s

u n s t a b l e i n t h e e n v i r o n m e n t a n d s u b j e c t t o e n z y m a t i c b r e a k d o w n , a s w i t h m a n y o r g a n i c

a n d i n o r g a n i c c o m p o u n d s a d s o r p t i o n t o p a r t i c l e s s u c h a s s e d i m e n t p r o l o n g s t h e s u r v i v a l

t i m e o f D N A , t h e r e b y e n h a n c i n g t h e p o s s i b i l i t y o f s e d i m e n t - a s s o c i a t e d b a c t e r i a

e n c o u n t e r i n g a n d a b s o r b i n g r e s i s t a n c e g e n e s (D a v i s o n 1 9 9 9 ) . C o n s e q u e n t l y , s e d i m e n t s

i n w h i c h b o t h a n t i b i o t i c a n d b a c t e r i a l c o n c e n t r a t i o n s a r e h i g h c a n p r o v i d e a r i c h m i l i e u

f o r e n v i r o n m e n t a l r e s i s t a n c e a c q u i s i t i o n b y a n u m b e r o f a v a i l a b l e m e c h a n i s m s .

2 . 2 . 3 A n t i b i o t i c s E mp l o y e d i n T h i s St u d y

T h e a n t i b i o t i c s e m p l o y e d i n t h i s s t u d y w e r e c h o s e n b a s e d o n a n u m be r o f f a c t o r s .

A b r i e f e x a m i n a t i o n o f e a c h d r u g a n d i t s r e l e v a n t c h a r a c t e r i s t i c s i s w a r r a n t e d .

2 . 2 . 3 . J T e t r a c y c l i n e H y d r o c h l o r i d e

T h e t e t r a c y c l i n e c l a s s o f a n t i b i o t i c s c o m p r i s e s a s e t o f b r o a d - s p e c t r u m

p h a r m a c e u t i c a l s t h a t h a v e l o n g b e e n u s e d t h e r a p e u t i c a l l y i n h u m a n s a g a i n s t a n u m b e r o f

i n f e c t i o n s . T h e y a r e a l s o f r e q u e n t l y e m p l o y e d b y a g r i c u l t u r e a n d a q u a c u l t u r e a s g r o w t h

p r o m o t e r s a n d f o r a c u t e t r e a t m e n t o f d i s e a s e . B e c a u s e o f t h e i r h e a v y u s e i n a l l o f t h e s e

a r e n a s , t e t r a c y c l i n e s a r e o f t e n i n c l u d e d i n t h e s u i t e o f p h a r m a c e u t i c a l c o m p o u n d s t a r g e t e d

fo r e n v i r o n m e n t a l d e t e c t i o n ( L i n d s e y , M e y e r e t a l . 2 0 0 1 ; J a c o b s e n
,
H a l l i n g - So r e n s e n e t

a l . 2 0 0 4 ) . I n a d d i t i o n
,
t h e r e p e a t e d f i n d i n g i n s e v e r a l e x t r a - c l i n i c a l s e t t i n g s o f d r u g s f r o m

t h i s a n t i b i o t i c c l a s s h a s l e d t o i t s c o m m o n i n c l u s i o n i n s t u d i e s s t r i v i n g t o a s c e r t a i n t h e

p o s s i b l e im p a c t s o f s u b t h e r a p e u t i c a n t i b i o t i c u s e o n r e s i s t a n c e p r o f i l e s o f e n v i r o n m e n t a l

b a c t e r i a (A n d e r s e n a n d Sa n d a a 1 99 4 ; M c K e o n
, C a l a b r e s e e t a l .

1 9 9 5 ; G u a r d a b a s s i ,

P e t e r s e n e t a l . 19 9 8 ) . T h e r e f o r e , b o t h t h e h i gh l e v e l o f t h e r a p e u t i c u s e a n d p r i o r i n c l u s i o n
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i n a n u m b e r o f s i m i l a r s t u d i e s m a k e t e t r a c y c l i n e a r e l e v a n t a n t i m i c r o b i a l c o m p o u n d f o r

t h i s p a r t i c u l a r s t u d y .

S e v e r a l s t u d i e s h a v e a l s o i n d i c a t e d t h e p r o p e n s i t y f o r t e t r a c y c l i n e s t o p a r t i t i o n t o

m a r i n e s e d i m e n t s , d e p e n d e n t o n t h e s e d im e n t s
'

p h y s i c a l p r o p e r t i e s s u c h a s o r g a n i c

c o n t e n t .
T h i s p a r t i c u l a r p a r t i t i o n i n g c h a r a c t e r i s t i c h a s b e e n s h o w n t o r e l a t e t o a

s i g n i f i c a n t i n f l u e n c e o n t h e a d s o r p t i o n c o e f f i c i e n t f o r t e t r a c y c l i n e s (P o u l i q u e n a n d L e

B r i s 19 9 6 ) . E x a m i n a t i o n s o f t hi s s e d im e n t a s s o c i a t i o n t e n d e n c y h a v e b e e n p a r t i c u l a r l y

c o n c e r n e d w i t h a q u a c u l t u r e
,
a s t e t r a c y c l i n e s a r e v e r y c o m m o n l y e m p l o y e d i n t h i s

i n d u s t r y (B j o r k l u n d
,
B o n d e s t a m e t a l 1 9 9 0 ; B j o r k l u n d , R a b e r g h e t a l 1 9 9 1 ; C o y n e ,

H i n e y e t a l . 1 9 9 4 ; P e t e r s e n ,
A n d e r s e n e t a l . 2 00 2 ; H a t h a

,
V i v e k a n a n dh a n e t a l . 20 0 5 ) .

T e t r a c y c l i n e s , p a r t i c u l a r l y o x y t e t r a c y c l i n e , i n c o n c e n t r a t i o n s a s h i g h a s 4 0 0 0 ji g / k g h a v e

b e e n d e t e c t e d i n s e d im e n t s b e l o w f i s h f a r m s (T h i e l e - B r u h n 2 0 0 3 ) , a n d o x y t e t r a c y c h n e

r e s i d u e s h a v e b e e n f o u n d t o p e r s i s t a s i n t a c t , a c t i v e a n t i b i o t i c s f o r u p t o 1 0 m o n t h s

(C a p o n e , W e s t o n e t a l . 19 9 6 ) . I n a d d i t i o n , t h e c o n c e n t r a t i o n s o f d r u g s d e t e c t e d u n d e r

fi s h fa r m s h a v e b e e n c o r r e l a t e d t o h i g h e r n u m b e r s o f r e s i s t a n t b a c t e r i a r e s i d i n g i n t h e

s e d i m e n t s (S a m u e l s e n , T o r s v i k e t a l . 1 9 9 2 ; S c h m i d t , B r u u n e t a l . 2 0 0 1 ; C h e l o s s i ,

V e z z u l l i e t a l . 2 0 0 3 ) . F e w e r s t u d i e s a r e f o u n d f o r r i v e r i n e
, f r e s h w a t e r s e d im e n t s

,
b u t a

r e c e n t e x a m i n a t i o n o f C h e s a p e a k e B a y d e t e c t e d o x y t e t r a c y c l i n e c o n c e n t r a t i o n s u p t o 3 . 3

|j g / g i n s e d i m e n t s i m p a c t e d b y a m u n i c i p a l WWT P (S i m o n 20 0 5 ) , c o m p a r a b l e t o t h o s e

b e i n g d e t e c t e d i n fi s h f a r m e n v i r o n s . T h e s e c o n c e n t r a t i o n s m a y c o n t r i b u t e t o r e s i s t a n c e
,

b u t b e c a u s e a q u a c u l t u r e p r a c t i c e s u s u a l l y m o r e c l o s e l y p a r a l l e l C A F O im p a c t s w h e n

c o m p a r e d t o WW T P d i s c h a r g e s i n t e r m s o f b o t h a n t i b i o t i c a n d a n i m a l c o n c e n t r a t i o n ,

t h e r e a r e i m p o r t a n t d i f f e r e n c e s t h a t d o n o t p e r m i t d i r e c t c o m p a r i s o n w h e n e x a m i n i n g
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e n v i r o n m e n t a l i m p a c t s o f fi s h f a r m s a n d WW T P s . F i n a l l y ,
t h e N a t i o n a l C o m m i t t e e f o r

C l i n i c a l L a b o r a t o r y S t a n d a r d s (N C C L S ) h a s a p p r o v e d t e t r a c y c l i n e h y d r o c h l o r i d e a s

r e p r e s e n t a t i v e o f t h e e n t i r e c l a s s o f t e t r a c y c l i n e s , m e a n i n g t h a t r e s i s t a n c e t o t e t r a c y c l i n e

i s i n d i c a t i v e o f r e s i s t a n c e t o o x y t e t r a c y c l i n e , d o x y c y c l i n e
,
a n d a l l o t h e r a n t ib i o ti c s i n t h i s

g r o u p .

2 2 . 3 2 C ip r o f l o x a c i n

C i p r o f l o x a c i n , a m e m b e r o f t h e f l u o r o q u i n o l o n e a n t i b i o t i c c l a s s , i s a n o t h e r b r o a d -

s p e c t r u m d r u g c a p a b l e o f t r e a t i n g a n u m b e r o f i n f e c t i o n s . U n l i k e t e t r a c y c l i n e
,
h o w e v e r

,

c i p r o f l o x a c i n i s a m u c h n e w e r ,
s y n t h e t i c c o m p o u n d a n d c o n s e q u e n t l y , r e s i s t a n c e t o t h i s

p h a r m a c e u t i c a l i s l e s s c o m m o n U n t i l r e c e n t l y ,
b e c a u s e o f t h e p r e v a l e n c e o f r e s i s t a n c e t o

p e n i c i l l i n s , t e t r a c y c l i n e s
,
a n d o t h e r f r o n t l i n e a n t i b i o t i c s

,
c i p r o f l o x a c i n w a s o n e o f t h e l a s t

l i n e d e f e n s e s a g a i n s t m a n y b a c t e r i a l d i s e a s e s A n i n c r e a s e d u s e c o n s i s t e n t w i t h a g r e a t e r

r e l i a n c e o n c i p r o f l o x a c i n a n d o t h e r f lu o r o q u i n o l o n e s h a s c o n t r i b u t e d t o a m o r e f r e q u e n t

d e t e c t i o n o f b a c t e r i a r e s i s t a n t t o t h e s e c o m p o u n d s A n a t i o n a l s u r v e i l l a n c e o n t h e

r e s i s t a n c e t r e n d s i n t h e o p p o r t u n i s t i c p a t h o g e n , P . a e r u g i n o s a d e m o n s t r a t e d a m a r k e d

d e c r e a s e i n c i p r o f lo x a c i n s u s c e p t i b i l i t y , f r o m a n 8 5 % s u s c e p t i b i l i t y r a t e i n 19 9 3 t o o n e o f

o n l y 6 8 % i n 20 0 2 (O b r i t s c h ,
F i s h e t a l . 2 0 0 4 ) T h i s t r e n d i s e v i d e n t n o t o n l y i n

o p p o r t u n i s t i c o r g a n i s m s
,
b u t h a s a l s o b e e n s e e n i n s u c h p a t h o g e n i c o r g a n i s m s a s S .

a u r e u s (C u e v a s
,
C e r c e n a d o e t a l 2 0 0 4 ) . T h e r e f o r e , a n e x a m i n a t i o n o f e n v i r o n m e n t a l

b a c t e r i a t h a t m a y h a v e r e d u c e d s u s c e p t i b i l i t y t o t h i s p o w e r f u l a n d s t r a t e g i c a l l y i m p o r t a n t

d r u g i s c r u c i a l .

F l u o r o q u i n o l o n e s a r e a l s o b e i n g d e t e c t e d i n s u r f a c e w a t e r s (G o l e t , A l d e r e t a l .

2 0 0 2 ; K o l p i n ,
F u r l o n g e t a l . 2 0 0 2 ) T h e y a r e c o n s i d e r e d t o b e a m o n g t h e m o r e s t a b l e
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e n v i r o n m e n t a l c o m p o u n d s b e c a u s e o f t h e i r r e s i s t a n c e t o b o t h b i o d e g r a d a t i o n a n d

h y d r o l y s i s ,
t h e r e b y p e r m i t t i n g a l o n g e r e x p o s u r e o f b a c t e r i a t o t h e d r u g (T h i e l e - B r u h n

2 00 3 ) . S t u d i e s c o n d u c t e d i n S w i t z e r l a n d o n s u r f a c e w a t e r s c o n s i d e r a b l y i m p a c t e d b y

u r b a n e f fl u e n t s d e t e c t e d w a s t e w a t e r c o n c e n t r a t i o n s o f c i p r o fl o x a c i n a s h i g h a s 5 5 3 n g / L ,

w h i c h w e r e a t t e n u a t e d i n t he r e c e i v i n g w a t e r c o l u m n t o a r o u n d 15 n g / L , p r e s u m a b l y b y

p h o t o t r a n s f o r m a t i o n a n d / o r a d s o r p t i o n t o p a r t i c l e s (G o l e t
,
A l d e r e t a l . 2 0 0 2 ) S i m i l a r

s t u d i e s i n t h e U n i t e d S t a t e s e x a m i n i n g l e s s i m p a c t e d s u r f a c e w a t e r s a l s o d e t e c t e d a

n u m b e r o f fl u o r o q u i n o l o n e s , b u t a t m u c h l o w e r c o n c e n t r a t i o n s (K o l p i n , F u r l o n g e t a l .

2 00 2 ) . R e l e v a n t t o t h i s c u r r e n t s t u d y i s t h e a s s e r t i o n b y t h e l a t t e r s t u d y t h a t t h e l o w

c o n c e n t r a t i o n s i n w a t e r c o l u m n s a m p l e s w e r e p r o b a b l y a t t r i b u t a b le t o t h e t e n d e n c y f o r

t h e s e c o m p o u n d s t o p a r t i t i o n t o s e d i m e n t s . R e m o v a l r a t e s o f fl u o r o q u i n o l o n e s i n

WWT Ps h a v e b e e n s h o w n t o b e a s h i g h a s 8 0% b e c a u s e o f t h e i r t e n d e n c y t o a d s o r b t o

s l u d g e a n d b i o s o l i d s (X i a ,
B h a n d a r i e t a l . 2 00 5 ) N e v e r t h e l e s s , t h e w a s t e w a t e r e f fl u e n t

c a n c o n t a i n c o n c e n t r a t i o n s o f t h e s e c o m p o u n d s t h a t
,
a f t e r a c c u m u l a t i o n i n d o w n s t r e a m

s e d i m e n t s , m a y r e a c h le v e l s c a p a b l e o f e x e r t i n g s e l e c t i v e p r e s s u r e o n b a c t e r i a .

2 2
. 3 . 3 T r i m e t h o p r im / Su l fa m e t h o x a z o l e

T r i m e t h o p r i m a n d s u l f a m e t h o x a z o l e a r e s y n t h e t i c a n t i b i o t i c s t h a t i n h i b i t f o l i c a c i d

s y n t h e s i s a n d h a v e s y n e r g i s t i c p r o p e r t i e s w h e n c o u p l e d t o g e t h e r
,
e n h a n c i n g e a c h o t h e r

'

s

a n t i m i c r o b i a l c a p a c i t y T h e y a r e t h e r e f o r e c o m m o n l y a d m i n i s t e r e d t o g e t h e r i n o n e d o s e

t h a t i s t y p i c a l l y l o w e r t h a n t h e d o s e o f e i t h e r o n e a l o n e . W h i l e r e s i s t a n c e t o s u l f a d r u g s i s

f a i r l y w i d e s p r e a d , t r i m e t h o p r im / s u l f a m e t h o x a z o l e s t i l l m a y b e r e l i e d u p o n f o r b r o a d

s p e c t r u m u s e , b u t r e s i s t a n c e t o e v e n t h i s t h e r a p y i s o n t h e r i s e (M a s t e r s , O
'

B r y a n e t a l .

2 0 0 3 ) . B e c a u s e A e r o m o n a s s p p . s t i l l s h o w s u s c e p t i b i l i t y t o t h e c o m b i n a t i o n a n t i b i o t i c
,
a
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s u r v e y o f t h i s p a rt i c u l a r g e n u s w i t h r e s p e c t t o i t s p o t e n t i a l l y i n c r e a s i n g r e s i s t a n c e i s

a p p r o p r i a t e

N e i t h e r t r im e t h o p r i m n o r s u l f a m e t h o x a z o l e o c c u r s n a t u r a l l y a n d s o t h e i r p r e s e n c e

i s i n d i c a t i v e o f a n t h r o p o g e n i c o r a g r i c u l t u r a l i m p a c t s . S u l f o n a m i d e s a r e e m p l o y e d

h e a v i l y i n a g r i c u l t u r e a s w e l l a s c l i n i c a l p r a c t i c e a n d a r e f r e q u e n t l y d e t e c t e d i n s u r v e y s

a t t e m p t i n g t o q u a n t i f y a n t i b i o t i c c o n c e n t r a t i o n s i n a n i m a l w a s t e l a g o o n s a n d s e w a g e a s

w e l l a s f r e s h w a t e r s (C a m p a g n o l o ,
J o h n s o n e t a l . 2 00 2 ; K o l p i n ,

F u r l o n g e t a l . 2 0 0 2 ) .

A l t h o u g h s u s c e p t i b l e t o p h o t o d e g r a d a t i o n
,
s u l f a d r u g s a r e s h i e l d e d f r o m t h i s e f f e c t w h e n

i n t r o d u c e d i n t o w a t e r s w i t h h i gh d i s s o l v e d o r g a n i c c o n t e n t Im p o rt a n t f o r t h i s s t u d y i s

t h e t e n d e n c y f o r s u l f a m e t h o x a z o l e i n p a rt i c u l a r t o p e r s i s t f o r l o n g e r i n t h e e n v i r o n m e n t

r e l a t i v e t o o t h e r m e m b e r s o f t h e s u l f a c l a s s (B o r e e n
,
A r n o l d e t a l .

2 0 0 4 ) . I n a d d i t i o n ,

s t u d i e s h a v e s h o w n t h a t s u l f o n a m i d e s r e s i s t b i o d e g r a d a t i o n (A l - A h m a d
,
D a s c h n e r e t a l .

1 99 9 ; K u m m e r e r
,
A l - A h m a d e t a l . 2 0 0 0 ) T h e s e c o m p o u n d s a r e n o t a s r e a d i l y a d s o r b e d

b y s o i l s a n d s e d im e n t s a s t h e t e t r a c y c l i n e s o r f l u o r o q u i n o l o n e s (T h i e l e - B r u h n , S e i b i c k e e t

a l . 2 0 0 4 ) , b u t t h e i r h i g h u s a g e r a t e s c o u p l e d w i t h s t a b i l i t y i n t h e e n v i r o n m e n t c o n t r i b u t e

t o a f a i r l y c o n s i s t e n t b a c k g r o u n d l e v e l o f t h e s e d r u g s i n r e c e i v i n g w a t e r s . T h i s i n t u r n

m a y l e a d t o a c c u m u l a t i o n i n s e d i m e n t s t o c o n c e n t r a t i o n s t h a t w o u l d e x e rt s e l e c t i v e

p r e s s u r e o n b a c t e r i a

T r i m e t h o p r i m i s a l s o d e t e c t e d i n e n v i r o n m e n t a l m a t r i c e s a n d a t v a r i o u s p o i n t s i n

s e w a g e t r e a t m e n t p l a n t s (K o l p i n ,
F u r l o n g e t a l 2 0 0 2 ; L i n d b e r g ,

W e n n b e r g e t a l 2 0 0 5 )

T h e i n e f f i c a c y o f t r e a t m e n t p l a n t s t o r e m o v e t r im e t h o p r i m f r o m i n f l u e n t w a s w e l l

i l l u s t r a t e d b y L i n d b e r g , W e n n b e r g e t a l , w h o r e p o rt e d a m e d i a n r e m o v a l r a t e f r o m r a w

s e w a g e t o fi n a l e f f lu e n t o f o n l y 3% T r im e t h o p r im h a s n o t b e e n a s e x t e n s i v e l y e x a m i n e d
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w i t h r e s p e c t t o i t s e n v i r o n m e n t a l l o n g e v i t y , b u t a c o n t r o l l e d s t u d y i n c l u d e d t r i m e t h o p r im

i n a s u i t e o f a n t i b i o t i c s e x a m i n e d f o r p e r s i s t e n c e i n m a r i n e s e d i m e n t s . W h i l e

t e t r a c y c l i n e s p r e d i c t a b l y o u t l i v e d t r im e t h o p r i m ,
t h e h a l f - l i f e o f t h e l a t t e r a n t i b i o t i c w a s

d e t e r m i n e d t o b e a p p r o x im a t e l y 7 5 d a y s i n t h e t o p m o s t c e n t i m e t e r o f s e d im e n t (H e k t o e n ,

B e r g e e t a l . 1 9 9 5 )

3 M a t e r i a l s a n d M e t h o d s

3 . 1 P r e l i m i n a r y S i t e B a c k g r o u n d a n d S i t e D e s c ri p t i o n

P r i o r t o t h e a c q u i s i t i o n o f M o r g a n C r e e k d a t a o n w h i c h t h i s s t u d y i s b a s e d ,

a n o t h e r s i t e w a s i n v e s t i g a t e d s i m i l a r l y a n d w i l l b e r e f e r r e d t o a s t h e
"

p r e l i m i n a r y
"

s i t e t o

d i s t i n g u i s h i t f r o m t h e
"

p r i m a r y
"

s i t e i n t h e f o l l o w i n g t e x t . I t s h o u l d b e n o t e d t h a t t h e

m a j o r i t y o f t h e d a t a c o l l e c t e d a t t h e p r e l im i n a r y s i t e c o m p r i s e d o n l y A e r o m o n a s

i d e n t i f i c a t i o n a n d s p e c i a t i o n . A f t e r a s m a l l s u b s e t o f t h e i s o l a t e s w a s s u b j e c t e d t o

a n t i b i o t i c r e s i s t a n c e t e s t i n g , i t w a s d e t e r m i n e d t h a t t h e p r o j e c t w o u l d b e n e f i t f r o m

r e l o c a t i o n t o w h a t w a s t o b e c o m e t h e p r i m a r y s i t e . C o n s e q u e n t l y , t h e o n l y d a t a p r e s e n t e d

f r o m t h e p r e l i m i n a r y s i t e i s a c o m p a r i s o n o f b a c t e r i a l c o n c e n t r a t i o n s i n t h e w a t e r a n d

s e d i m e n t . A b r i e f d e s c r i p t i o n o f t h e p r e l im i n a r y s i t e a n d i t s e n v i r o n s f o l l o w s :

• E f f l u e n t s a m p le s o f t h e w a s t e w a t e r t r e a t m e n t p l a n t d i s c h a r g i n g t o t h i s s t r e a m h a d

b e e n a n a l y z e d b y a n o t h e r l a b o r a t o r y f o r p h a r m a c e u t i c a l l y a c t i v e c o m p o u n d s

(P h A C s ) , a n d a n t i b i o t i c s w e r e a m o n g t h e t r a c e p o l l u t a n t s f o u n d

• M i n i m a l a g r ic u l t u r a l im p a c t s t o t h e r e c e i v i n g w a t e r s e n a b l e d t h e s t u d y t o f o c u s

m o r e n a r r o w l y o n u r b a n e f f l u e n t e f f e c t s .

• T h e r e w e r e m i n i m a l u p s t r e a m p o i n t a n d n o n - p o i n t p o l l u t i o n s o u r c e s t h a t w o u l d

i m p a c t t h e a n t im i c r o b i a l c o m p o u n d q u a l i t y o f t h e u p s t r e a m c o n t r o l s a m p l e s .
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• T h e w a s t e w a t e r t r e a t m e n t p l a n t s e r v i c e s a 2 3 8 - b e d h o s p i t a l a n d a n 8 1 - b e d n u r s i n g

h o m e
, p l u s a n u m b e r o f t e x t i l e i n d u s t r i e s .

• T r e a t m e n t a t t h e p l a n t b e g i n s w i t h s c r e e n i n g , fl o w e q u a l i z a t i o n , a n d p r i m a r y

s e d im e n t a t i o n . T h i s i s f o ll o w e d b y a n a c t i v a t e d s l u d g e p r o c e s s c o u p l e d w i t h a

b i o l o g i c a l n u t r i e n t r e m o v a l (B N R ) s y s t e m . Se c o n d a r y c l a r i f i e r s r e m o v e a n d

r e c y c l e m o s t o f t h e s u s p e n d e d s o l i d s , a n d t e r t i a r y t r e a t m e n t c o n s i s t s o f f i n a l

gr a v i t y s a n d fi l t r a t i o n p r i o r t o d i s i n f e c t i o n w i t h c h l o r i n e .

3 1 . 1 Se d im e n t

3 1 . 1 . 1 Sa mp l i n s

F o u r p o i n t s w e r e c h o s e n a r o u n d t h i s s i t e f o r s a m p l i n g p u r p o s e s . W h a t w a s

c o n s i d e r e d t o b e t h e u n i m p a c t e d c o n t r o l s t a t i o n w a s l o c a t e d a p p r o x im a t e l y 16 0 0 m e t e r s

u p s t r e a m o f t h e w a s t e w a t e r p l a n t o u t f a l l . P o i n t s a t t h e e f fl u e n t d i s c h a r g e ,
3 0 0 m e t e r s a n d

8 00 m e t e r s d o w n s t r e a m o f t h e e f fl u e n t d i s c h a r g e w e r e a l s o s a m p l e d .

D u p l i c a t e s a m p l e s a t t h i s s i t e w e r e i n i t i a l l y t a k e n w i t h a m e s h s c o o p g r a b

s a m p l e r ; t h e m e s h c o n t a i n i n g t h e s a m p l e w a s i n v e r t e d o v e r a n o p e n e d s t e r i l e 1 2 5 m L

N a l g e n e h i g h - d e n s i t y p o l y e t h y l e n e (H D P E ) w i d e - m o u t h e d b o t t l e w h i c h w a s t h e n p l a c e d

i m m e d i a t e l y i n a c o o l e r f o r t r a n s p o r t b a c k t o t h e l a b o r a t o r y . A s t h e s a m p l e r w a s

p e r m i t t e d i n t r u s i o n o f w a t e r i n t o t h e c o l l e c t e d s e d i m e n t s , a n e x a m i n a t i o n o f t h e r e l a t i v e

c o n c e n t r a t i o n s o f b a c t e r i a i n b o t h s e d i m e n t s a n d w a t e r w a s c o n d u c t e d a n d i s e x p l a i n e d i n

t h i s c h a p t e r .
S e c t i o n 2 . A n E c k m a n n d r e d g e w a s e m p lo y e d i n s u b s e q u e n t s a m p l i n g

e x c u r s i o n s
,
a n d t h e s a m p l e c o l l e c t i o n p r o c e d u r e w a s r e f i n e d i n t o t h a t w h i c h w i l l b e

d e s c r i b e d i n t h i s c h a p t e r , Se c t i o n 3 . 1 . 1 . T h e s a m p l e s c o l l e c t e d a t t h i s s i t e w e r e n o t

p r o c e s s e d im m e d i a t e l y b u t p l a c e d i n a 4
°

C w a l k - i n c o o l e r o v e r n i g h t .
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3 . 1 . 1 . 2 P r e p a r a t i o n a n d P r o c e d u r e f o r Sp r e a d P l a t i n g a t P r e l i m i n a r y Si t e

T h e f i r s t f e w s a m p l i n g e x c u r s i o n s a t t h i s s i t e c o l l e c t e d s e d i m e n t t h a t w a s

c e n t r i f u g e d a t 3 0 0 0 r p m f o r 5 m i n u t e s a t a t e m p e r a t u r e o f a p p r o x im a t e l y 15
°

C .
T h i s s t e p

w a s u l t i m a t e l y r e m o v e d f r o m t h e p r o t o c o l . D i l u e n t i n t h e s e s t u d i e s w a s n o t p h o s p h a t e

b u f f e r e d w a t e r b u t a u t o c l a v e d e n v i r o n m e n t a l w a t e r t a k e n a t t h e s a m e t im e a s t h e

s e d i m e n t s a m p l e s ; a g r a b s a m p le o f t h i s w a t e r w a s t a k e n a n d s t o r e d w i t h t h e s e d i m e n t

s a m p l e s i n a o n e - l i t e r H D P E w i d e - m o u t h b o t t l e . T o t h i s d i l u e n t w a t e r
,
t h e s u r f a c t a n t

T w e e n 8 0 (F i s h e r Sc i e n t i f i c ,
F a i r L a w n

,
N J ) w a s a d d e d i n a r a t i o o f 0 0 5 m L T w e e n 80 t o

5 00 m L e n v i r o n m e n t a l w a t e r b e f o r e a u t o c l a v i n g . A s i d e f r o m t h e s e a l t e r a t i o n s ,
t h e

s e d im e n t p r o c e s s i n g fo l l o w e d t h a t d e s c r i b e d i n t h i s c h a p t e r ,
S e c t i o n 3 . 1 . 2 . A w a t e r

c o n t e n t a n a l y s i s w a s p e r f o r m e d a s p e r t h i s c h a p t e r .
Se c t i o n 3 . 3 .

3 . 1 . 2 B i o c h e m i c a l T e s t P r e p a r a t i o n a n d P e rf o r m a n c e o n B a c te r i a l I s o l a t e s

f r o m t h e P r e l i m i n a r y S i t e

T h e b i o c h e m i c a l m e t h o d s o f i d e n t i f i c a t i o n e m p lo y e d a t t h e p r e l i m i n a r y s i t e w e r e

a l m o s t i d e n t i c a l t o t h o s e a t t h e p r i m a r y s i t e ; m o r e d e t a i l e d m e t h o d s m a y b e f o u n d i n t h e

s e c t i o n o n p r i m a r y s i t e s a m p l e p r o c e s s i n g , i n c l u d i n g s p e c i f i c b i o c h e m i c a l t e s t s . A f t e r

t h e i s o l a t e s w e r e s u bj e c t e d t o a b a t t e r y o f b i o c h e m i c a l t e s t s , s p e c i e s c o n f i r m a t i o n o f

i s o l a t e s a t t h e p r e l i m i n a r y s i t e w a s c o n d u c t e d t h r o u g h t h e u s e o f A P I 20 E s t r i p s (M a r c y

I
'

E t o i l e
,
F r a n c e ) a s p e r t h e m a n u f a c t u r e r

'

s i n s t r u c t i o n s . B r i e f l y , p r e s u m p t i v e i s o l a t e s

w e r e i n c u b a t e d o v e r n i g h t o n t r y p t i c s o y a g a r (T S A ) p l a t e s
, a f t e r w h i c h i n d i v i d u a l

c o l o n i e s w e r e c h o s e n a n d v o r t e x e d i n 5 m L o f s t e r i l e p h y s i o l o g i c a l s a l i n e . T h e b a c t e r i a l

s u s p e n s i o n w a s a dj u s t e d t o a 0 . 5 M c F a r l a n d t u r b i d i t y s t a n d a r d
,
a n d a l i q u o t s w e r e p i p e t t e d

i n t o t h e w e l l s o f t h e A P I 2 0 E s t r i p . M i n e r a l o i l w a s a d d e d t o t h e a p p r o p r i a t e w e l l s i n

o r d e r t o c r e a t e a n a e r o b i c c o n d i t i o n s
,
a n d t h e s t r i p s w e r e i n c u b a t e d o v e r n i gh t a t 3 5

°

C .
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R e a g e n t s o f t h e A P I 20 E s y s t e m w e r e a d d e d a s p e r m a n u fa c t u r e r
'

s i n s t r u c t i o n s a f t e r

i n c u b a t i o n T Ti e s t r i p s w e r e t h e n l e f t t o i n c u b a t e o v e r n i g h t o n t h e b e n c h a t a m b i e n t

c o n d i t i o n s a n d r e e x a m i n e d (K o k s a l , 2 0 0 5 ) . T h i s w a s i n a n e f f o r t t o a l l o w c o m p l e t i o n o f

t h e c a r b o hy d r a t e f e r m e n t a t i o n s
,
w h i c h o f t e n r e q u i r e d t h e f u l l 4 8 - h r i n c u b a t i o n p e r i o d (2 4

h o u r s a t 3 5
°

C p l u s 2 4 h o u r s a t r o o m t e m p e r a t u r e ) .
A s i d e f r o m t h e A P I t e s t

,
t h e o n l y

a l t e r a t i o n m a d e i n t h e b i o c h e m i c a l a n a l y s i s w a s t h e i n c lu s i o n o f a n 0 / 1 2 9 V i b r i o s t a t i c

d i s k i n t h e p r i m a r y s t u d y .
I s o l a t e s w e r e a r c h i v e d a s d e s c r i b e d i n t h i s c h a p t e r .

S e c t i o n

3 . 2 .

3 . 2 S e d i m e n t v s . Wa t e r B a c t e r i a l C o n c e n t r a t i o n

3 . 2 . 1 Sa m p l in g

T h e m e s h g r a b
- s a m p l i n g d e v i c e e m p l o y e d b y t h i s s t u d y w a s s u b j e c t t o m i n o r

w a t e r c o l u m n i n t r u s i o n . C o n s e q u e n t l y ,
t h e r e l a t i v e b a c t e r i a l c o n c e n t r a t i o n s i n s e d im e n t

v e r s u s w a t e r w e r e e x a m i n e d s o a s t o d i s p e l d o u b t s c o n c e r n i n g t he p o s s ib i l i t y o f

m i s t a k i n g s e d i m e n t a r y b a c t e r i a f o r t h o s e s u s p e n d e d i n a n d o r i gi n a t i n g f r o m t h e w a t e r

c o l u m n . O n e l i t e r w a t e r s a m p l e s w e r e t a k e n d u r i n g o n e o f t h e s e d im e n t s a m p l i n g

e x c u r s i o n s a t t h e p r i m a r y s i t e f r o m t h r e e p o i n t s i n t h e w a t e r c o l u m n : a t t h e s u r f a c e
,
a t

m i d - d e p t h , a n d a t t h e b o t t o m (s e d im e n t - w a t e r i n t e r f a c e ) . T h e l a s t t w o s a m p l e s w e r e

o b t a i n e d w i t h a V a n D o r e n s a m p l e r , w h i l e a g r a b s a m p l e s u f f i c e d f o r t h e s u r f a c e w a t e r .

T h e V a n D o r e n w a s s u s p e n d e d f r o m a r o p e o n w h i c h m e t e r l e n g t h s h a d b e e n m a r k e d ;

t h e r e f o r e , t h e m i d d l e o f t h e w a t e r c o l u m n w a s m e a s u r e d a s a p p r o x i m a t e l y h a l f t h e d e p t h

t h a t w a s i n d i c a t e d b y t h e r o p e w h e n t h e V a n D o r e n s a m p l e r w a s a l l o w e d t o r e s t o n t h e

r i p a r i a n b o t t o m . T h e s e d im e n t - w a t e r i n t e r f a c e s a m p l e w a s t a k e n s l i g h t l y a b o v e t h e d e p t h

a t w h i c h t h e s a m p l e r w a s f e l t t o t o u c h t h e b o t t o m s e d im e n t . T h e s i p h o n o n t h e V a n
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D o r e n w a s u s e d t o d i sp e n s e t h e c o l l e c t e d s a m p l e i n t o a u t o c l a v e d 1 - L H D P E w i d e m o u t h

b o t t l e s . A l l s a m p l e b o t t l e s w e r e p l a c e d i m m e d i a t e l y i n a c o o l e r f o r t r a n s p o r t b a c k t o t h e

l a b o r a t o r y ,
w he r e t h e y w e r e s t o r e d o v e r n i g h t i n a 4

°

C w a l k - i n r e f r i g e r a t o r .

3 . 2 . 2 Sa mp l e P r e p a r a t io n f o r B a c t e r i a l P r i m a r y I s o l a t i o n a n d E n u m e r a t i o n

W a t e r s a m p l e s f r o m t h e p r e l i m i n a r y s i t e w e r e h o m o g e n i z e d b y w r i s t s h a k i n g f o r

f i v e s e c o n d s b e f o r e t e n - f o l d s e r i a l d i l u t i o n s o f t h e w a t e r s a m p l e s w e r e c o n d u c t e d i n p r e
-

p r e p a r e d p h o s p h a t e b u f f e r e d s o l u t i o n . 1 0 0 |J L v o l u m e s o f t h e u n d i l u t e d , 1 0
'

a n d 10
'

d i l u t i o n s w e r e s p r e a d
-

p l a t e d i n t r i p l i c a t e o n t o A D A - V a g a r ( s e e t h i s c h a p t e r .
S e c t i o n

3 . 1 . 2 f o r d e s c r i p t i o n o f t he a g a r ) . Se d i m e n t s a m p l e s w e r e p r o c e s s e d a s d e s c r i b e d i n t h i s

c h a p t e r
. Se c t i o n 3 . 1 . 2 . T h e p l a t e s w e r e i n c u b a t e d o v e r n i g h t a t 3 5° C . T h e r e s u l t s o f t h e s e

a n a l y s e s a r e p r e s e n t e d i n C h a p t e r 4 ,
Se c t i o n 1 o f t h i s r e p o r t .

3 . 3 P r i m a r y S i t e D e s c r ip t i o n

T h e w a s t e w a t e r t r e a t m e n t p l a n t a r o u n d w h i c h s a m p l e s w e r e t a k e n i s d e s c r i b e d a s

f o l l o w s :

M i n i m a l a g r i c u l t u r a l i m p a c t s t o t h e r e c e i v i n g w a t e r s e n a b l e d t h e s t u d y t o f o c u s m o r e

n a r r o w l y o n u r b a n w a s t e w a t e r e f f l u e n t e f f e c t s .

• T h e r e w e r e m i n i m a l u p s t r e a m p o i n t a n d n o n -

p o i n t p o l l u t i o n s o u r c e s t h a t w o u l d i m p a c t

t h e q u a l i t y o f t h e u p s t r e a m c o n t r o l s a m p l e s .

• T r e a t m e n t a t t h e w a s t e w a t e r p l a n t i n c l u d e s s c r e e n i n g , p r i m a r y a n d s e c o n d a r y

s e d im e n t a t i o n
,
a c t i v a t e d s l u d g e ,

b i o l o g i c a l n u t r i e n t r e m o v a l , a n d d i s i n f e c t i o n w i t h

c h l o r i n e ; t h e t r e a t m e n t p l a n t h a s a 12 m i l l i o n g a l l o n p e r d a y (M G D ) c a p a b i l i t y a n d t r e a t s

o n a v e r a g e 8 M G D .

•
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• T h e e ffl u e n t o f a 6 8 8 - b e d u n i v e r s i t y h o s p i t a l a n d a l a r g e r e s e a r c h u n i v e r s i t y i s s e r v i c e d

b y t h e WWT P .

• T h e u p s t r e a m s a m p l i n g s i t e (U S) w a s l o c a t e d a pp r o x im a t e l y 6 0 0 m e t e r s b e f o r e t h e

e f f l u e n t d i s c h a r g e . Sa m p l e s w e r e a l s o t a k e n a t p o i n t s 3 3 a n d 9 6 5 m e t e r s d o w n s t r e a m ,

r e f e r r e d t o h e r e a f t e r a s e f f l u e n t (E ) a n d d o w n s t r e a m (D S ) r e s p e c t i v e l y . T h e s e p o i n t s

w e r e c h o s e n f o r t h e i r a c c e s s i b i l i t y , b u t t h e f lu v i a l m o r p h o l o g y o f t h e s a m p l i n g l o c a t i o n

a l s o f i g u r e d p r o m i n e n t l y i n t h e s e l e c t i o n o f t h e s i t e s
.
A r e a s o f l o w e r f l o w p o s s ib l y

r e s u l t i n g i n l o n g e r r e s i d e n c e t i m e s f o r w a t e r a n d s e d im e n t a c c u m u l a t i o n w e r e s e l e c t e d t o

a l l o w f o r t h e g r e a t e s t p o s s i b l e a n t i b i o t i c p a r t i t i o n i n g t o s e d i m e n t s a n d h i g h e s t a n t i b i o t i c

e x p o s u r e t i m e f o r b a c t e r i a .

3
. 3 . 1 Se d i m e n t

3 . 3 . 1 . 1 Sa m p l i n s

T h e U S s a m p l i n g s i t e w a s o n t h e u p s t r e a m s i d e o f a b r i d g e w h e r e f l o w i n t h e

s t r e a m w a s s l i g h t l y im p e d e d . A t E
,
a l a r g e l o g t h a t ha d f a l l e n a c r o s s t h e s t r e a m c r e a t e d a

d o w n s t r e a m p o o l i n t o w h i c h e f f l u e n t i n t r u de d a t a m u c h s l o w e r f l o w r a t e . F i n a l l y ,
a

c o n c r e t e f o r d d a m m e d t h e s t r e a m s l i g h t l y a t D S , a n d s a m p l e s w e r e t a k e n a f e w f e e t

u p s t r e a m o f t h e f o r d .

D u p l i c a t e g r a b s a m p l e s f r o m U S , E a n d D S w e r e t a k e n w i t h t h e a i d o f a n

E c k m a n n d r e d g e A l t h o u g h t h e w a t e r c o l u m n n e v e r r e a c h e d d e p t h s g r e a t e r t h a n 1 m e t e r ,

t h e d r e d g e m a i n t a i n e d
,
t o a l a r g e e x t e n t

,
t h e i n t e g r i t y o f t h e s e d i m e n t s t r a t a T h e t o p

c e n t i m e t e r o f s e d i m e n t r e t r i e v e d b y t h e d r e d g e w a s r e m o v e d w i t h t h e a i d o f a s p a t u l a ,

t r a n s f e r r e d t o 12 5 m L a u t o c l a v e d N a l g e n e H D PE b o t t l e s
, a n d p l a c e d i m m e d i a t e l y i n a

c o o l e r f o r t r a n s p o r t b a c k t o t h e l a b o r a t o r y ; t h e s p a t u l a w a s r i n s e d t h o r o u g h l y w i t h
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d e i o n i z e d w a t e r (D r a c o r , N o r t h C a r o l i n a ) b e t w e e n s a m p l e s . T h e a m o u n t o f s e d i m e n t

s a m p l e v a r i e d , b u t a p p r o x im a t e d 30 - 50 g r a m s
,
w h i c h w a s e n o u g h t o b o t h e m p l o y i n

s e r i a l d i l u t i o n s f o r b a c t e r i o l o g i c a l a n a l y s i s a n d f o r v o l a t i l e s o l i d s (V S ) a n a l y s i s .

S a m p l e s w e r e p r o c e s s e d i m m e d i a t e l y u p o n r e t u r n t o t h e l a b o r a t o r y .

3 . 3 1 . 2 P r e p a r a t i o n a n d P r o c e d u r e f o r Sp r e a d P l a t i n g a t P r i m a r y Si t e

T h e E c k m a n n d r e d ge e m p l o y e d i n t h e s e d im e n t s a m p l i n g c a n l e n d i t s e l f t o

i n a d v e r t e n t w a t e r c o l l e c t i o n . L i t h e e v e n t t h a t t h e s e d i m e n t w a s o v e r l a i d w i t h w a t e r a f t e r

t r a n s p o r t b a c k t o t h e l a b ,
t h e s u p e r n a t a n t w a s p i p e t t e d o u t o f t h e N a l g e n e b o t t l e b e fo r e

s e d i m e n t h o m o g e n i z a t i o n . A f t e r t h e w a t e r w a s r e m o v e d
,
t h e b o t t l e w a s r e c a p p e d a n d t h e

s e d im e n t s a m p l e s w e r e w r i s t - s h a k e n fo r o n e m i n u t e . O n e g r a m o f t h e h o m o g e n i z e d

s e d im e n t w a s a d d e d t o a 15 m L p l a s t i c c o n i c a l t u b e c o n t a i n i n g 9 m L o f p h o s p h a t e

b u f f e r e d w a t e r w i t h m a g n e s i u m a n d v o r t e x e d f o r t e n s e c o n d s ; t h i s w a s c o n s i d e r e d t o b e a

1 0
" '
d i l u t i o n . T h e p h o s p h a t e b u f f e r e d w a t e r h a d fi n a l p h o s p h a t e a n d m a g n e s i u m i o n

c o n c e n t r a t i o n s o f a p p r o x im a t e l y 5 9 a n d 9 7 m g / L ,
r e s p e c t i v e l y ( s e e A p p e n d i x A f o r m o r e

d e t a i l e d c a l c u l a t i o n s ) B r i e f ly , s t o c k s o l u t i o n s o f p o t a s s i u m d i h y d r o g e n p h o s p h a t e (34

g / L ) a n d m a g n e s i u m c h l o r i d e (8 1 . 1 g /L ) w e r e p r e p a r e d a n d s t o r e d i n 12 5 m L g l a s s

b o t t l e s a t 4
°

C u n t i l u s e . W h e n n e e d e d
,
1 . 2 5 m L o f p h o s p h a t e s t o c k a n d 5 m L o f

m a g n e s i u m c h l o r i d e s t o c k w e r e a d d e d t o a 1 - L g l a s s b o t t l e c o n t a i n i n g 50 0 m L o f

d e i o n i z e d w a t e r a n d a u t o c l a v e d (S t a n d a r d M e t h o d s
,
2 0

*
e d .

,
19 9 8 ) . T h e 10

" '
s e d im e n t

d i l u t i o n s w e r e p r e p a r e d f i r s t s o t h a t b y t h e t im e f u r t h e r d i l u t i o n c o m m e n c e d , t h e 10
' '

d i l u t i o n t u b e s h a d b e e n s i t t i n g o u t o n t h e b e n c h f o r a t l e a s t 2 0 m i n u t e s . T h e t u b e

c o n t a i n i n g s e d i m e n t w a s v o r t e x e d a g a i n f o r t e n s e c o n d s t o e n s u r e h o m o g e n i z a t i o n o f t h e

d i l u t i o n b e f o r e 1 m L o f t h e s u p e r n a t a n t w a s r e m o v e d a n d a d d e d t o t h e n e x t t u b e o f 9 m L
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p h o s p h a t e b u f f e r ; t e n - f o l d s e r i a l d i l u t i o n s w e r e p r e p a r e d u n t i l t h e 1 0
'

d i l u t i o n w a s

r e a c h e d . T h e 10
'

t h r o u g h 10
'

d i l u t i o n s w e r e v o r t e x e d f o r f i v e s e c o n d s b e f o r e r e m o v i n g

1 m L fo r s u b s e q u e n t d i l u t i o n s
,
a g a i n t o e n s u r e h o m o ge n i z a t i o n o f t h e s o l u t i o n . V o l u m e s

o f 1 0 0 |i L o f t h e 1 0
^

, 10
' ^

, a n d l O
'

' *
d i l u t i o n s w e r e s p r e a d -

p l a t e d i n d u p l i c a t e o n t o

a m p i c i U i n
- d e x t r i n a g a r (m - A e r o m o n a s I s o l a t i o n A g a r ,

B i o h f e
,
M i l a n

,
I t a l y )

s u p p l e m e n t e d w i t h v a n c o m y c i n (A D A - V ) . B r i e f ly , t h e 1 0 0 fi L o f d i l u t i o n w a s e v e n l y

d i s t r i b u t e d a c r o s s t h e s u r f a c e o f t h e a g a r u s i n g a f l a m e s t e r i l i z e d g l a s s h o c k e y s t i c k a n d a

s m a l l h o r i z o n t a l l y m o u n t e d w h e e l . T h e a g a r p l a t e w a s p l a c e d o n t h e w h e e l a n d s p u n

w h i l e t h e g l a s s h o c k e y s t i c k w a s u s e d t o s m e a r t h e s a m p l e a c r o s s t h e a g a r s u r f a c e . A D A -

V p l a t e s w i t h t h e s p r e a d - p l a t e d s a m p l e w e r e i n c u b a t e d fo r 2 4 + / - 2 h o u r s a t 3 5 ° C .

T h e A D A - V a g a r w a s e m p l o y e d a n d p r e p a r e d a s r e c o m m e n d e d b y E PA M e t h o d

16 0 5 f o r t h e i s o l a t i o n o f A e r o m o n a d s f r o m d r i n k i n g w a t e r (U . S . E PA
,
2 0 0 1) . B r i e f l y ,

t h e

a g a r w a s p r e p a r e d a c c o r d i n g t o m a n u fa c t u r e r
'

s a g a r
- t o - d e i o n i z e d w a t e r r a t i o s

,
s t e r i l i z e d

b y a u t o c l a v i n g , a n d a l l o w e d t o c o o l i n a 50
°

w a t e r b a t h . T e n m i l l i gr a m s o f a m p i c i l l i n

s o d i u m s a l t a n d 2 m g o f v a n c o m y c i n h y d r o c h l o r i d e (S i g m a A l d r i c h
,
S t . L o u i s

,
M O ) w e r e

d i s s o l v e d i n t o t w o s e p a r a t e 10 m L v o l u m e s o f d e i o n i z e d w a t e r , a n d e a c h 10 m L v o l u m e

w a s fi l t e r - s t e r i l i z e d t h r o u g h a 0 . 2 2 [i m -

p o r e - s i z e d fi l t e r i n t o o n e l i t e r o f c o o l e d a g a r . T h e

a g a r w a s w r i s t - s h a k e n g e n t l y t o u n i f o r m l y d i s t r i b u t e t h e a n t i b i o t i c s b e f o r e d i s p e n s i n g 10 -

m l v o l u m e s i n t o i n d i v i d u a l s t e r i l e 10 0 m m P e t r i d i s h e s .

3 . 3 2 B i o c h e m i c a l T e s t P r e p a r a t i o n a n d P e rf o r m a n c e o n B a c t e r ia l I s o l a t e s

f r o m t h e P r i m a r y S i t e

A l l a g a r s w e r e m a n u f a c t u r e d b y B e c t o n D i c k i n s o n (S p a r k s M D ) u n l e s s o t h e r w i s e

n o t e d . D i s p e n s i n g o f l i q u i d a g a r s a n d a l i q u o t t i n g o f b r o t h s w a s c o n d u c t e d i n a h o r i z o n t a l

l a m i n a r fl o w
,
c l e a n b e n c h h o o d ; 10 m L o f a g a r w e r e a d d e d t o e a c h p l a t e u n l e s s o t h e r w i s e
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n o t e d . A l l i n c u b a t i o n s t o o k p l a c e a t 3 5 °

+ / - 2
°

C . S e e A p p e n d i x B f o r t h e c o m p o s i t i o n

a n d a g a r - t o - w a t e r r a t i o s f o r t h e d e h y d r a t e d m e d i a .

A f t e r t h e i n c u b a t i o n o f th e A D A - V p l a t e s
, p r e s u m p t i v e c o l o n i e s w e r e t r i p l e -

s t r e a k e d o n t o t r y p t i c s o y a g a r (T S A ) p l a t e s t o w h i c h a 1 50 ju g d i s k o f O / 1 2 9 V i b r i o s t a t i c

A g e n t (R e m e l , L e n e x a , K S ) w a s a d d e d i n t h e d e n s e s t p a r t o f t h e in i t i a l s t r e a k . T h e d i s k

w a s a d d e d w i t h t w e e z e r s
,
w h i c h w e r e f l a m e - s t e r i l i z e d b e t w e e n e a c h i s o l a t e . T h e T SA

a n d a l l f o l l o w i n g a g a r s w e r e p r e p a r e d b y e m p l o y i n g m a n u f a c t u r e r - r e c o m m e n d e d r a t i o s

o f d e h y d r a t e d a g a r t o d e i o n i z e d w a t e r . T h e a p p r o p r i a t e a m o u n t o f a g a r p l u s w a t e r w a s

w r i s t s h a k e n u n t i l i n g r e d i e n t s w e r e d i s p e r s e d u n i f o r m l y i n a 1 - L g l a s s b o t t l e a n d t h e n

a u t o c l a v e d im m e d i a t e l y t h e r e a f t e r . H o w e v e r , t h e a g a r s w e r e n e i t h e r h e a t e d w i t h

a g i t a t i o n n o r b o i l e d f o r o n e m i n u t e . T h e s e l a t te r s t e p s w e r e n o t t h o u g h t n e c e s s a r y

b e c a u s e t h e a g a r s w o u l d d i s s o l v e i n t o s o l u t i o n d u r i n g t h e a u t o c l a v i n g p r o c e s s . A f t e r

a u t o c l a v i n g ,
a g a r s i n c a p p e d b o t t l e s w e r e g e n t l y i n v e r t e d t o e n s u r e h o m o g e n i z a t i o n o f

i n g r e d i e n t s .

T h e i n o c u l a t e d T SA p l a t e s w e r e i n c u b a t e d o v e r n i g h t . I f t h e i s o l a t e s p r o v e d

r e s i s t a n t t o t h e v i b r i o s t a t i c a g e n t ,
t h e y w e r e a r c h i v e d a t - SO

^

C i n a f r e e z i n g s o l u t i o n

c o m p r i s e d o f t r y p t i c s o y b r o t h (T S B ) (B e c t o n D i c k i n s o n
,
Sp a r k s , M D ) a n d g l y c e r o l

(F i s c h e r S c i e n t i f i c ,
F a i r L a w n

,
N J ) t o a fi n a l c o n c e n t r a t i o n o f 2 5 % O n e h u n d r e d a n d

fi f t y m L o f T S B w a s p r e p a r e d a c c o r d i n g t o m a n u f a c t u r e r
'

s i n s t r u c t i o n s t o w h i c h w a s

a d d e d 5 0 mL o f g l y c e r o l . T h i s s o l u t i o n w a s s t e r i l i z e d b y a u t o c l a v i n g a n d ,
a f t e r c o o l i n g ,

1 m L a l i q u o t s w e r e a d d e d t o s t e r i l e 1 5 - m l c a p a c i t y m i c r o f u g e (E p p e n d o r f ) t u b e s . U s i n g

a s t e r i l i z e d w o o d e n a p p l i c a t o r
,
o n e i s o l a t e d c o l o n y f r o m e a c h T S A p l a t e w a s a d d e d t o

o n e m i c r o f u g e t u b e a n d v o r t e x e d i n o r d e r t o h o m o g e n i z e t h e b a c t e r i a l s u s p e n s i o n . Se t s o f
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t h e a r c h i v e d i s o l a t e s w e r e t h e n r e m o v e d a s n e e d e d f r o m t h e - 8 0
°

f r e e z e r
, a n d a s t e r i l e

p r e -

p a c k a g e d 1 m L g l a s s p ip e t t e w a s u s e d t o r e m o v e a s m a l l p o r t i o n o f t h e f r o z e n

b a c t e r i a l s u s p e n s i o n w h i c h w a s d o t t e d o n t o a T S A p l a t e . S t e r i l e w o o d e n a p p l i c a t o r s w e r e

t h e n u s e d t o t r i p l e - s t r e a k t h e i n o c u l u m f o r b a c t e r i a l c o l o n y i s o l a t i o n . T h e s e T S A p l a t e s

w e r e i n c u b a t e d o v e r n i g h t , a n d i s o l a t e d c o l o n i e s f r o m t h e s e p l a t e s w e r e s u bj e c t e d t o a

n u m b e r o f s u b s e q u e n t b i o c h e m i c a l t e s t s . A n i n d i v i d u a l c o l o n y w a s p i c k e d u p w i t h a

s t e r i l e w o o d e n a p p l i c a t o r a n d b o t h a e r o b i c a l l y a n d a n a e r o b i c a l l y i n o c u l a t e d o n K l i g e r

i r o n a g a r (K I A ) s l a n t s b y f i s h t a i l s t r e a k i n g o n t h e s l a n t a n d s t a b b i n g i n t o t h e b u t t o f t h e

a g a r s l a n t . S l a n t s w e r e p r e p a r e d b y a d d i n g 5 m L o f a g a r t o s t e r i l e g l a s s 16 x 100 m m t u b e s

a n d a l l o w i n g t h e m t o dr y i n a n i n c l i n e d p o s i t i o n . T o w a r d s t h e e n d o f t h e s t u d y , p r o b l e m s

w i t h t h e K I A w e r e e n c o u n t e r e d
,
a n d a c h a n g e t o t r i p l e s u g a r i r o n a g a r (T S I ) w a s

im p l e m e n t e d I n d i v i d u a l i s o l a t e s w e r e a l s o s t r e a k e d o n t o p l a t e s o f b i l e e s c u l i n (B E ) a g a r

(O x o i d , L e n e x a , K S) , a n d s u bj e c t e d t o s p o t i n d o l e a n d s p o t o x i d a s e t e s t s ; t h e r e a g e n t s f o r

t h e l a s t t w o t e s t s w e r e p u r c h a s e d f r o m R e m e l
, ( L e n e x a K S ) a n d B e c t o n - D i c k i n s o n

,

(S p a r k s , M D ) ,
r e s p e c t i v e l y Sp o t i n d o l e a n d o x i d a s e t e s t s w e r e c o n d u c t e d a c c o r d i n g t o

t h e f o l l o w i n g p r o c e d u r e : a 4 5 m m m e d i a p a d (M i l l i p o r e
,
B e n t o n M A ) w a s s a t u r a t e d w i t h

t h e r e a g e n t a n d a s m a l l b i t o f c o l o n y m a t e r i a l w a s s m e a r e d w i t h a s t e r i l e w o o d e n

a p p l i c a t o r o n t o t h e r e a g e n t - s o a k e d p o r t i o n o f t h e p a d . C o l o n i e s w e r e a l s o s t r e a k e d o n t o

M a c C o n k e y a g a r p l a t e s a n d i n o c u l a t e d i n t o s t e r i l e g l a s s t u b e s c o n t a i n i n g 5 m L o f p u r p l e

b r o t h b a s e (P B B ) (B B L , N e w J e r s e y ) c o n t a i n i n g a c o n c e n t r a t i o n o f 1% L - a r a b i n o s e . F o r

t h i s t e s t , a s t o c k s o l u t i o n o f 1 0 % L - a r a b i n o s e w a s p r e p a r e d b y a d d i n g 10 g r a m s o f L -

a r a b i n o s e t o a fi n a l v o l u m e o f 10 0 mL d e i o n i z e d w a t e r a n d d i s s o l v e d i n t o s o l u t i o n w i t h

t h e a i d o f a m a g n e t i c s t i r b a r a n d s t i r p l a t e . V o l u m e s a p p r o p r i a t e t o a c h i e v e a fi n a l
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c o n c e n t r a t i o n o f 1% L - a r a b i n o s e i n t h e b r o t h b a s e w e r e f i l t e r s t e r i H z e d th r o u g h a 0 . 2 2

|i m -

p o r e - s i z e d f i l t e r i n t o a s t e r i l e g r a d u a t e d c y l i n d e r , t o w h i c h w a s a d d e d s t e r i l e P B B t o a

f i n a l d e s i r e d v o l u m e . F o r e x a m p l e , 2 5 m L o f 1 0 % L - a r a b i n o s e w o u l d b e a d d e d t o 2 2 5

m L o f P B B fo r a fi n a l c o n c e n t r a t i o n o f 2 . 5 gr a m s o f L - a r a b i n o s e i n a t o t a l v o l u m e o f 2 50

m L . T u b e s w e r e v o r t e x e d g e n t l y i n o r d e r t o e v e n l y d i s t r i b u t e t h e b a c t e r i a . F i n a l l y ,

c o l o n i e s w e r e i n t r o d u c e d w i t h s t e r i l e w o o d e n a p p l i c a t o r s i n t o s t e r i l e g l a s s t u b e s

c o n t a i n i n g 1 m L o f M e t h y l
- r e d V o g e s

- P r o s k a u e r (M R V P ) b r o t h (B B L
,
N e w Je r s e y ) . A l l

t e s t s r e q u i r i n g t h e u s e o f g l a s s t u b e s w e r e c a p p e d w i t h s t e r i l e l o o s e fi t t i n g p l a s t i c c a p s i n

o r d e r t o a l l o w f o r a e r o b i c c o n d i t i o n s w i t h i n t h e t u b e . B i l e e s c u l i n p l a t e s a n d L - a r a b i n o s e

t u b e s w e r e i n c u b a t e d a t 3 5
"

C f o r 7 d a y s ,
a n d V P t u b e s w e r e a l l o w e d t o i n c u b a t e a t 3 5

°

C

f o r 2 d a y s b e f o r e r e a g e n t s w e r e a d d e d . A f t e r i n c u b a t i o n
,
6 d r o p s e a c h o f 6 % a - n a p h t h o l

a n d 4 0 % p o t a s s i u m h y d r o x i d e w e r e a d d e d t o t h e t u b e s c o n t a i n i n g V P b r o t h a n d a l l o w e d

t o r e a c t f o r 10 - 1 5 m i n u t e s ; t h e a d d i fi o n o f r e a g e n t s w a s c o n d u c t e d i n a f u m e h o o d .

I n i t i a l l y , t h e s e r e a g e n t s w e r e o b t a i n e d f r o m B i o M e r i e u x (M a r c y I
'

E t o i l e , F r a n c e ) ; l a t e r

t h e y w e r e p r e p a r e d i n d e p e n d e n t ly i n t h e l a b o r a t o r y a n d u s e d i n c o n t r o l s t u d i e s b e f o r e

b e i n g e m p l o y e d i n t h e d i s c r i m i n a t o r y a n a l y s i s F o r t h e V P t e s t s , a 4 0 % p o t a s s i u m

h y d r o x i d e ( K O H ) s o l u t i o n w a s p r e p a r e d b y a d d i n g 4 0 g r a m s o f K O H p e l l e t s (E M

S c i e n t i fi c , C h e r r y H i l l
,
N J ) t o a s m a l l a m o u n t o f d e i o n i z e d w a t e r a n d s t i r r e d i n t o s o l u t i o n

T h e d i s s o l v e d K O H w a s t h e n t r a n s f e r r e d t o a 10 0 m L v o l u m e t r i c fl a s k t o w h i c h w a s

a d d e d e n o u g h d e i o n i z e d w a t e r t o b r i n g t h e fi n a l v o l u m e t o 1 0 0 m L . T h i s r e a g e n t w a s

s t o r e d i n 2 0 m L p l a s t i c s c r e w - t o p v i a l s a t 4
°

C u n fi l u s e . A 6 % a - n a p h t h o l s o l u t i o n w a s

p r e p a r e d b y d i s s o l v i n g 6 g r a m s o f a - n a p h t h o l (S i g m a - A l d r i c h ,
S t L o u i s ,

M O ) i n a s m a l l

a m o u n t o f d e n a t u r e d H P L C g r a d e e t h a n o l (S i g m a - A l d r i c h , S t . L o u i s M O ) a n d
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t r a n s f e r r i n g t h i s s o l u t i o n t o a 10 0 m L v o l u m e t ri c fl a s k . E t h a n o l w a s t h e n a d d e d t o a f i n a l

v o l u m e o f 1 0 0 m L . A f t e r a l i q u o t t i n g t h e a - n a p h t h o l r e a g e n t i n t o 4 0 mL s c r e w - t o p a m b e r

v i a l s ,
t h e v i a l s w e r e s e a l e d a d d i t i o n a l l y w i t h T e fl o n t a p e t o p r e v e n t v o l a t i l i z a t i o n a n d

s t o r e d a t 4
°

C u n t i l u s e . S e e T a b l e 1 f o r a s u m m a r y o f t e s t d e s c r i p t i o n s a n d p o s i t i v e

r e s u l t s f o r e a c h t e s t .

T a b l e 1 : B i o c h e m i c a l T e s t s a n d P o s i t i v e R e s u l t s

R e a g e n t / A g a r T e s t P o s i t i v e R e s u l t s

. \ D A D e x t ri n f e r m e n t a t i o n O r a n g e / y e l l o w c o l o n i e s

1 50 m e g O l 2 9 M o t i l i t y' N o i n h ib i t e d g r o w t h n e a r d i s k

j M a c C o n k e v L a c t o s e f e r m e n t a t i o n G r o w t h o f p i n k c o l o n i e s

T SA G r o w t h I s o l a t e d c o l o n i e s

S p o t O x id a s e

P r e s e n c e o f o x i d a s e

e n z y m e s

D e e p b lu e c o l o r u p o n e x p o s u r e

t o r e a g e n t

S p o t I n do l e T r \
'

p t o p h a n o x i d a t i o n
D e e p b lu e c o l o r u p o n e x p o s u r e

t o r e a g e n t

B i l e E s c u Hn E s c u h n h y d r o l y s i s
B l a c k - b r o w n c o l o n i e s ,

d a r k e n i n g o f a e a r

\
^

o g e s
- P r o s k a u e r

A c e t o i n p r o d u c t i o n f r o m

g l u c o s e f e r m e n t a t i o n

P i n k l i n e a t i n t e r f a c e o f r e a g e n t

a n d b r o t h

L - A r a b i n o s e A r a b i n o s e f e r m e n t a t i o n

B r o t h c o l o r c h a n g e f r o m r e d t o

y e l l o w

K I A / T SI
G l u c o s e f e r m e n t a t i o n w i t h

g a s p r o d u c t i o n

A lk a l i n e / a c i d , g a s p r o du c t i o n

A r a n d o m s a m p l e o f 15 i s o l a t e s w a s s u bj e c t e d t o a G r a m s t a i n t o c o n f i r m t h e i r

p h y s i o l o g y a s G r a m - n e g a t i v e r o d s . I s o l a t e s w e r e s t r e a k e d o n T S A a n d i n c u b a t e d

o v e r n i g h t b e f o r e s t a i n i n g . R e a g e n t s w e r e s u p p l i e d b y B i o c h e m i c a l S c i e n c e s ,

S w e d e s b o r o
,
N J

,
a n d s t a i n s w e r e c o n d u c t e d a c c o r d i n g t o s t a n d a r d p r o c e d u r e s

(M a c F a d d i n , 2 0 00 ) .
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3 . 3 . 3 W a t e r a n d Vo l a t i l e So l i d s ( VS) C o n t e n t A n a l y s i s

A f t e r 1 g f r o m e a c h s e d i m e n t s a m p l e h a d b e e n r e m o v e d f o r t h e s e r i a l d i l u t i o n s

a n d b a c t e r i a l a n a l y s i s d e s c r i b e d a b o v e , t h e r e m a i n i n g s e d im e n t w a s a g a i n w r i s t s h a k e n i n

t h e s a m p l e c o n t a i n e r f o r a m i n u t e a n d t h e n a d d e d t o a n a l u m i n u m w e i g h b o a t . T h e w e t

w e i g h t w a s r e c o r d e d (A ) b e f o r e t h e w e i g h b o a t w a s d r i e d i n a n 1 10
°

C o v e n o v e r n i g h t .

W e i g h b o a t s w e r e c o o l e d o n t h e l a b o r a t o r y b e n c h u n t i l t h e d r y w e i g h t w a s r e c o r d e d (B ) ,

a n d w a t e r c o n t e n t (W C ) a n a l y s i s w a s c a l c u l a t e d a c c o r d i n g t o t h e f o l l o w i n g :

WC =
^ ' ^

X l OO

T h e d r i e d s e d im e n t w a s t r a n s f e r r e d t o a c e r a m i c c r u c i b le
,
w h i c h w a s w e i g h e d (C ) .

T h e

c r u c i b l e w a s t h e n p l a c e d i n a 5 5 0
°

C m u f f l e f u r n a c e f o r 4 h o u r s a n d w e i g h e d a g a i n (D ) ,

a f t e r b e i n g a l l o w e d t o c o o l o n t h e l a b o r a t o r y b e n c h t o p . V o l a t i l e s o l i d s (V S) c o n t e n t w a s

c a l c u l a t e d a c c o r d i n g t o t h e f o l l o w i n g :

C - D
VS = X l OO

c

A s u m m a r y o f t h e w a t e r a n d V S c o n t e n t f o r t h e s e d i m e n t s a m p l e s c a n b e f o u n d i n

A p p e n d i x C

3 . 3 . 4 A n t i b i o t i c P a r t i t i o n i n g t o Se d i m e n t s

T a b l e 2 s u m m a ri z e s s o r p ti o n c a p a c i t y a s a f u n c t i o n o f p e r c e n t o r g a n i c c a r b o n o f

t h e s e d im e n t s f o r a n t i b i o t i c s r e p r e s e n t a t i v e o f t h o s e i n v e s t i g a t e d i n t h i s c u r r e n t s t u dy . I t

s h o u l d b e n o t e d t h a t t h e d a t a i n T a b l e 2 a r e p a r t o f a b r o a d e r p u b l i c a t i o n (T h i e l e - B r u h n
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2 0 0 3 ) a n d t h a t s o m e o f t h e c o m p o u n d s d e s c ri b e d i n t h i s p u b l i c a t i o n w e r e e i t h e r o m i t t e d

o r h a v e o n l y p a r t i a l i n f o r m a t i o n p r o v i d e d .

T a b l e 2 : R e l e v a n t P r o p e r t i e s o f A n t i b i o t i c s w i t h R e s p e c t t o Se d i m e n t P a r t i t i o n in g

A n t i b i o t i c S o i l D e s c r ip t i o n
% O rg a n i c

C a r b o n

K d

(L / k g )

K o c

O x \
' t e t r a c \

' c l i n e S a n d 1 5 4 17 2 77 9 0

S u l f a m e t h a z i n e S a n d 0 9 1 2 17 4

C ip r o fl o x a c i n L o a m v S a n d 0 7 4 2 7 6 10 0 0

B e c a u s e o f t h e n a t u r e o f t h e s e d im e n t i n t h i s s t u d y ( r e fe r t o A p p e n d i x C ) , s o i l s m e n t i o n e d

i n t h e c i t e d s t u d y w i t h l o w % o r g a n i c c a r b o n c o n t e n t w e r e c h o s e n a s a n a l o g o u s r e f e r e n c e

p o i n t s f r o m w h i c h t o p r e d i c t a c o n c e n t r a t i o n o f a n t i b i o t i c a d s o r b e d t o s e di m e n t .

Im p o r t a n t t o t h e d i s c u s s i o n a r e a l s o t h e c o n c e n t r a t i o n s o f a n t i b i o t i c s t h a t w e r e

f o u n d i n t h e w a t e r c o l u m n d o w n s t r e a m o f t h e w a s t e w a t e r t r e a t m e n t p l a n t ( s e e t h i s

c h a p t e r , S e c t i o n 3 . 7 f o r a d e s c r i p t i o n o f w a t e r c o l u m n s a m p l i n g , a n d s e e A p p e n di x D fo r

t h e s a m p l e a n a l y s i s p r o c e d u r e ) . T h e c o n c e n t r a t i o n s o f a n t i b i o t i c s u s e d i n t h i s s t u d y

f o u n d i n t h e d o w n s t r e a m w a t e r s a m p l e s c a n b e f o u n d i n A p p e n d i x E . H o w e v e r , b e c a u s e

t h e s a m p l i n g e x c u r s i o n s s p a n n e d o n l y t w o m o n t h s , s e a s o n a l v a r i a b i l i t y w a s n o t

c o n s i d e r e d
,
a n d t h e c o n c e n t r a t i o n s w e r e a v e r a g e d o v e r a l l s a m p le s t o g i v e a

r e p r e s e n t a t i v e v a l u e o f e a c h a n t i b i o t i c f o r t h e p u r p o s e s o f t h i s a n a l y s i s ; t h i s n u m b e r i s

r e p o r t e d i n t h e l a s t c o l u m n o f t h e t a b l e f o u n d i n A p p e n d i x E . A p p r o p r i a t e u n i t

c o n v e r s i o n s w e r e m a de f r o m n g / L t o m g / L a n d t h e a n t i b i o t i c c o n c e n t r a t i o n i n s o l u t i o n

w a s m u l t i p l i e d b y t h e s o i l - w a t e r p a r t i t i o n i n g c o e f f i c i e n t ( K d ) v a l u e r e p o r t e d i n T a b l e 2 t o

y i e l d a p r e d i c t e d c o n c e n t r a t i o n i n t h e s e d i m e n t s i n m g / k g . B e c a u s e t h e u n i t s a t t h i s s t a g e

i n t h e c a l c u l a t i o n s (m g a n t i b i o t i c /k g s e d im e n t ) d i d n o t r e f l e c t t h o s e t h a t m i g h t b e
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c o m p a r e d t o M I C c o n c e n t r a t i o n s ( \i g a n t i b i o t i c / m L s o l u t i o n ) , t h e d e n s i t y o f t h e s e d i m e n t

w a s u s e d t o c a l c u l a t e a c o n c e n t r a t i o n i n m g /c m
"

; a c o n v e r s i o n o f 1 c m t o 1 m L w a s u s e d

t o a p p r o x i m a t e a fi n a l c o n c e n t r a t i o n o f d r u g a d s o r b e d t o t h e s e d i m e n t s i n u n i t s t h a t w e r e

a n a l o g o u s t o t h o s e o f M I C v a l u e s . T h e d e n s i t y o f t h e s e d i m e n t w a s o b t a i n e d t h r o u g h

s e p a r a t e a n a l y s e s c o n d u c t e d b y c o l l e a g u e s a n d r e p o r t e d t o t h e a u t h o r .

3 . 3 . 5 B a c t e r i a l I s o l a t i o n a n d C o n f i r m a t i o n B a c k g r o u n d

T h e f o l l o w i n g b i o c h e m i c a l t e s t s w e r e c h o s e n b e c a u s e o f t h e i r r e c o g n i z e d

c a p a b i l i t y a s i d e n t i f i c a t i o n t e s t s f o r A e r o m o n a s s p p P r e v i o u s l y p u b l i s h e d b i o c h e m i c a l

a l g o r i t h m s f o r i d e n t i f i c a t i o n o f t h e s e b a c t e r i a e m p l o y t h e s e t e s t s i n t h e i r a n a l y s i s a n d

h a v e s h o w n t h e m t o b e t h e t e s t s o f c h o i c e w h e n i s o l a t i n g f o r a e r o m o n a d s . F i g u r e 1

b e l o w i s a f l o w c h a r t d e s c r i b i n g A e r o k e y I I , a n A e r o m o n a s b i o c h e m i c a l s p e c i a t i o n

a l g o r i t h m a s d e v e l o p e d b y C a m ah a n , B e h r a m e t a l . ( 19 9 1 ) . I n s p i t e o f c o n t i n u i n g

d i s c o v e r i e s i n A e r o m o n a s t a x o n o m y t h i s s c h e m e i s s t i l l w i d e l y a c c e p t e d w h e n a t t e m p t i n g

t o i d e n t i f y t h e m e m b e r s o f t h i s b a c t e r i a l f a m i l y .

G r a m -

r o d s , O x i d a s e + ,

R e s i s t a n t t o I SOm c g 0 1 2 9 ,

G l u c o s e F e r m e n t i n g

I n d o l e

P r o d u c t i o n

E s c u l i n H y d r o l y s i s

A s c h u b e r t i i

A . t r o t a
-

V o g e s
- P r o s k a u e r

A . c a v i a e

G a s f r o m G l u c o s e (T S I )—
I +

A c i d f r o m A r a b i n o s e

A . j a n d a e i

A c i d f r o m Su c r o s e

R e s i s t a n c e t o C e p h a l o t h i n

( 3 0 m e g )

A . h y d r o p h i l a

A . v e r o n i i

b i o v a r s o b r i a

A . v e r o n i i

b i o v a r v e r o n i i

A . h y d r o p h i l a

F ig u r e 1 : A e r o k e y I I B i o c h e m i c a l T e s t i n g A l g o r i t h m f o r A e r o m o n a s s p p
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G r a m s t a i n s w e r e i n i t i a l l y n o t i n c l u d e d a t t h e b e g i n n i n g o f t h i s s t u d y , a s i t w a s

p r e s u m e d t h a t t h e a p p l ic a t i o n o f a l l o t h e r b i o c h e m i c a l t e s t s b e i n g c o n d u c t e d w o u l d , i n

f a c t
, p r o v e t h e p r e s e n c e o f A e r o m o n a s s p p . A r a n d o m s a m p l e o f i s o l a t e s w a s

,
h o w e v e r

,

G r a m s t a i n e d i n o r d e r t o v a l i d a t e t h i s a s s u m p t i o n a s b e i n g t r u e
,
a n d t h e m e t h o d s f o r t h i s

t e s t a r e d e s c r i b e d i n t h i s c h a p t e r
.
Se c t i o n 3 . 2 C e p h a l o t h i n r e s i s t a n c e w a s a l s o n o t

m e a s u r e d
,
a s i t w a s l o w e n o u g h i n t h e f l o w c h a r t s e q u e n c e t h a t t h i s s t u d y

'

s i s o l a t e w o u l d

h a v e b e e n a l r e a d y i d e n t i f i e d a s a n A c a v i a e o x A . hy d r o p h i l a . T h e s a m e r a t i o n a l e w a s

a p p l i e d t o t h e t e s t f o r a c i d f r o m s u c r o s e A l t h o u g h t h e A e r o k e y I I s c h e m e a i d s

s u b s t a n t i a l l y i n d i s t i n g u i s h i n g p o s s i b l e A e r o m o n a s s p e c i e s ,
b i o c h e m i c a l r e s u l t s a r e

i n h e r e n t l y s u b j e c t i v e
,
a n d a e r o m o n a d s p r e s e n t a c o n s i d e r a b l e c h a l l e n g e w h e n a t t e m p t s

a r e m a d e t o i d e n t i f y t h e m w i t h t h e s e m e t h o d s S t u d i e s t h a t e x a m i n e t h e r e a c t i o n s o f

k n o w n A e r o m o n a s s t r a i n s i n b i o c h e m i c a l t e s t s c o n s i s t e n t l y r e p o r t v a r i a b l e r e s u l t s . I t w a s ,

t h e r e f o r e , t h o u g h t t h a t t h e a d d it i o n o f m o l e c u l a r m e t h o d s t o i d e n t i f y t h e g e n e s o f

A e r o m o n a s s p e c i e s w o u l d e l i m i n a t e t h i s a m b i g u i t y . H o w e v e r
,
a s w i l l b e d i s c u s s e d i n

C h a p t e r 4 , S e c t i o n 3 , t h e p o l y m e r a s e c h a i n r e a c t i o n (PC R ) t e c h n i q u e s e m p l o y e d b y t h i s

s t u d y w e r e n o t a s r e l i a b l e a s h o p e d i n i d e n t i f y i n g i s o l a t e s t o t h e s p e c i e s l e v e l .

C o n s e q u e n t l y , i n a d d i t i o n t o g u i d a n c e p r o v i d e d b y t h e A e r o k e y I I m e t h o d
,
b i o c h e m i c a l

r e s u l t s o f t h i s s t u d y
'

s e n v i r o n m e n t a l i s o l a t e s w e r e c o m p a r e d t o t h o s e o b t a i n e d b y A b b o t ,

C h e u n g e t a l . ( 2 0 0 3 ) w h o s o u g h t t o c o m p l e x i n s p e c i e s s u b -

g r o u p s r a t h e r t h a n

i n d i v i d u a l l y s p e c i a t e i s o l a t e s . T h e p r i m a r y t a b l e c o n s u l t e d f r o m t h a t s t u d y i s r e p r o d u c e d

b e l o w .

3 4

NEATPAGEINFO:id=74DB385E-F512-4A83-BA06-8DF7473B91B4



T a b l e 3 : R e p r o d u c t i o n o f B i o c h e m i c a l I d e n t if i c a t i o n o f A e r o m o n a s t o C o m p l e x L e v e l

B i o c h e m i c a l i d e n t i fi c a t i o n o i A e r o m o n a s t o c o m p l e x l e v e l

N u m b e r o f s t r a i n s i d e n t i fi e d a s b e l o n g i n g t o :

T e s t

A hy d r op hi l a c o m p l e x {A

hy dr op hi l a , A h es ti a r u m , A
s a lm o n i c i da )

A c a v i a e c o m p l e x (A c a v i a e ,

A m e d i a , A e u cr e n op h i l a )

A s o b ri a c o m p l e x {/ \

v e r o n i i H G 8
, A . Ja n da e i , A

s c hu be r t i i , A t r o t a )
E s c u l i n

\
'

o g e s - P r o s k a u e r

G l u c o s e (g a s )
] - ^ \ r a b i n o s e

8 7 (92 ,
8 1

,
8 5)

7 4 (8 8 ,
6 3

,
6 2)

8 1 (9 2 ,
6 9

,
7 7 )

93 (84 ,

10 0
,
10 0)

7 1 (7 6 ,
55

,
7 8)

0

1 6 (0 ,

0
, 7 8)

9 6 (10 0 ,
10 0 , 7 8)

0

5 4 (8 8 ,

8 7
,

17
,
0)

8 7 (9 2 ,
1 0 0 , 0 ,

6 9 )
4 (1 2 , 0 , 0 , 0)

"

T h e fi r s t n u m b e r i s t h e o v e r a l l p e r c e n t p o s i t iv e f o r e a c h c o m p le x f o r a g i v e n t r a i t ;

t h e n u m b e r s i n p a r e n t h e s e s a r e pe r c e n t p o s i t i v e f o r e a c h s p e c i e s l i s t e d w i t h i n t h a t c o m p le x

I n t h i s c u r r e n t s t u d y ,
t h e r e s u l t s o f t h e b i o c h e m i c a l t e s t s m e n t i o n e d i n T a b l e 3 f o r

A e r o m o n a s c o m p l e x a t i o n w e r e h e a v i l y r e l i e d u p o n i n t h e e v e n t t h a t r e s u l t s f r o m t h e o t h e r

b i o c h e m i c a l t e s t s a n d PC R a n a l y s e s w e r e i n c o n c l u s i v e I n t h e s e c a s e s , s p e c i a t i o n w a s

o m i t t e d i n f a v o r o f c o m p l e x a t i o n o n l y . T h i s i s e x p l a i n e d i n m o r e d e t a i l i n Ch a p t e r 4
,

Se c t i o n 3 .

3 . 3 . 6 P C R C o n f i r ma t i o n

I s o l a t e s w h o s e b i o c h e m i c a l t e s t r e s u l t s w e r e i n d i c a t i v e o i A e r o m o n a s s p p .
w e r e

s u b j e c t e d t o P C R a n a l y s i s f o r t h e c o n f i r m a t i o n o f s p e c i e s . T h e d e t e c t i o n o f a s p e c i f i c

l i p a s e g e n e h a s b e e n e m p l o y e d b y o t h e r s a s a m a r k e r f o r A . hy d r o p h i l a (C a s c o n
,
A n g u i t a

e t a l . 1 9 9 6 ) ,
a n d t h e s e m e t h o d s w e r e e m p l o y e d b y t h i s s t u d y i n a n a t t e m p t t o s p e c i a t e t h e

e n v i r o n m e n t a l i s o l a t e s . B r i e f l y , p r e s u m p t i v e a e r o m o n a d s w e r e s t r e a k e d o n t o a T S A p l a t e

a n d i n c u b a t e d o v e r n i g h t A 12 . 5 \\ L v o l u m e o f H o t S t a r t T a q M a s t e r m i x (Q i a ge n
,

V a l e n c i a C A ) , 0 .
4 |a L o f t h e f o r w a r d a n d r e v e r s e p r i m e r s a n d R N A s e f r e e w a t e r w e r e

m i x e d t o g e t h e r a n d a l iq u o t t e d i n t o P C R r e a c t i o n t u b e s . T h e p r i m e r s e t e m p l o y e d b y t h i s

s t u d y r e f l e c t e d t h a t o f t h e C a s c o n s t u d y ,
w h i c h b a s e d t h e i r s e l e c t i o n o n t h e n u c l e o t i d e

s e q u e n c e o f t h e l i p a s e g e n e ; p r i m e r 1 a n d p r i m e r 2 w e r e
,
r e s p e c t i v e l y ,

5
'

-
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A A C C T GG T T C C G C T C A A G C C G T T G - 3
'

A N D 5
'
-

T T G C T C G C C T C G G C C C A G C A G C T - 3
'

. A n i n o c u l a t i n g l o o p f u l o f b a c t e r i a w a s a d d e d

t o 10 0 [i L w a t e r a n d D N A w a s h e a t r e l e a s e d a t 9 9
°

C f o r 1 0 m i n u t e s . A 2 \i L v o l u m e o f

t h e h e a t - r e l e a s e d b a c t e r i a D N A w a s a d d e d t o E p p e n d o r f a m p h f i c a t i o n r e a c t i o n t u b e s

c o n t a i n i n g t h e p r i m e r m i x t u r e . T h e t u b e s w e r e t h e n t r a n s f e r r e d t o a p r e
- h e a t e d P T C -

t h e r m o c y c l e r a n d a P C R p r o g r a m w a s r u n f o r t h e d e t e c t i o n o f t h e A . h y d r o p h i l a l i p a s e

g e n e . T h e P C R p r o d u c t s w e r e v i s u a l i z e d o n a n a g a r o s e g e l s t a i n e d w i t h e t h i d i u m

b r o m i d e . N a y d u c h ,
H o n k o e t a l . (2 0 0 1) i d e n t i f i e d A e r o m o n a s c a v i a e n o t b y i t s l i p a s e

g e n e s b u t r a t h e r b y d i r e c t s e q u e n c i n g o f t he 16 S r i b o s o m a l R N A g e n e a n d c o m p a r i s o n t o

G e n B a n k s e q u e n c e s . T h e p r o c e d u r e f o r A c a v i a e P C R d e t e c t i o n f o l l o w e d t h e s a m e

p r o t o c o l ; t he p r i m e r s e t u s e d w a s a s f o l l o w s : ( f o r w a r d ) 5
'

-

T A G C T T G C T A C T T T T G C C G G - 3
'

, ( r e v e r s e ) 5
'
-

C A CA G C C A G C A G RT A T T A G C Y A C T - 3
'

. A m p l i f i c a t i o n c o n d i t i o n s f o r t h e s e g e n e s

a n d m o r e d e t a i l e d m e t h o d s c a n b e fo u n d i n A p p e n d i x F .

3 3 . 7 W a t e r C o l u m n A n t i b i o t i c R e s i d u a l A n a l y s i s

I n a d d i t i o n t o m i c r o b i a l a n a l y s i s
,
w a t e r s a m p l e s w e r e t a k e n f o r t h e d e t e c t i o n a n d

q u a n t i fi c a t i o n o f a n t i b i o t i c r e s i d u a l s i n t h e s t r e a m . O n e l i t e r g r a b s a m p l e s i n d u p l i c a t e

w e r e c o l l e c t e d i n a m b e r g l a s s b o t t l e s b y s u b m e r g i n g t h e b o t t l e i n t h e s t r e a m ; t h e b o t t l e s

w e r e c a p p e d t i g h t l y w i t h n o h e a d s p a c e a n d s t o r e d o n i c e i n a c o o l e r u n t i l t r a n s p o r t t o t h e

l a b o r a t o r y . T h e f i r s t s a m p l i n g r u n i n c l u d e d s a m p l e s f r o m t h e U S a n d D S s a m p l i n g s i t e s ,

i n a d d i t i o n t o e f f lu e n t s a m p l e s c o l l e c t e d a t t h e d i s c h a r g e o f t h e w a s t e w a t e r t r e a t m e n t

p l a n t . E f f l u e n t w a s c o l l e c t e d w i t h a g r a b s a m p l e r a t t he p l a n t b e f o r e d i s c h a r g e i n t o t h e

s t r e a m , a n d t h e s a m p l e w a s t r a n s f e r r e d t o a mb e r g l a s s b o t t l e s f i l l e d t o z e r o h e a d s p a c e .
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Su b s e q u e n t s a m p l e s w e r e c o l l e c t e d o n l y a t U S a n d D S p o i n t s . S a m p l e b o t t l e s w e r e

p l a c e d i n a r e f r i g e r a t o r u p o n r e t u r n t o t h e l a b o r a t o r y ,
w h e r e t h e y w e r e h e l d f o r n o l o n g e r

t h a n 4 h o u r s b e f o r e e x t r a c t i o n
.
A n a l y t i c a l p r o c e d u r e s a r e i n A p p e n d i x D

3 . 3 . 8 A n t i b io t i c R e s i s t a n c e T e s t i n g

3 . 3 . 8 . 1 M i c r o d i l u t i o n P r o t o c o l : P l a t e P r e p a r a t i o n a n d L a y o u t

T h e m i c r o d i l u t i o n m e t h o d w a s e m p l o y e d a s p e r N C C L S s t a n d a r d s a s t h e p r i m a r y

m e t h o d o f d e t e r m i n i n g a n t i b i o t i c r e s i s t a n c e p a t t e r n s (N C C L S , 2 0 0 3 a ) . P l a t e s f o r

a n t i b io t i c r e s i s t a n c e t e s t i n g w e r e m a d e t o t h e p r o j e c t
'

s s p e c i f i c a t i o n s w i t h t h e a s s i s t a n c e

o f B e t t y C r e w s a n d D r . C h r i s t o p h e r W o o d s o f t h e D u r h a m V e t e r a n
'

s A d m i n i s t r a t i o n

M e d i c a l C e n t e r
,
D u r h a m

,
N o r t h C a r o l i n a .

3 . 3 . 8 . 2 A n t i b i o t i c S t o c k P r e p a r a t i o n f o r M i c r o d i l u t i o n

C i p r o f lo x a c i n (C IP ) a n d t r i m e t h o p r i m (T M P ) w e r e p u r c h a s e d f r o m (F l u k a / S i g m a

A l d r i c h , S t . L o u i s M O ) w i t h r e p o r t e d p u r i t i e s o f 9 8 % a n d 9 8 . 5 % , r e s p e c t i v e l y .

S u l f a m e t h o x a z o l e (SM X ) a n d t e t r a c y c l i n e h y d r o c h l o r i d e (T E T ) w e r e p u r c h a s e d f r o m

S i g m a A l d r i c h (S t . L o u i s ,
M O ) w i th p u r i t i e s o f 9 5% a n d 9 8% ,

r e s p e c t i v e l y . A n t i b i o t i c

s t a n d a r d s w e r e s t o r e d a t - 2 0
°

C u n t i l u s e . S t o c k s o l u t i o n s o f c i p r o f lo x a c i n
,
t e t r a c y c l i n e

,

t r i m e t h o p r i m , a n d s u l f a m e t h o x a z o l e a t t e n t i m e s t h e h i g h e s t d e s i r e d c o n c e n t r a t i o n w e r e

p r e p a r e d im m e d i a t e l y p r i o r t o u s e a s fo l l o w s . T h e a m o u n t o f a n t i b i o t i c p o w d e r t o b e

w e i g h e d w a s c a l c u l a t e d a c c o r d i n g t o N C C L S c r i t e r i a , t h e e q u a t i o n f o r w h i c h f o l l o w s :

„ , , , ^
V o l u m e (m L ) x D e s i r e d C o n c e n t r a t i o n (m c s / m L )

,
„

W e i g h t (m g ) = ■ ■— — X 10
P o t e n c y
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w h e r e v o l u m e i s c o n s t a n t a t 10 0 m L
,
t h e d e s i r e d c o n c e n t r a t i o n i s r e l a t i v e t o t h e a n t i b i o t i c

i n q u e s t i o n ( c i p r o fl o x a c i n = 16 , s u l f a m e t h o x a z o l e = 10 2 4 , t e t r a c y c l i n e = 6 4
,

t r i m e t h o p r im = 3 2 (j g / m L ) a n d p o t e n c y i s d e t e r m i n e d t o b e t h e p e r c e n t p u r i t y o f t h e

a n t i b i o t i c a s r e p o r t e d b y t h e m a n u f a c t u r e r (N C C L S , 2 0 0 3 a ) T h i s a p p r o a c h w a s a dj u s t e d

f o r t e t r a c y c l i n e h y d r o c h l o r i d e a s t h e p r o v i d e d r e a g e n t w a s i n a s a l t f o r m . T h e p e r c e n t b y

w e i g h t o f t e t r a c y c l i n e w a s d e t e r m i n e d b y d i v i d i n g t h e m o l e c u l a r w e i g h t o f t e t r a c y c l i n e

H C l b y t h e m o l e c u l a r w e i g h t o f t e t r a c y c l i n e
,
a n d t h e r e s u l t (9 2 . 4 % ) w a s u s e d a s p o t e n c y

i n s t e a d o f t h e r e p o r t e d 9 5 % . T h e w e i g h t w a s m u l t i p l i e d b y 10 a s i n d i c a t e d b e c a u s e t h e

s t o c k s o l u t i o n s w e r e t o b e t e n t i m e s t h e h i g h e s t d e s i r e d c o n c e n t r a t i o n . A c t u a l w e i g h t s o f

a n t i b i o t i c s e m p l o y e d i n t h e s t o c k s o l u t i o n s a r e g i v e n i n A p p e n d i x G .

T h r e e o f t h e a n t i b i o t i c s r e q u i r e d d i s s o l u t i o n i n a n a c i d o r b a s e b e f o r e s u b s e q u e n t

d i l u t i o n w i t h w a t e r . A p p r o p r i a t e q u a n t i t i e s o f a n t i b i o t i c p o w d e r s w e r e a d d e d t o s t e r i l e

s a m p l e c u p s p r o v i d e d b y t h e D u k e V A h o s p i t a l ,
a n d 1 m L o f p r e - p r e p a r e d 2

. 5 M s o d i u m

h y d r o x i d e (N a O H ) w a s a d d e d t o t h e s u l f a m e t h o x a z o l e p o w d e r ; 1 0 m L o f p r e
- m a d e 0 . 0 5

M h y d r o c h l o r i c a c i d w a s a d d e d t o t h e t r i m e t h o p r i m . I t s h o u ld b e n o t e d t h a t w h i l e t h e

N C C L S p r o t o c o l s d i d n o t r e q u i r e a s o l v e n t f o r c i p r o f l o x a c i n (N C C L S ,
2 0 0 2 ) ,

i t w a s

fo u n d t o b e n e c e s s a r y . B e c a u s e p r o t o c o l i n d i c a t e d t h a t o t h e r a n t i b i o t i c s i n t h e

f lu o r o q u i n o l o n e c l a s s r e q u i r e d s m a l l a m o u n t s o f N a O H a s a s o l v e n t , t h i s w a s a s s u m e d t o

b e a c c e p t a b l e fo r c i p r o f l o x a c i n A 1 . 5 m L v o l u m e o f p r e -

p r e p a r e d 2 5 M N a O H w a s

a d d e d t o t h e c i p r o f l o x a c i n p o w d e r a n d f o u n d t o b e s u f f i c i e n t f o r d i s s o l u t i o n . A f t e r t h e

p o w d e r s w e r e d i s s o l v e d
,
t h e v o l u m e w a s b r o u g h t u p t o 10 0 m L a s i n d i c a t e d o n t h e

s a m p l e c u p w i t h s t e r i l e w a t e r , a l s o p r o v i d e d b y t h e V A h o s p i t a l . S t o c k s w e r e t h e n

d i l u t e d w i t h c a t i o n - a d j u s t e d M u e l l e r - H i n t o n b r o t h ; t h e b r o t h h a d b e e n p r e p a r e d a t t h e V A
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h o s p i t a l e a r l y i n t h e d a y s o a s t o a l l o w f o r t h o r o u g h c o o l i n g .
T e n - f o l d d i l u t i o n s o f t h e

i n i t i a l s t o c k w e r e p r e p a r e d f o r t h e h i g h e s t d e s i r e d c o n c e n t r a t i o n
, ( r o w A

,
c o l u m n s 1 - 4 i n

F i g u r e 2 ) , a n d t h e s e c o n c e n t r a t i o n s w e r e s e q u e n t i a l l y d i l u t e d t w o - f o l d t o o b t a i n a l l

s u b s e q u e n t c o n c e n t r a t i o n s . B e c a u s e o n l y f o u r a n t i b i o t i c s w e r e e m p l o y e d , t r i p l i c a t e

v o l u m e s o f e a c h a n t i b i o t i c w e r e p r e p a r e d f o r e a c h s t e r i l e , l i d d e d 9 6 - w e l l p l a t e (F i s h e r

S c i e n t i f i c , H a m p t o n N H ) , r e s u l t i n g i n t h e p l a t e l a y o u t s h o w n i n F i g u r e 2 .

1 2 4 7 8 10 11 12

A

B

C

D

E

F

G

H

O P

16

0 5

0 .
2 5

0 12 5

SM X

1024

5 12

2 56

12 8

6 4

32

16

8

l E T

64

3 2

16

8

0 . 5

I ^ IP

32

16

0
. 5

0
.
2 5

O I ^

16

2

0 . 5

0 . 2 5

0 . 12 5

SM X

1024

5 12

2 56

12 8

(A

32

16

8

T E T

64

32

16

0 . 5

T IVIP

32

16

8

2

0 . 5

0 . 2 5

O P

16

8

0 . 5

0 .
2 5

0 .
12 5

SM X

1024

5 12

2 56

12 8

64

32

16

8

T E T

6 1

32

16

4

0. 5

I TVIP

G C

32

1 6

8

4

SC

F i g u r e 2 : A n t i b i o t i c R e s i s t a n c e T e s t i n g P l a t e L a y o u t Sh o w i n g A n t i b io t i c s (C o l u m n s ) a n d

C o n c e n t r a t i o n s i n f i g / m L (R o w s )

C ip r o f l o x a c i n ( C I P ) ,

S u lf a m e t h o x a z o l e (SM X ) ,
T e t r a c y c l i n e hy d r o c h l o r i d e (T E T ) ,

T r i m e th o p r im ( TM P )
• G C -

g r o w th c o n t r o l s ; SC - s te r i l i ty c o n t r o l s

T h e n u m b e r s i n e a c h b l o c k c o r r e s p o n d t o t h e a n t i b i o t i c c o n c e n t r a t i o n i n |j g / m L .

A l t h o u g h t h e N C C L S h a s n o t e s t a b l i s h e d M I C s f o r A e r o m o n a s s p p . , t h e c o n c e n t r a t i o n s

f o r t h e 9 6 - w e l l p l a t e w e r e c h o s e n b a s e d o n a n e x a m i n a t i o n o f i n h i b i t o r y c o n c e n t r a t i o n s

e s t a b l i s he d f o r V . c h o l e r a ,
P a e r u g i n o s a a n d E n t e r o b a c t e r

,
t h e M IC s o f w h i c h m a y b e

f o u n d i n A p p e n d i x H ; t h e 9 6 - w e l l p l a t e s w e r e d e s i g n e d t o i n c l u d e m a x i m u m a n d
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m i n im u m r a n g e s o f a n t i b i o t i c c o n c e n t r a t i o n s f o r t h e s e b a c t e r i a . T o p ri gh t a n d b o t t o m

r i gh t w e l l s w e r e l e f t a s g r o w t h c o n t r o l s (G C ) a n d s t e r i l i t y c o n t r o l s (S C ) ,
r e s p e c t i v e l y .

B o t h o f t h e s e t y p e s o f w e l l s w e r e f i l l e d w i t h p u r e c u l t u r e b r o t h o n l y ; g r o w t h c o n t r o l s

w e r e i n o c u l a t e d w i t h a c o n t r o l s t r a i n o f E . c o l i A T C C 2 5 9 2 2 w h i l e t h e s t e r i l i t y c o n t r o l

w a s l e f t u n i n o c u l a t e d i n o r d e r t o m o n i t o r f o r u n e x p e c t e d g r o w t h d u e t o p o s s i b l e b a c t e r i a l

c o n t a m i n a t i o n . P l a t e s w e r e w r a p p e d i n p l a s t i c b a g s , t a p e d , a n d s t o r e d a t - 2 0 " C u n t i l u s e .

3 . 3 . 8 . 3 M i c r o d i l u t i o n P r o t o c o l : I s o l a t e I n o c u l a t i o n a n d I n c u b a t i o n

C o n f i r m e d A e r o m o n a s i s o l a t e s w e r e s t r e a k e d o n T S A p l a t e s a n d i n c u b a t e d

o v e r n i g h t a t S S
^

C . C o l o n i e s f r o m t h e s e p l a t e s w e r e t h e n a d de d t o a t h i n - w a l l e d g l a s s t u b e

c o n t a i n i n g 4 m L o f s t e r i l e p h y s i o l o g i c a l s a l i n e ( 4 . 2 5 g N a C l / 5 0 0 m L d e i o n i z e d w a t e r ) a n d

v o r t e x e d t o a c h i e v e a 0 . 5 M c F a r l a n d t u r b i d i t y s t a n d a r d (R e m e l
,
L e n e x a K S ) T h i s

c o r r e s p o n d s t o a c o n c e n t r a t i o n o f 10
^
c o l o n y f o r m i n g u n i t s (C F U )/ m L . T h e t u r b i d i t y -

a dj u s t e d b a c t e r i a l s u s p e n s i o n w a s d i l u t e d 1 : 1 0 0 i n s t e r i l e s a l i n e t o a c h i e v e a l O' ' C F U / m L

s o l u t i o n
,
a n d 1 0 |i L a l i q u o t s o f t h i s d i l u t i o n w e r e u s e d a s t h e i n o c u l u m f o r e a c h w e l l o f

t he 9 6 - w e l l p l a t e s
,
r e s u l t i n g i n a fi n a l c o n c e n t r a ti o n o f i C

^
C F U / w e l l (N C C L S 2 0 0 3a ) .

A f t e r i n o c u l a t i o n
,
t h e p l a t e s w e r e i n c u b a t e d o v e r n i g h t a t 3 5° C a n d e x a m i n e d fo r g r o w t h

a s i n d i c a t e d b y a n y i n c r e a s e i n t u r b i d i t y o f t h e w e l l a s m e a s u r e d b y t h e n a k e d e y e . T h e

M I C s w e r e r e p o r t e d a s t h e h i g h e s t c o n c e n t r a t i o n o f a n t i b i o t i c w h i c h d i d n o t s h o w a n y

b a c t e r i a l gr o w t h . F o r e x a m p l e , a r e p o r t e d t e t r a c y c l i n e M I C o f 16 fi g / m L r e p r e s e n t s a

b a c t e r i a l i s o l a t e t h a t w i l l g r o w i n c o n c e n t r a t i o n s o f t e t r a c y c l i n e a s h i g h a s 8 \i g l mL a s p e r

t h e m i c r o d i l u ti o n p l a t e e m p l o y e d b y t h i s s t u d y , b u t n o t a t t h e n e x t h i g h e s t c o n c e n t r a ti o n

o f 16 [i g / m L . I n t h e e v e n t t h a t t h e b a c t e r i a l i s o l a t e w a s c a p a b l e o f g r o w i n g i n t h e m o s t

c o n c e n t r a t e d a n t ib i o ti c w e l l , t h e M I C w a s d e fi n e d a s t h e c o n c e n t r a t i o n t h a t w o u l d b e t h e
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n e x t i n t h e s e r i e s ,
w h i c h i s d o u b l e t h e fi n a l g r o w t h w e l l c o n c e n t r a t i o n . T h i s r e s u l t s i n

s o m e b a c t e r i a w i t h M I C s t h a t a r e n o t r e p r e s e n t a t i v e o f a n t i b i o t i c c o n c e n t r a t i o n s i n t h e 9 6 -

w e l l p l a t e .

3 . 3 8 . 4 D i s k D i f f u s i o n P r o t o c o l : M e d i a P r e p a r a t i o n a n d I s o l a t e I n o c u l a t i o n

T h e d i s k d i f f u s i o n m e t h o d w a s e m p l o y e d f o r a 2 5 p g c o m b i n a t i o n t r i m e t h o p r i m -

s u l f a m e t h o x a z o l e d i s k (B e c t o n - D i c k i n s o n , N e w Je r s e y ) . M u e l l e r - H i n t o n a g a r (B e c t o n -

D i c k i n s o n
,
N e w Je r s e y ) w a s p r e p a r e d a c c o r d i n g t o t h e m a n u f a c t u r e r

'

s d e h y d r a t e d

m e d i u m - t o - w a t e r - r a t i o . T h e p H o f t h e a g a r w a s t e s t e d b y a l l o w i n g a s m a l l a m o u n t t o

s o l i d i f y b e f o r e s u b m e r g i n g a p H m e t e r p r o b e i n t o t h e a l i q u o t . V o l u m e s o f 2 5 m L o f a g a r

w e r e d i s p e n s e d p e r p l a t e a n d p l a t e s w e r e s t o r e d a t 4
°

C f o r n o m o r e t h a n t h r e e d a y s b e f o r e

u s e

T e s t i n g w a s c o n d u c te d a s p e r N C C L S p r o t o c o l (N CC L S ,
20 0 3b ) . B a c t e r i a l

i s o l a t e s w e r e i n c u b a t e d o n T SA f o r 18 - 24 h o u r s b e f o r e b e i n g t e s t e d . C o l o n i e s f r o m t h e s e

p l a t e s w e r e a d d e d t o a t h i n - w a l l e d g l a s s t u b e c o n t a i n i n g 4 m L o f s t e r i l e p h y s i o l o g i c a l

s a l i n e a n d v o r t e x e d t o a c h i e v e a 0 . 5 M c F a r l a n d t u r b i d i t y s t a n d a r d . O n e h u n d r e d ^ L

a l i q u o t s o f t h e b a c t e r i a l s o l u t i o n w e r e t h e n s p r e a d -

p l a t e d o n t h e M u e l l e r - H i n t o n s u r f a c e

i n o r d e r t o c r e a t e a u n i f o r m l a w n o f gr o w t h . T r i m e t h o p r im - s u l f a m e t h o x a z o l e d i s k s w e r e

p l a c e d o n t h e a g a r p l a t e u s i n g f l a m e - s t e r i l i z e d t w e e z e r s ,
a n d p l a t e s w e r e i n c u b a t e d a t

3 5
°

C f o r 16 - 1 8 h o u r s T h e z o n e d i a m e t e r a r o u n d t h e d i s k s w a s t h e n m e a s u r e d w i t h a

r u l e r a n d r e c o r d e d . B e c a u s e t h e d i s k c r e a t e s a z o n e o f a n t i b i o t i c a r o u n d i t s e l f , t h e m o r e

r e s i s t a n t t h e b a c t e r i u m i s t o t h e a n t i b i o t i c
,
t h e c l o s e r i t c a n g r o w t o t h e d i s k .
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3 . 4 D a t a C o l l e c t i o n
,
M a n a g e m e n t , a n d A n a ly s i s

3 .
4

.
1 B i o c h e m i c a l T e s t R e s u l t s

T h e i s o l a t e s w e r e a s s i g n e d a l a b e l t h a t d o c u m e n t e d f r o m w h i c h s a m p l i n g s t a t i o n

t h e y o r i g i n a t e d (U S
,
E

,
D S ) ,

t h e d a t e o f t h e s a m p l i n g e x c u r s i o n
,
a n d a n u m b e r b a s e d o n

h o w m a n y i s o l a t e s w e r e o b t a i n e d f r o m t h a t s t a t i o n . W o r k s h e e t s w e r e g e n e r a t e d i n E x c e l

w i t h r o w s a s s i g n e d f o r t h e i s o l a t e l a b e l a n d a c o l u m n f o r e a c h b i o c h e m i c a l t e s t H a r d

c o p i e s w e r e p r i n t e d a n d u s e d i n t h e l a b o r a t o r y ,
w h e r e t h e r e s u l t s o f t h e b i o c h e m i c a l t e s t s

f o r e a c h i s o l a t e w e r e r e c o r d e d i n t h e a p p r o p r i a t e c o l u m n T h i s d a t a w a s t h e n r e - e n t e r e d

e l e c t r o n i c a l l y i n t o t h e s p r e a d s h e e t . I s o l a t e s w h o s e b i o c h e m i c a l r e s u l t s c o n f o r m e d t o t h e

a f o r e m e n t i o n e d c l a s s i f i c a t i o n s c h e m a (A e r o k e y 11, A b b o t t
'

s c o m p l e x a t i o n ) w e r e

c o n s i d e r e d t o b e A e r o m o n a s s pp .

3 . 4 2 A n t ib i o t i c R e s i s t a n c e T e s t i n g R e s u l t s

E x c e l w a s a g a i n e m p l o y e d t o c r e a t e r e p r e s e n t a t i o n s o f t h e 9 6 - w e l l p l a t e c o m p l e t e

w i t h a n t i b i o t i c a b b r e v i a t i o n a n d c o n c e n t r a t i o n ( s e e F i g u r e 2 ) . H a r d c o p i e s o f t h e s e

f i g u r e s w e r e u s e d i n t h e l a b t o s c o r e t h e a c t u a l i n o c u l a t e d p l a t e s a f t e r i n c u b a t i o n , a n d

t h e s e h a r d c o p i e s w e r e s t o r e d i n a d a t a c o l l e c t i o n f o l d e r . T h e z o n e d i a m e t e r a r o u n d e a c h

a n t i b i o t i c d i s k w a s r e c o r d e d i n a l a b o r a t o r y n o t e b o o k a l o n g w i t h t h e c o r r e s p o n d i n g

i s o l a t e l a b e l .

3 . 4 . 3 A n a l y s i s o f A n t i b io t i c R e s i s t a n c e D a t a B a s e d o n a V a r i a t i o n o f
D i s c r i m i n a n t A n a ly s i s

A f t e r t h e i s o l a t e w a s s a t i s f a c t o r i l y d e t e r m i n e d t o b e a n A e r o m o n a s a n d w a s t e s t e d

fo r r e s i s t a n c e
,
a n e le c t r o n i c s p r e a d s h e e t w a s a g a i n o r g a n i z e d w i t h t h e i s o l a t e l a b e l , t h e

r e c o r d e d M I C f r o m t h e 9 6 - w e l l p l a t e f o r e a c h i s o l a t e , a n d w h e t h e r t h e i s o l a t e w a s

s u s c e p t i b l e ,
i n t e r m e d i a t e o r r e s i s t a n t t o t h e t r im e t h o p r i m / s u l f a m e t h o x a z o l e d i s k . I n o r d e r
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t o b e t t e r a p p r o a c h p o s s i b l e a s s o c i a t i o n s b e t w e e n h i g h e r M IC s / r e s i s t a n c e l e v e l s a n d

s a m p l i n g s i t e v i s a v i s t h e e f f l u e n t d i s c h a r g e ,
t h r e e c a t e g o r i e s o i A e r o m o n a s r e s i s t a n c e

w e r e c r e a t e d b a s e d o n t h e a n t i b i o t i c r e s i s t a n c e p a t t e r n s s e e n i n t h e 9 6 - w e l l p l a t e a n d o n

t h e M u e l l e r - H i n t o n d i s k d i f f u s i o n p l a t e s . I f t h e i s o l a t e w a s c l e a r l y s u s c e p t i b l e t o t h e

a n t i b i o t i c
,
i . e . n o g r o w t h i n a n y w e l l o r t h e p r e s e n c e o f d i s t i n c t z o n e s a r o u n d t h e

a n t i b i o t i c d i s k
,
a s c o r e o f

"
0

"
w a s a s s i g n e d f o r t h i s p a r t i c u l a r a n t ib i o t i c . W h e n t h e r e w a s

a n y g r o w t h i n t h e a n t ib i o t i c w e l l , o r t h e z o n e d i a m e t e r f e l l s h o r t o f c o m p l e t e

s u s c e p t i b i l i t y ,
a s c o r e o f

"
1
"
w a s a s s i g n e d

,
r e g a r d l e s s o f w h e t h e r g r o w t h w a s i n a

c o n c e n t r a t i o n s t i l l w i t h i n t h e r a n g e o f s u s c e p t i b i l i t y . A n i n t e r m e d i a t e s c o r e s u c h a s t h i s

w a s d e c i d e d u p o n a s a c a t e g o r y o f r e s i s t a n c e / s u s c e p t i b i l i t y p r im a r i l y t o b e a b l e t o i n c l u d e

c i p r o f l o x a c i n i n t h i s a n a l y s i s , a s a lm o s t e v e r y c i p r o f l o x a c i n M I C w a s s t i l l w e l l w i t h i n

r a n g e s o f a n t i b i o t i c s u s c e p t i b i l i t y r e l a t i v e t o t h e l e v e l o f c l i n i c a l l y r e l e v a n t r e s i s t a n c e .

F i n a l l y , r e s i s t a n c e t o t h e a n t i b i o t i c , a s i n d i c a t e d b y g r o w t h c l o s e t o t h e a n t i b i o t i c d i s k o r

i n a w e l l w i t h h i g h a n t i b i o t i c c o n c e n t r a t i o n
,
w a s g i v e n a s c o r e o f

"
2
"

. T h i s w a s d o n e

a c r o s s e a c h a n t i b i o t i c f o r e v e r y i s o l a t e s u bj e c t e d t o r e s i s t a n c e t e s t i n g , a n d a t o t a l

a n t i b i o t i c r e s i s t a n c e s c o r e (A R S ) c o m p r i s i n g t h e s u m o f a l l i n d i v i d u a l a n t i b i o t i c s c o r e s

w a s a s s i g n e d t o t h e i s o l a t e . A n o t h e r c o l u m n o f t h e s e s c o r e s w a s i n c l u d e d i n t h e

s p r e a d s h e e t o f r e s i s t a n c e r e s u l t s ; t h i s d a t a i s f o u n d i n A p p e n d i x I S c o r e s w e r e t h e n

a v e r a g e d w i t h i n t h e s a m p l i n g s i t e s a n d c o m p a r e d . T h i s t y p e o f e x a m i n a t i o n
,
t h a t o f

c l a s s i f i c a t i o n a n d c o m p a r i s o n o f r e s i s t a n c e p a t t e r n s , i s a m o d i f i c a t i o n a n d s i m p l i f i c a t i o n

b y D r . M a r k S o b s e y (U n i v e r s i t y o f N o r t h C a r o l i n a
,
E n v i r o n m e n t a l S c i e n c e s a n d

E n g i n e e r i n g D e p a r t m e n t , p e r s o n a l c o m m u n i c a t i o n ,
2 0 0 5 ) b a s e d o n t h e m u c h m o r e d a t a -

r i c h a n d s o p h i s t i c a t e d d i s c r i m i n a n t a n a l y s i s d e s c r i b e d b y W i gg i n s ( 19 9 6 ) . T h e r e s u l t s a r e
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u s u a l l y e m p l o y e d i n a n a t t e m p t t o d i f f e r e n t i a t e s o u r c e s o f f e c a l p o l l u t i o n b y c o m p a r i n g

w i l d t y p e , h u m a n ,
a n d a g r i c u l t u r a l i s o l a t e s a n d t h e i r r e s i s t a n c e p a t t e r n s . T h i s s t u d y ,

h o w e v e r
,
o n l y e m p l o y s t h i s t e c h n i q u e t o f o r m u l a t e a s t m c t u r e f o r c o m p a r i s o n o f r e s u l t s

f r o m e a c h s a m p l i n g s i t e .

3 . 5 S t a t i s ti c a l A n a l y s e s

A l l s t a t i s t i c a l a n a l y s i s a t t h e p r i m a r y s i t e w a s c o n d u c t e d t h r o u g h t h e u s e o f a n

o n l i n e s t a t i s t i c a l p r o g r a m t h a t c a n b e fo u n d a t t h e f o l l o w i n g :

h t t p :/ / w w w . p h y s i c s . c s b sj u . e d u / c gi - b i n / s t a t s (i n o r d e r t o a c c e s s t h i s p r o g r a m , o n e m u s t

fi r s t o p e n h t t p : / / w w w . p h y s i c s . c s b sj u . e d u / , t h e n f o l l o w t h e l i n k t o s t a t i s t i c s ,
a f t e r w h i c h

o n e m a y c h o o s e f r o m a l i s t o f s t a t i s t i c a l t e s t s t o p e r f o r m )

U n p a i r e d t - t e s t s b e t w e e n t h e r e s u l t s o b t a i n e d f r o m t h r e e s a m p l e p a i r i n g s w e r e

c o n d u c t e d o n t h e A R Ss r e f e r r e d t o i n Se c t i o n 4 . 3 o f t h i s c h a p t e r i n o r d e r t o e s t a b l i s h t he

s i g n i fi c a n c e o f t h e d i f f e r e n c e b e t w e e n t h e m e a n s . A o n e - w a y a n a l y s i s o f v a r i a n c e

(A N O V A ) w a s a l s o c o n d u c t e d o n t h e A R S s fo r t h e i s o l a t e s a t e a c h o f t h e s a m p l i n g

s t a fi o n s (U S , E a n d D S ) i n o r d e r t o a s s e s s t h e s t a t i s t i c a l d i f f e r e n c e a m o n g t h e f r e q u e n c y

o f a n t i b i o t i c r e s i s t a n c e i n t h e t h r e e g r o u p s . T h e n u l l h y p o t h e s i s (H o ) i n b o t h t h e t - t e s t s

a n d A N O V A w a s a l l o w e d t o r e p r e s e n t t h e p o s s i b i l i t y t h a t t h e r e n o r e a l e f f e c t , i . e . , t h a t

t h e d i f f e r e n c e i n r e s i s t a n c e p a t t e r n s i s s o l e l y d u e t o c h a n c e ; t h e f a c t o r u n d e r s t u d y i s

p r e s u m e d t o b e t h e e f f e c t o f t h e w a s t e w a t e r t r e a t m e n t p l a n t o u t f a l l
,
o r r a t h e r

,
h o w t h e

A R S s v a r y i n r e l a t i o n t o t h e l o c a t i o n o f i s o l a t e c o l l e c t i o n a r o u n d t h e p o i n t o f e f f lu e n t

d i s c h a r g e . T h e b e n e fi t o f u s i n g t h e A N O V A i n c o n j u n c t i o n w i t h t h e t - t e s t s i s p r i m a r i l y

t h e a b i l i t y t o c o l l a p s e t h e d a t a i n t o o n e o v e r a l l c o m p a r i s o n . B y c o n d u c t i n g m u l t i p le t -

t e s t s o n t h e s a m e d a t a s e t , i n o r d e r t o m a i n t a i n t h e s i g n i fi c a n c e o f t h e e n t i r e e x a m i n a t i o n
.
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t h e p , o r p r o b a b i l i t y t h a t t h e o b s e r v e d d i f f e r e n c e i s d u e t o r a n d o m c h a n c e
,
f o r e a c h t e s t

s h o u l d e q u a l 0 . 0 5 / n w h e r e n i s t h e n u m b e r o f t e s t s c o n d u c t e d (D r . M i k e S ym o n s ,

U n i v e r s i t y o f N o r t h C a r o l i n a B i o s t a t i s t i c s D e p a r t m e n t , p e r s o n a l c o m m u n i c a t i o n ) .

4 R e s u l t s

4 . 1 Se d i m e n t v s . Wa t e r C o l u m n B a c t e ri a C o n c e n t r a t i o n s

T h e s e d im e n t s w e r e fo u n d t o h a v e a s u b s t a n t i a l l y g r e a t e r n u mb e r o f b a c t e r i a t h a n

t h e w a t e r c o l u m n F i g u r e 3 d i s p l a y s t h e l o g i o c o n c e n t r a t i o n s o f b a c t e r i a i n C F U /m L ;

t h e s e u n i t s w e r e c h o s e n b e c a u s e t h e s u p e r n a t a n t s o f t h e r e s u s p e n d e d a n d d i l u t e d s e d i m e n t

s a m p l e w e r e s p r e a d p l a t e d a s o p p o s e d t o t h e a c t u a l s e d im e n t
,
w h i c h w o u l d h a v e r e p o r t e d

u n i t s o f C FTJ / g r a m s e d i m e n t . T h e s a m p l i n g s t a t i o n i d e n t i fi c a t i o n s a r e d i f f e r e n t f r o m

t h o s e l a b e l s a s s i g n e d t o t h e p r i m a r y s i t e a s t h i s f a c e t o f t h e r e s e a r c h w a s c o n d u c t e d a t t h e

i n i t i a l (p r e l i m i n a r y ) r a t h e r t h a n t h e p r i m a r y s i t e .
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I S e d i m e n t

D W a te r

U S l

A v g

U S l

A v g

U S3

A v g

E l

A v g

S a m p l i n g S t a t i o n

F i g u r e 3 : B a c t e r i a l C o n c e n t r a t i o n s i n S e d i m e n t a n d Va r i o u s P o i n t s i n t h e Wa t e r C o l u m n

a t t h e P r e l im i n a r y Si t e

T h e c o n c e n tr a t i o n s i n t h e s e d i m e n t s u p e r n a t a n t a r e m u c h h i g h e r t h a n t h o s e i n e v e n t h e

u n d i l u t e d w a t e r ; o n a v e r a ge t h e d i f f e r e n c e b e tw e e n t h e t w o i s a p p r o x i m a t e l y 3 l o g i o . A t -

t e s t c o n d u c t e d b e t w e e n t h e a v e r a g e s o f t h e l o g i o c o n c e n t r a t i o n s i n s e d i m e n t a n d w a t e r

s h o w s th e di f f e r e n c e t o b e s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t
,
w i t h a p r o b a b i l i t y o f t h e d i f f e r e n c e

b e i n g a t t r i b u t a b l e t o p u r e c h a n c e e q u a l t o l e s s t h a n 0 . 0 0 0 1 (m o r e d e t a i l e d r e s u l t s c a n b e

f o u n d i n A p p e n d i x J) . T h e r e f o r e , e v e n i f m i n o r w a t e r c o l u m n i n t r u s i o n i n t o t h e s e d i m e n t

d i d o c c u r , i t s c o n t r i b u t i o n t o t h e w h o l e o f t h e s e d i m e n t b a c t e r i a l p o p u l a t i o n c a n b e

c o n s i d e r e d n e g l i g i b l e . A l t h o u g h s e d i m e n t p r o c e s s i n g m e t h o d s t e s t i n g w a s n o t c o n d u c t e d

a s p a r t o f t h i s w o r k , t he r e s u l t s o f t h e s e d i m e n t / w a t e r c o n c e n t r a t i o n a n a l y s i s c o u l d b e

e m p l o y e d a s a s u r r o g a t e . S i n c e c o n c e n t r a t i o n s o f b a c t e r i a f o u n d i n t h e s e d i m e n t

s u p e r n a t a n t a r e c o n s i s t e n t l y m u c h h i g h e r t h a n t h o s e f o u n d i n t h e s u r f a c e w a t e r
,
i t i s

e v i d e n t t h a t t h e m e t h o d s u s e d t o i s o l a t e b a c t e r i a f r o m s e d im e n t w e r e e f f i c i e n t

4 6 -

NEATPAGEINFO:id=19E66E13-09E4-497D-88D4-0BB1D02F9E97



4 . 2 P r e d i c ti o n E s ti m a t e s o f A n ti b i o ti c C o n c e n t r a ti o n s i n t h e S e d im e n t s

C o l l e c t e d f r o m t h e P r i m a r y S i t e

T a b l e 4 d i s p l a y s t h e r e s u l t s o f t h e c a l c u l a t i o n s m a d e t o p r e d i c t t h e c o n c e n t r a t i o n s

o f a n t i b i o t i c s t h a t m i g h t b e f o u n d i n t h e s e d i m e n t s c o l l e c t e d a t t h e p r im a r y s i t e .

T a b l e 4 : P r e d i c t e d C o n c e n t r a t i o n s o f A n t i b io t i c s i n t h e Se d i m e n t s Sa m p l e d

A n t i b i o t i c

C i p r o fl o x a c i n

S u l f a m e t h o x a z o l e

T e t r a c y c l i n e

A v g . C o n c e n t r a t i o n

(m g / L )

0 0 2

0 6 3

0 0 2

S o r t e d

(m g / l i g )

6 4

6 9

S o r b e d

(m cg / mL ) a t

S e d im e n t D e n s i t y

2 . 6 g / c m J

16 7

2 0

18 0

R e f e r t o C h a p t e r 3 , S e c t i o n 3 . 4 fo r d e t a i l s o n h o w t h e p r e d i c t e d c o n c e n t r a t i o n s w e r e

c a l c u l a t e d R e c a l l t h a t r a t h e r t h a n r e p o r t t h e c o n c e n t r a t i o n i n m g o f a n t i b i o t i c / k g

s e d i m e n t ,
a p p r o p r i a t e c o n v e r s i o n s w e r e m a d e u s i n g t h e s e d i m e n t d e n s i t y a n d

a p p r o x i m a t i o n o f 1 c m
^
/ m L t o r e s u l t i n t h e (xg / m L u n i t s r e p o r t e d i n t h e l a s t c o l u m n o f

T a b l e 4 . T h i s w a s i n o r d e r t o b e t t e r c o m p a r e , t h r o u g h c o n s i s t e n t u n i t s , t h e p r e d i c t e d

c o n c e n t r a t i o n i n t h e s e d i m e n t t o t h e a n t i b i o t i c c o n c e n t r a t i o n s t h a t w e r e u s e d i n r e s i s t a n c e

t e s t i n g . C h a p t e r 5
,
S e c t i o n 3 . 1 d i s c u s s e s t h e r a m i f i c a t i o n s o f t h i s e x a m i n a t i o n i n m o r e

d e t a i l .

4 . 3 A e r o m o n a s Sp e c i e s D i s t r i b u t i o n

A t o t a l o f 4 6 5 i s o l a t e s w a s o b t a i n e d f r o m t h e p r im a r y s i t e a n d b i o c h e m i c a l l y

t e s t e d a c c o r d i n g t o t h e p r e v i o u s l y d e s c r i b e d m e t h o d s . A t o t a l o f 10 3 i s o l a t e s w a s

i d e n t i f i e d t h r o u g h P C R t e s t i n g a s A . c a v i a e o r A . h y d r o p h i l a . A l t h o u g h i t w a s f r e q u e n t l y

t h e c a s e t h a t t h e b i o c h e m i c a l r e s u l t s a n d t h e P C R r e s u l t s d i d n o t c o r r e s p o n d , i t w a s

t h o u g h t i n i t i a l l y t h a t t h i s w a s d u e i n l a r g e p a r t t o t h e l im i t a t i o n s a n d i n a c c u r a c i e s o f
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b i o c h e m i c a l t e s t i n g s c h e m e s p a rt i c u l a r l y w h e n a p p l i e d t o t h i s g e n u s . H o w e v e r , i t w a s

l a t e r d i s c o v e r e d t h a t i n s p i t e o f l i t e r a t u r e t o t h e c o n t r a r y (G a s c o n
,
A n g u i t a e t a l . 1 9 9 6 ) ,

t h e u s e o f 16 S r i b o s o m a l R N A t o c o r r e c t l y i d e n t i f y A e r o m o n a s t o t h e s p e c i e s l e v e l i s

c o n s i d e r e d h i g h l y s u s p e c t b y s o m e i n v e s t i g a t o r s (M o r a n d i , Z h a x y b a y a v a e t a l .

,
2 0 0 5 ) ,

a n d p e r h a p s o n l y t h e g e n u s o f t h i s p a r t i c u l a r o r g a n i s m m a y b e c o n f i r m e d u s i n g t h i s

t e c h n i q u e (D r . A m y C a m a h a n
,
U n i v e r s i t y o f M a r y l a n d , p e r s o n a l c o m m u n i c a t i o n ) .

T h e r e f o r e , t h o s e i s o l a t e s t h a t w e r e t h o u g h t t o h a v e b e e n g e n e t i c a l l y i d e n t i f i e d t o t h e

s p e c i e s l e v e l w e r e c o n s i d e r e d o n l y t o b e A e r o m o n a s g e n u s ,
a n d t h e b i o c h e m i c a l r e s u l t s o f

t h o s e i s o l a t e s w e r e c o n s u l t e d a g a i n i n o r d e r t o s p e c i a t e t h e o r g a n i s m s T h e r e s u l t s o f t h e

b i o c h e m i c a l t e s t s f o r a l l i s o l a t e s c a n b e f o u n d i n A p p e n d i x K .

W h e n t h e a g g r e g a t e r e s u l t s o f b i o c h e m i c a l t e s t s w e r e c a p a b l e o f i d e n t i fy i n g t h e

s p e c i e s , t h i s i n f o r m a t i o n w a s a s s i g n e d t o t h e i s o l a t e
,
o t h e r w i s e , t h e i s o l a t e w a s c l a s s i f i e d

b y c o m p l e x a c c o r d i n g t o A b b o t
,
C h e u n g e t a l

,
2 0 0 3 . A . c a v i a e a n d A . h y d r o p h i l a w e r e

t h e o n ly d e f i n i t e s p e c i e s a s s i g n e d . A f t e r PC R i d e n t i t i e s w e r e c o n s i d e r e d u n r e h a b l e b a s e d

o n r e c e n t p u b l i c a t i o n s
,
t h e a c q u i s i t i o n o f n e w P C R d a t a w a s t e r m i n a t e d b e c a u s e o f t h e

p o s s i b l e u n r e l i a b i l i t y o f t h e e m p l o y e d g e n e t i c c o n f i r m a t i o n m e t h o d c o u p l e d w i t h

b u d g e t a r y l im i t a t i o n s T h e r e o n , t h e r e m a i n i n g b a c t e r i a t h a t w e r e i s o l a t e d f o r t h i s s t u d y

w e r e i d e n t i f i e d o n l y b y t h e b i o c h e m i c a l t e s t s o u t l i n e d i n Se c t i o n 3 . 2 o f C h a p t e r 3 . F i f t y

i s o l a t e s f r o m e a c h s i t e , u p s t r e a m (U S ) , a t p o i n t o f e f f l u e n t d i s c h a r g e (E ) , a n d d o w n s t r e a m

(D S ) ,
w e r e i d e n t i f i e d a s a e r o m o n a d s . T h i s s a m p l e s i z e w a s c a l c u l a t e d o n t h e b a s i s o f a n

a s s u m e d d i f f e r e n c e i n p r o p o rt i o n s o f r e s i s t a n c e w i t h i n t h e b a c t e r i a l p o p u l a t i o n s o f 2 5 % ,

a n a v a l u e o f 0 . 0 1 a n d p o w e r o f 0 9 . T h e a l p h a p a r a m e t e r d e s c r i b e s t h e p r o b a b i l i t y t h a t a

s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e i s f o u n d b e t w e e n t h e g r o u p s t e s t e d w h e n t h e r e i s i n f a c t
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n o d i f f e r e n c e .
T h e p o w e r r e p r e s e n t s t h e p r o b a b i h t y t h a t a n e x t a n t d i f f e r e n c e i s d e t e c t e d .

T h e r e f o r e
,
t h e s e c o n s t r a i n t s d e f i n e t h e s a m p l e s i z e r e q u i r e d t o d e t e c t w i t h a p r o b a b i h t y o f

0 9 a 2 5% d i f f e r e n c e i n a n t i b i o t i c r e s i s t a n c e p r e v a l e n c e
,
w i t h a 0 . 0 1 c h a n c e o f e r r o r .

T h e r e w a s n o a t t e m p t i n t h i s s t u d y t o q u a n t i t a t i v e l y e n u m e r a t e t h e A e r o m o n a s

p o p u l a t i o n s a t e a c h s a m p l i n g s t a t i o n . T a b l e 5 s h o w s t h e n u m b e r o f i s o l a t e s i d e n t i f i e d t o

t h e c o m p l e x l e v e l b y s i t e , t h e n u m b e r o f i s o l a t e s a s s i g n e d a d e fi n i t e s p e c i e s , a n d t h e

p e r c e n t o f t h e i s o l a t e s w h o s e g e n u s w a s P C R c o n fi r m e d .

T a b l e 5 : D i s t r ib u t i o n o f A e r o m o n a s b y Sa m p l i n g S i t e

S t a ti o n I D

U S

E

D S

% I d e n tSn e d t o

Sp e c i e s

(B i o c l i e t n i c a l )

6 2

6 2

6 6

% I d e n t i B e d

a s

A e r o m o n a s

(P C R)

7 8

7 2

N u m b e r o f I s o l a t e s p e r C o mp l e x a t E a c h S a mp l i n g P o i n t
*

A h y d r o p h i l a (A hy dr opb i la ,

A ht
'

s l i u t v m , A

s u /m a n i d di i )

1 1

A c a v i a e [A i w i a e
,

A

m e di a
,
A c n c r eopb i la )

2 5

34

3 2

A s o b r i a {A I 'e r o n i i 1 I G 8
,

A j a n da e i ^
A s c bu he r l i i

^
A

t w td )

1

12

* C o m p le x a t i o n t a k e n f r o m A b b o t
,
C h e u n g e t a l

,
2 0 0 3 ; U p s t r e a m (U S ),

E f f l u e n t (E ) D o w n s t r e a m (D S )

I n t h e c a s e o f t h e D S s i t e ,
f o u r o f t h e i s o l a t e s w e r e c o n f i r m e d b y P C R t o t h e g e n u s o n l y

a n d w e r e n o t c o m p l e x e d . T h e r e w a s
,
h o w e v e r

,
a t o t a l o f 5 0 i s o l a t e s f r o m t h e D S s t a t i o n

t h a t w e r e t e s t e d f o r i n c r e a s e d M IC s .

T h e d i s t r i b u t i o n o f c o m p l e x e s i s c o n s i s t e n t w i t h p r i o r o b s e r v a t i o n s o f t h e

i n c i d e n c e o i A e r o m o n a s s p e c i e s i n t h e e n v i r o n m e n t . W h i l e t h e p e r c e n t a g e o f i s o l a t e s

b e t w e e n A . h y d r o p h i l a a n d A . c a v i a e a t t h e U S s i t e i s s i m i l a r
,
n o t e t h e i n c r e a s e a t E i n t h e

A . c a v i a e p r o p o r t i o n . T h i s i s i n a g r e e m e n t w i t h p a s t s t u d i e s t h a t h a v e d r a w n c o r r e l a t i o n s

b e t w e e n h i g h o r g a n i c l o a d i n g a n d a n i n c r e a s e i n e n v i r o n m e n t a l p o p u l a t i o n s o f A . c a v i a e

(A r a u j o , A r r i b a s e t a l . 19 9 1 ) H o w e v e r , i t i s n o t n e c e s s a r i l y t h e c a s e t h a t t h e b a c t e r i a a r e
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b e i n g r e l e a s e d i n t o t h e s t r e a m w i t h t h e e f fl u e n t . I n s t e a d
,
i t i s p o s s i b l e t h a t A . c a v i a e h a v e

a n i n t r i n s i c a d v a n t a g e i n p r o l i f e r a t i n g o r s u r v i v i n g i n e u t r o p h i e d e n v i r o n m e n t s (W a r r e n ,

J e t e r e t a l . 2 0 0 4 ) .

4 . 4 A n t i m i c r o b ia l A n a ly s i s o f I s o l a t e s B a s e d o n M i n i m u m I n h i b i t o r y
C o n c e n t r a t i o n s

T h o s e i s o l a t e s w h o s e g e n u s w a s c o n f i r m e d a s A e r o m o n a s b y PC R a n d t h o s e

r e m a i n i n g i s o l a t e s t h a t w e r e b i o c h e m i c a l l y s p e c i a t e d w i t h o u t t h e PC R c o n f i r m a t i o n w e r e

t e s t e d f o r t h e i r a n t i m i c r o b i a l r e s i s t a n c e p r o p e r t i e s a s m e a s u r e d b y M I C s . A g a i n , it m u s t

b e r e i t e r a t e d t h a t t h e N C C L S h a s n o t i d e n t i f i e d M I C s f o r A e r o m o n a s s p p . H o w e v e r
,
i n

o r d e r t o e s t a b l i s h s o m e f o r m o f c l a s s i f i c a t i o n f o r t h e l e v e l s o f r e s i s t a n c e d i s p l a y e d b y t h e

e n v i r o n m e n t a l i s o l a t e s
,
f o r t h e p u r p o s e s o f t h i s p r o j e c t t h e N C C L S M I C g u i de l i n e s f o r

t h e a f o r e m e n t i o n e d b a c t e r i a (C h a p t e r 3 ,
Se c t i o n 3 . 8 . 2 ) a r e u s e d t o d e f i n e

"
s u s c e p t i b i l i t y

"

a n d "
r e s i s t a n c e

"
i n t h e f o l l o w i n g r e s u l t s . T h e p r o f i l e s w e r e a l s o c o m p a r e d t o a c o n t r o l A .

hy d r o p h i l a A T C C 7 9 6 6 s t r a i n
,
w h i c h s h o w e d s u s c e p t i b i l i t y t o c i p r o f l o x a c i n , t e t r a c y c h n e

a n d t h e t r i m e t h o p r i m / s u l f a m e t h o x a z o l e c o m b i n a t i o n d i s k . I n t h e s u b s e q u e n t p l o t s ,

l i g h t e r - c o l o r e d c o l u m n s r e l a t e t o l o w e r M I C s (N o t e t h a t d a r k e r c o l u m n s r e p r e s e n t t h e

p r o p o r t i o n o f i s o l a t e s w i t h i n c r e a s i n g r e s i s t a n c e ; l e g e n d s a r e c o n c e n t r a t i o n s o f a n t i b i o t i c

i n |i g /m L ) . S o a s n o t t o c o n f u s e g e n e r a l e x p r e s s i o n s d e s c r i b i n g r e l a t i v e p o s i t i o n s o f u p -

a n d d o w n s t r e a m ,
t h e d e s i g n a t i o n s o f U S , E a n d D S w i l l b e e m p l o y e d t o r e f e r t o

c h a r a c t e r i s t i c s o f b a c t e r i a i s o l a t e d f r o m t h e s p e c i f i c s a mp l i n g p o i n t s . A d i s t i n c t i o n i s a l s o

m a d e b e t w e e n i s o l a t e s w i t h m e r e l y h i g h e r M I C s , e v e n i f i n c r e a s e d M I C s m a y s t i l l f a l l

w i t h i n r a n g e s o f a n t i b i o t i c s u s c e p t i b i l i t y , a n d t h o s e t h a t m a y b e d e e m e d r e s i s t a n t

a c c o r d i n g t o N C C L S s t a n d a r d s p r e v i o u s l y m e n t i o n e d I t i s im p o r t a n t i n t h i s s t u d y t o

i d e n t i fy a n y i n c r e a s e i n M I C s , a s t h i s m a y b e i n d i c a t i v e o f t h e p o s s i b i l i t y f o r t h e
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s u b s e q u e n t c r e a t i o n o f c l i n i c a l l y r e s i s t a n t b a c t e r i a . T h i s s t u d y w i l l p r i m a r i l y r e l y o n

s t a t i s t i c a l a n a l y s e s b e t w e e n t h e d i f f e r e n c e s i n a n t i b i o t i c r e s i s t a n c e p r o f i l e s o f b a c t e r i a

i s o l a t e d u p a n d d o w n s t r e a m o f t h e w a s t e w a t e r e f f l u e n t d i s c h a r g e . A p p e n d i x L r e c o r d s

t h e M I C f o r a l l i s o l a t e s .

4 . 5 I n c i d e n c e o f R e s i s t a n c e o r I n c r e a s e d M I C

T h e f o l l o w i n g d e s c r i b e s o n l y r a w p r o p o r t i o n a l i n c r e a s e s i n M I C s c a l c u l a t e d a s t h e

p e r c e n t o f i s o l a t e s d i s p l a y i n g a n y i n c r e a s e i n M IC s r e l a t i v e t o t h e t o t a l n u m b e r o f i s o l a t e s

t e s t e d f r o m e a c h s a m p l i n g s i t e .

4 . 5 . 1 D i s c r e p a n c i e s i n M I C P r o fi l e s o f B a c t e r i a R e l a t i v e t o T e t r a c y c l i n e

A p p r o x im a t e l y a t h i r d o f b o t h t h e e f f l u e n t a n d d o w n s t r e a m i s o l a t e s t e s t e d f o r

t e t r a c y c l i n e r e s i s t a n c e s h o w e d i n c r e a s e d m i n i m u m i n h i b i t o r y c o n c e n t r a t i o n s ; r e s i s t a n c e

a c c o u n t e d f o r 2 4 % a n d 2 0 % o f t h e t o t a l E a n d D S i s o l a t e s r e s p e c t i v e l y . F i g u r e 4

i l l u s t r a t e s t h e d r a m a t i c d i f f e r e n c e b e t w e e n t h e s u s c e p t i b i l i t y o f u p s t r e a m i s o l a t e s a n d

i n c r e a s e i n i n h i b i t o r y c o n c e n t r a t i o n s a t s a m p l e p o i n t s d o w n s t r e a m o f e f f l u e n t d i s c h a r g e .
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10 0 %

D o MT i s t r e a mU p s t r e a m E ffl u e n t

D S u s c e p t i b l e

D 1 n i c g / n i L

D 8 m c 2 / n i L

16 n i c 2 / i n L

R e s i s t a n K 3 2 i n c 2 / i i i L

6 4 m c g/ m L

F i g u r e 4 : P e r c e n t I n c i d e n c e o f T e t r a c y c l i n e R e s i s t a n c e M I C s (jUg / m L ) i n A e r o m o n a s

I s o l a t e s f r o m Up s t r e a m , Ef f l u e n t a n d D o w n s t r e a m Sa mp l i n g St a t i o n s

T h e r e a p p e a r s t o b e s o m e r e s i s t a n c e t o t e t r a c y c l i n e (4 % o f i s o l a t e s ) a m o n g t h e u p s t r e a m

i s o l a t e s ; h o w e v e r , t h e g r e a t e r p e r c e n t a g e o f i s o l a t e s w i t h i n c r e a s e d t e t r a c y c l i n e M IC s

d o w n s t r e a m a s s h o w n i n F i g u r e 4 i s s i gn i fi c a n t . T h e s e r e s u l t s im p l i c a t e t h e w a s t e w a t e r

e f f l u e n t d i s c h a r g e a s h a v i n g a c o n s i d e r a b l e im p a c t o n t e t r a c y c l i n e r e s i s t a n c e p r o fi l e s o f

A e r o m o n a s b a c t e r i a i n s t r e a m s e d i m e n t s . T h i s p a t t e r n i s d e m o n s t r a t e d n o t o n l y w i t h

t e t r a c y c Un e b u t a l s o w i t h o t h e r t h e a n t i b i o t i c s e x a m i n e d b y th i s s t u d y Th e s e fi n d i n g s a r e

c o n s i s t e n t w i t h i m p a c t s f r o m th e e f fl u e n t d i s c h a r g e t h a t i n fl u e n c e t h e a n t i m i c r o b i a l

r e s i s t a n c e o f b a c t e r i a i n d o w n s t r e a m w a t e r s .
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4
. 5 . 2 M I C P r o f i l e s of B a c t e r i a R e l a t i v e t o T r im e t h o p r i m a n d

Su lf a m e t h o x a z o l e I n d e p e n d e m ly a n d i n C o m b i n a t i o n

T r im e t h o p r im (T M P ) a n d s u l f a m e t h o x a z o l e (SM X ) s h o w e d s o m e v e r y m i n o r

d i f f e r e n c e s i n l e v e l s o f r e s i s t a n c e f o u n d i n A e r o m o n a s s p e c i e s w h e n e x a m i n e d

i n d i v i d u a l l y . F o r t h e t w o h i g h e s t c o n c e n t r a t i o n s o f T M P a n d SM X t e s t e d , t h e p e r c e n t o f

i s o l a t e s r e s i s t a n t a t s t a t i o n s E a n d U S c o m b i n e d a v e r a g e d 6 3 % a n d 8 5 % , r e s p e c t i v e l y . I n

c o m p a r i s o n , A e r o m o n a s r e s i s t a n c e t o t h e t w o h i gh e s t c o n c e n t r a t i o n s o f T M P a n d SM P a t

s t a t i o n U S w a s s o m e w h a t l o w e r a t 5 8 a n d 7 8 % r e s p e c t i v e l y . I t i s i m p o r t a n t t o n o t e t h a t

N C C L S c r i t e r i a f o r r e s i s t a n c e t e s t i n g o f T M P a n d SM X u s i n g t h e b r o t h m i c r o d i l u t i o n

m e t h o d d o n o t a l l o w f o r a c l a s s i f i c a t i o n o f i n t e r m e d i a t e r e s i s t a n c e ; d i s k d i f f u s i o n

m e t h o d s f o r t h e c o m b i n a t i o n a n t i b i o t i c a r e , h o w e v e r ,
c a t e g o r i z e d a c c o r d i n g t o a l l t h r e e

c l a s s i f i c a t i o n s : s u s c e p t ib l e ,
i n t e r m e d i a t e a n d r e s i s t a n t .

B o t h c h a n g e s i n M I C s a n d c h a n g e s i n p e r c e n t i n c r e a s e d r e s i s t a n c e w e r e e x a m i n e d

f o r t h e s e d r u g s T h e M IC s o f SM X a n d T M P w e r e r e c o r d e d f o r e a c h i s o l a t e t e s t e d a n d

t a l l i e d
,
t h e r e b y c r e a t i n g b i n s o f c o n c e n t r a t i o n s a n d t h e n u m b e r o f i s o l a t e s f o r w h i c h t h i s

c o n c e n t r a t i o n w a s d e t e r m i n e d t o b e t h e M I C . F o r e a c h s a m p l i n g s i t e
,
t h e p e r c e n t o f

i s o l a t e s a t a g i v e n M I C w a s p l o t t e d . T a b l e s 6 a n d 7 s h o w t h e i n c i d e n c e o f t r i m e t h o p r im

a n d s u l f a m e t h o x a z o l e M IC s r e s p e c t i v e l y a t e a c h s a m p l i n g p o i n t .

T a b l e 6 : N u m b e r of I s o l a t e s w i t h a G i v e n T r i m e t h o p r i m M I C a t E a c h Sa m p l in g St a t i o n

u s

E

D S

T r i m e t h o p r i m M I C

6 4 3 2 16

N u m b e r o f I s o l a t e s a t E a c h S a m p l i n g S t a t i o n

2 1

4 2 % I Wo I 1 8% 16 ° / o 4 % 4 % 0 %

2 9 4 1 1

5 8 % 8 ° -

'

o 2 2 % I 1 0 % 2 % 0 % 0 %

2 7

5 4 % S ^ '
o 1 8% l O ^ '

o 4 % 6 <"
o 0 %
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T a b l e 7 : N u m b e r o f I s o l a t e s w i t h a G i v e n Su lf a m e t h o x a z o l e M I C a t E a c h Sa mp l i n g
St a t i o n

U S

E

D S

S u l f a m e t h o x a z o l e M I C

2 04 8 102 4 5 12 2 5 6 12 8

N u m b e r o f I s o l a t e s a t E a c h S a m p l i n g S t a t i o n

22

44 %
2 4

4 8%

1 9

3 8 %

17

34 %
1 7

3 4% >

2 5

5 0%

16 %

10 %

12 %

4 %

4 " / o

0 %

2%

4%

0%

F i g u r e 5 d i s p l a y s t h e p l o t o f M IC i n c i d e n c e a t e a c h s a m p l i n g s i t e f o r t ri m e t h o p ri m .

6 0 "
o

U p s t r e iu n E f l l w e i U D o w n s t r e a m

D 2 i n c 2 i n L

D 4 i n c 2 i n L

□ 8 i n c g i n L

16 i n c 2 i n L

R e s i s t a n t 3 2 i n c 2 i n L

58 »
o6 - 1 i n c s i n L

F i g u r e 5 : M I C s o f I s o l a t e s f o r T r i m e t h o p r i m i n Up s t r e a m , E ffl u e n t , a n d D o w n s t r e a m

Sa mp l i n g St a t i o n s

B y e x a m i n a t i o n o f T a b l e 6 a n d F i g u r e 5 , t h e r e i s l i t t l e i n t h e w a y o f a d i s c e m a b l e t r e n d o f

t ri m e t h o p ri m M I C s b y s a m p l e s i t e . H o w e v e r , i t i s i n t e r e s t i n g t o n o t e t h e i n c r e a s e i n t h e
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o c c u r r e n c e a t s t a t i o n E a s c o m p a r e d t o s t a t i o n U S o f t h e h i gh e s t M IC o f 6 4 |i g / m L , a n

o c c u r r e n c e t h a t d e c r e a s e s s l i g h t l y a t s t a t i o n D S . Wh e n t h e s e M IC c l a s s i f i c a t i o n s a r e

c o l l a p s e d i n t o b r o a d e r g r o u p s o f r e s i s t a n t v s . s u s c e p t i b l e i s o l a t e s , t h i s i n c r e a s e i n 6 4

[Xg /m L f r e q u e n c y i s r e fl e c t e d i n a c o m m e n s u r a t e i n c r e a s e i n t h o s e i s o l a t e s d e e m e d

r e s i s t a n t . O f t h e U S i s o l a t e s , 7 6 % a r e r e s i s t a n t , a n d t h i s i n c r e a s e s t o 8 8% r e s i s t a n t a t

s a m p l i n g p o i n t E . D i f f e r e n c e s i n M IC s b y s a m p l e s t a t i o n a r e l e s s n o t a b l e f o r

s u l f a m e t h o x a z o l e .

F i g u r e 6 s h o w s t h e M I C s o f i s o l a t e s r e l a t i v e t o s a m p l i n g s t a t i o n .

a

B

D 12 8 m c 2 i n L

n 2 56 m e g i n L

5 12 i n c g i n L

1 02 4 i n c g i n L

10 4 8 i n c g m L

1 5»
o

U p s ti e a i n

2 0 ,

4 «
<

16 «
.

3 4 »
o

4 4 <»
o

E i Tl u e n t

4 0
<

4 »
o

l OO
o

3 4 0
o

4 S «
o

D t t w i i s t i e a i n

() »
o

0 »
o

12 »
o

50 »
o

3 8 "
o

F i g u r e 6 : M I C s o f I s o l a t e s f o r Su lf a m e t h o x a z o l e i n Up s t r e a m , E ffl u e n t a n d D o w n s t r e a m

Sa mp l i n g St a t i o n s

T h e p r o p o r t i o n o f i s o l a t e s c a p a b l e o f b e i n g c l a s s i fi e d a s r e s i s t a n t w a s s im i l a r o v e r a l l

s a m p l i n g p o i n t s ,
a l t h o u g h t h e r e a r e m a r g i n a l l y h i gh e r p e r c e n t a ge s o f i s o l a t e s r e s i s t a n t t o
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t h e t w o h i g h e s t c o n c e n t r a t i o n s a t s t a t i o n s E ( 8 2 % ) a n d D S (8 8 % ) c o m p a r e d t o s t a t i o n U S

(7 8% ) .

R e s i s t a n c e t o t h e c o m b i n a t i o n o f t r im e th o p r i m / s u l f a m e t h o x a z o l e w a s a l s o

e x a m i n e d .
Z o n e d i a m e t e r s e x c e e d i n g 16m m w e r e c o n s i d e r e d s u s c e p t i b l e ; i n t e r m e d i a t e

r e s i s t a n c e w a s a t t r i b u t e d t o i s o l a t e s w h o s e z o n e d i a m e t e r s r a n ge d b e t w e e n 1 1- 15 m m .

R e s i s t a n c e t o t h e c o m b i n a t i o n o f d r u g s w a s r e c o r d e d i f t h e d i a m e t e r a r o u n d t h e d i s k w a s

m e a s u r e d a s l e s s t h a n 1 1 m m ; t h e s e d i a m e t e r s w e r e e m p l o y e d i n g a u g i n g s u s c e p t i b i l i t y a s

p e r N C C L S s t a n d a r d s f o r V . c h o l e r a .
F i g u r e 7 s h o w s t h e p r o p o r t i o n a l i n c i d e n c e o f

t r im e t h o p r im / s u l f a m e t h o x a z o l e r e s i s t a n c e i n r e l a t i o n t o s a m p l i n g s t a t i o n .

l OOO
o

9 0 * 0

8 0 «
o

"

0 «
o

6 0 *
o

5 0 »
o

- »0 »
o

3 0 O
o

2 0 O
o
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o

0 <> o

D S i L s c f p H b l e
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l ^
p s t i e a i n

9 8 *
0
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E f fl u e n t

8 0 «
o

7 0 ,

1 8 «
<

D o w n s t i e i i i n

8 4 »
o

1 2 «
o

4 »
o

F i g u r e 7 : Su s c e p t i b i l i t y o f I s o l a t e s t o T r i m e t h o p r i m / S u lf a m e t h o x a z o l e a t U p s t r e a m ,

Effl u e n t , a n d D o w n s t r e a m Sa mp l i n g S t a t i o n s
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R e s i s t a n c e w a s s h o w n t o b e m o s t p r e v a l e n t i n i s o l a t e s c l o s e s t t o t h e e f f l u e n t

d i s c h a r g e ( a t E ) ,
w h i l e i n t e r m e d i a t e r e s i s t a n c e p r e d o m i n a t e d f u r t h e r d o w n s t r e a m ( a t D S) .

A g a i n ,
t h e p r o p o r t i o n o f b a c t e r i a e i t h e r r e s i s t a n t o r s h o w i n g d e c r e a s e d s u s c e p t i b i l i t y t o

t r i m e t h o p r im / s u l f a m e t h o x a z o l e i s n o t a b l y h i g h e r i n i s o l a t e s f o u n d d o w n s t r e a m o f t h e

w a s t e w a t e r e f f l u e n t d i s c h a r g e c o m p a r e d t o u p s t r e a m . I n a d d i t i o n
,
a p a t t e r n t h a t w a s s e e n

i n t e t r a c y c l i n e , t h a t o f i n t e r m e d i a t e r e s i s t a n c e p r e d o m i n a t i n g a t D S i n s t e a d o f a b s o l u t e

r e s i s t a n c e p r e d o m i n a t i n g a t E , c a n a l s o b e s e e n h e r e .

4 . 5 3 M I C P r o f i l e s of B a c t e r i a R e l a t i v e t o C ip r of l o x a c i n

V e r y f e w i s o l a t e s s h o w e d a n y i n c r e a s e i n m i n i m u m i n h i b i t o r y c o n c e n t r a t i o n s f o r

c i p r o f l o x a c i n . O f t he f e w i s o l a t e s t h a t e x h i b i t e d a n y i n c r e a s e i n r e s i s t a n c e , t h e v a s t

m a j o r i t y g r e w i n t h e m o s t d i l u t e c o n c e n t r a t i o n o f a n t i b i o t i c i n t h e 9 6 - w e l l p l a t e .

H o w e v e r
,
t h i s g r o w t h w a s u s u a l l y h e a v y , a n d i s w o r t h n o t i n g s i n c e i t a l l u d e s t o t h e

b e g i n n i n g s o f i n c r e a s e d r e s i s t a n c e i n e n v i r o n m e n t a l i s o l a t e s . I n a d d i t i o n
,
e v e r y i s o l a t e

t h a t e x h i b i t e d e v e n m a r g i n a l l y d e c r e a s e d s u s c e p t i b i l i t y w a s f o u n d e i t h e r c l o s e t o t h e

e f f l u e n t d i s c h a r g e o r a t t h e d o w n s t r e a m p o i n t , a s s h o w n b y F i g u r e 8 .
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F i g u r e 8 : P r o p o r t i o n a l I n c i d e n c e o f C ip r o f l o x a c i n M I C s in A e r o m o n a s I s o l a t e s f r o m
U p s t r e a m , Ef f l u e n t , a n d D o w n s t r e a m S a mp l i n g St a t i o n s

N o i s o l a t e e x h i b i t e d a b s o l u t e r e s i s t a n c e t o c i p r o f l o x a c i n
,
h o w e v e r , gr o w th i n t h e

p r e s e n c e o f 2 |J g/ m L i s de f i n e d a s
" i n t e r m e d i a t e "

r e s i s t a n c e b y N C C L S . I t c a n b e s e e n

f r o m F i g u r e 8 a g a i n t h a t r e s i s t a n c e i s l o w e s t i n u p s t r e a m i s o l a t e s
,
t h a t e f f l u e n t h a s a

g r e a t e r p r o p o r t i o n o f i s o l a t e s w i t h h i g h e r M I C s , a n d t h a t i n c i d e n c e o f r e s i s t a n c e

d e c r e a s e s s o m e w h a t a t t h e d o w n s t r e a m s a m p l i n g s i t e . T h e p e r c e n t a g e o f i s o l a t e s

d i s p l a y i n g a n y c i p r o f l o x a c i n M IC i s v e r y l o w . Y e t b e c a u s e f l u o r o q u i n o l o n e s s h o w

e x c e l l e n t a c t i v i t y a g a i n s t A e r o m o n a s i n f e c t i o n s (V i l a ,
M a r c o , e t a l . 2 0 0 2 ) ,

a n y d e c r e a s e

i n s u s c e p t i b i l i t y i s a c o n c e r n . I n a d d i t i o n , gi v e n t h a t a l l u p s t r e a m i s o l a t e s s h o w c o m p l e t e

s u s c e p t i b i l i t y t o t h i s a n t i b i o t i c , t h e e f f l u e n t d i s c h a r g e a p p e a r s t o b e t h e p o i n t o f o r i g i n f o r

t h e ri s e i n A e r o m o n a s M IC s i n t h i s s h o r t s t r e a m r e a c h . W h i l e t h e a f o r e m e n t i o n e d t r e n d

o f l o w e r M IC s p r e d o m i n a t i n g a t t h e d o w n s t r e a m p o i n t i s o b se r v e d , t h e e f f e c t i s n o t a s

d r a m a t i c a s w i t h t ri m e t h o p ri m / s u l f a m e t h o x a z o l e a n d t e t r a c y c l i n e
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i lM i V ^

5 A n a l y s i s a n d D i s c u s s i o n

T h e r i s e i n a n t ib i o t i c r e s i s t a n c e h a s b e e n a t t h e f o r e f r o n t o f p u b l i c h e a l t h c o n c e r n s

f o r y e a r s . W h i l e m a n y a d v a n c e s h a v e b e e n m a d e i n i d e n t i f y i n g t h e s o u r c e s a n d

c o n d i t i o n s t h a t p r e c i p i t a t e t h e a c q u i s i t i o n o f r e s i s t a n c e b y b a c t e r i a , t h e v a s t m a j o r i t y o f

p r e v a i l i n g c o n c l u s i o n s i n t h e l i t e r a t u r e s t e m f r o m r e s e a r c h c o n d u c t e d i n c l i n i c a l a n d

a g r i c u l t u r a l s e t t i n g s . M u c h r e m a i n s t o b e d e t e r m i n e d w i t h r e s p e c t t o t he im p a c t s t h e s e

p h a r m a c e u t i c a l s h a v e w h e n i n t r o d u c e d i n t o t h e e n v i r o n m e n t a t m u c h l o w e r l e v e l s t h a n

f o u n d i n h o s p i t a l s a n d o n c a t t l e f e e d i n g l o t s . T o t h i s e n d
,
t h e f o l l o w i n g d i s c u s s i o n s e e k s

t o e x a m i n e t h e t o p i c o f e n v i r o n m e n t a l r e s i s t a n c e a c q u i s i t i o n i n l i g h t o f t h e n e w d a t a

c o l l e c t e d a n d g e n e r a t e d b y t h i s s t u d y fo r t h e s e p o t e n t i a l l y s i g n i f i c a n t b u t a s y e t r e l a t i v e l y

u n e x p l o r e d s o u r c e s a n d e n v i r o n m e n t a l c o n d i t i o n s .

5 . 1 A n ti b i o ti c R e s i s t a n c e S c o r e s B a s e d o n D i s c ri m i n a n t A n a ly s i s

T h e a v e r a g e s o f t h e a n t i b i o t i c r e s i s t a n c e s c o r e s (A R S ) b a s e d o n a v a r i a t i o n o f

d i s c r i m i n a n t a n a l y s i s a r e s h o w n i n F i g u r e 9 .
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F i g u r e 9 : C a t e g o r i c a l A n a l y s i s o f A n t i b i o t i c R e s i s t a n c e L e v e l s o f A e r o m o n a s I s o l a t e s a t

e a c h Sa mp l i n g St a t i o n

O n l y r e s i s t a n c e t o t h e c o m b i n a t i o n o f t ri m e t h o p ri m a n d s u l f a m e t h o x a z o l e i s u s e d

i n c o m p u t a t i o n s i n c e i n h e r e n t r e s i s t a n c e t o t h e i n d e p e n d e n t d r u g s o n l y s e r v e d t o i n c r e a s e

t h e a v e r a g e s w i t h o u t r e v e a l i n g m u c h a d d i t i o n a l i n f o r m a t i o n . T h e r e s u l t i n g a v e r a g e s a r e

m u c h l o w e r b u t s t i l l d i s p l a y a m a r k e d l y i n c r e a s i n g t r e n d f r o m u p s t r e a m t o d o w n s t r e a m

O n c e a g a i n , A e r o m o n a s i s o l a t e s f o u n d c l o s e t o t h e e f fl u e n t d i s c h a r g e d i s p l a y th e m o s t

r e s i s t a n c e ( s c o r e = 1 . 1 ) c o m p a r e d t o t h o s e d o w n s t r e a m ( s c o r e = 0 . 8 ) a n d e s p e c i a l l y

u p s t r e a m (s c o r e = 0 . 1 ) . U p s t r e a m A e r o m o n a s s p p . w e r e r e l a t i v e l y s u s c e p t i b l e t o a l l

a n t i b i o t i c s e m p l o y e d i n t h i s s t u d y c o m p a r e d t o t h o s e i s o l a t e s f u rt h e r d o w n s t r e a m a n d

w e r e i n fl u e n c e d b y t h e s e w a ge e f fl u e n t d i s c h a r g e . B e c a u s e t h e s a m p l i n g s i t e s a r e s p a c e d

c l o s e l y , t h e o n l y p l a u s i b l e a n d c l e a r l y i de n t i fi a b l e p o i n t o r n o n -

p o i n t im p a c t a s a p o s s i b l e

s o u r c e o f t h i s i n c r e a s e i n r e s i s t a n c e i s a g a i n t h e w a s t e w a t e r t r e a t m e n t p l a n t .
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T h e a v e r a g e s o f t h e s e s c o r e s a r e r e p r o d u c e d b e l o w i n a d d i t i o n t o t h e i r s t a n d a r d

d e v i a t i o n a n d v a r i a n c e .

T a b l e 8 : C o mp a r i s o n o f A R S M e a n s , S t a n d a r d D e v ia t i o n s a n d Va r i a n c e s f o r E a c h

Sa m p l i n g Si t e

M e a n

S t D e v

\
'

a r i a n c e

U S

3 5

1 2

1 6

0 1

0 6

0 4

4 7

2 3

5 1

1 1

1 8

3 4

D S

4 4

1 6

2 6

0 8

1 2

1 5

* U p s t r e a m (U S ) ,
E f fl u e n t ( E ) ,

D o w n s t r e a m (D S )

T h e fi r s t c o l u m n u n d e r e a c h s t a t i o n h e a d i n g r e fe r s t o t h e s c o r e s c a l c u l a t e d w h e n

t r i m e t h o p r im a n d s u l f a m e t h o x a z o l e a r e a n a l y z e d a s i n d e p e n d e n t d r u g s B e c a u s e o f

A e r o m o n a s
'

n a t u r a l d e c r e a s e d s u s c e p t i b i l i t y t o t h e s e a n t i b i o t i c s
,
t h e s c o r e i s h i g h e r . F o r

f u rt h e r a n a l y s e s
, o n l y t h e c o m b i n a t i o n v e r s i o n o f t h e s e d r u g s w a s u s e d W h i l e t h e r e w a s

a s i g n i fi c a n t i n c r e a s e i n t h e p e r c e n t o f i s o l a t e s w i t h h i g h e r M I C s d o w n s t r e a m o f t h e

e f f l u e n t o u t f a l l
,
t h e m a j o r i t y o f t h e i s o l a t e s s t i l l d i s p l a y e d s u s c e p t i b i l i t y a n d w e r e

a s s i g n e d a s c o r e o f 0
,
w h i c h m a y a c c o u n t f o r t h e h i g h v a r i a b i l i t y w i t h i n e a c h s a m p l e .

F u rt h e r a n a l y s i s o n b o t h t h e s c o r e s a s s i g n e d t o t h e i s o l a t e s a n d t h e v a r i a b i l i t y i n M I C s

a l l u d e d t o i n C h a p t e r 4 f o l l o w s . H o w e v e r i t i s a p p a r e n t f r o m t h e d i f f e r e n c e s i n a v e r a g e

v a l u e s o f r e s i s t a n c e f o r e a c h s t a t i o n t h a t t h e e f fl u e n t o u t f a l l h a s s o m e b e a r i n g o n

d o w n s t r e a m A R S .

- 6 1 -

NEATPAGEINFO:id=4A89043D-678F-40BA-8FA5-76E84AA2E118



5 . 2 S t a t i s t i c a l A n a ly s e s

5 . 2 . 1 U n p a i r e d t - t e s t s

U n p a i r e d t - t e s t s b e t w e e n t h e r e s u l t s o b t a i n e d f r o m t h r e e s a m p l e p a i r i n g s w e r e

c o n d u c t e d o n t h e t o t a l A R S
,
i n o r d e r t o e s t a b l i s h t h e s i g n i f i c a n c e o f t h e d i f f e r e n c e

b e t w e e n t h e m e a n s . T h e r e s u l t s a r e s u m m a r i z e d T a b l e 9 .

T a b l e 9 : P a n d t v a l u e s F o r U n p a i r e d t - t e s t s B e t w e e n Sa mp l i n g S ta t i o n s

C o mp a r e d G t o a p s

U S / E
- 2, 6 2

0 0 0 0 5

U S / D S

- 3 4 1

0 0 0 0 9

S / D S

1 0 9

0 2 3

* T e s t s b e t w e e n U p s t r e a m / E ffl u e n t ( U S/ E ),
U p s t r e a m / D o w n s t r e a m ( U S/ D S ) a n d Ej f l u e n t/ D o w n s t r e a m

(E / D S ) i s o l a t e s

T h e t - t e s t i s e m p l o y e d i n a n a t t e m p t t o m e a s u r e t h e d e g r e e t o w h i c h d i f f e r e n c e s i n g r o u p

m e a n s m a y b e a t t ri b u t a b l e t o r a n d o m c h a n c e
,
o r i f i n f a c t a n e n v i r o n m e n t a l im p a c t i s

e x a c t i n g a n e f f e c t o n t h e g r o u p s . I n t h i s c a s e
,
t h e i m p a c t u n d e r i n v e s t i g a t i o n w a s t h e

p r e s e n c e o f t h e w a s t e w a t e r e f f l u e n t r e l a t i v e t o t h e g r o u p s i n q u e s t i o n
.
I f t h e n u l l

h y p o t h e s i s (H o ) i s c o n s t r u c t e d t o d e fi n e t h e d i f f e r e n c e b e t w e e n g r o u p s a s d u e t o c h a n c e
,

t h e n t h e P v a l u e i n T a b l e 9 r e p r e s e n t s t h e p o s s i b i l i t y o f t h e d i f f e r e n c e s i n g r o u p s

o c c u r r i n g a s s u m i n g H
o
H e n c e , t h e l o w e r t h e v a l u e o f P

,
t h e g r e a t e r t h e l i k e h h o o d t h a t t h e

c h a n g e i n m e a n s b e t w e e n t h e t w o g r o u p s i s a t t r i b u t a b l e t o t h e i m p a c t o f t h e w a s t e w a t e r

d i s c h a r g e . U s u a l l y ,
t h e e f f e c t i s c o n s i d e r e d "

s i g n i fi c a n f a t P v a l u e s o f < 0 0 5

C o n s e q u e n t l y , f r o m T a b l e 9 o n e c a n i n f e r t h a t t h e d i f f e r e n c e b e t w e e n t h e u p s t r e a m a n d

b o t h d o w n s t r e a m p o i n t s i s m o s t a s s u r e d l y s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t , d i f f e r e n t ,
a n d n o t

r a n d o m . B e c a u s e t h e s a m p l i n g p o i n t s a r e c l o s e l y s p a c e d a n d l i t t l e e l s e m a y b e i d e n t i fi e d

a s a n i m p a c t , t h e w a s te w a t e r e f fl u e n t i s m o s t l i k e l y t h e c a u s e o f t h e i n c r e a s e i n M I C s

d o w n s t r e a m . T h e r e d o e s n o t
,
h o w e v e r , a p p e a r t o b e a s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e
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i n t h e d o w n s t r e a m i s o l a t e s f r o m s t a t i o n s E a n d D S r e l a t i v e t o e a c h o t h e r '

s t o t a l A R S (P =

0 . 2 8 ) .

5 . 2 2 A N O VA o f T o t a l Sc o r e s

A o n e - w a y a n a l y s i s o f v a r i a n c e w a s c o n d u c t e d o n t h e i s o l a t e s a n d t h e i r a s s i g n e d

s c o r e s f o r s t a t i o n s U S
,
E

,
a n d D S i n o r d e r t o a s s e s s t h e s t a t i s t i c a l d i f f e r e n c e a m o n g t h e

t h r e e g r o u p s . A g a i n , t h e f a c t o r u n d e r s t u d y i s p r e s u m e d t o b e t h e e f f e c t s o f t h e

w a s t e w a t e r t r e a t m e n t p l a n t o u t f a l l , o r r a t h e r , h o w t h e A R S s v a r y r e l a t i v e t o t h e i r p o s i t i o n

v i s a v i s t h e e f f l u e n t di s c h a r g e . T h e r e s u l t s o f a n A N O V A a r e r e p o r t e d a s a r a t i o o f

a c t u a l v e r s u s e x p e c t e d v a r i a t i o n w i t h i n t h e g r o u p s (F ) a n d a P v a l u e t h a t a l l o w s u s t o

d e t e r m i n e w h e t h e r t h e r a t i o F i s l a r g e e n o u g h t o r e j e c t t h e n u l l h y p o t h e s i s . I n t h i s c a s e ,

w h e n t h e t o t a l s c o r e s f r o m e a c h s t a t i o n w e r e c o m p a r e d , t h e r e t u rn e d F e q u a l e d 7 . 3 w i t h a

P v a l u e o f 0 . 0 0 0 9 T h i s r e s u l t i m p l i e s t h a t t h e a c t u a l v a r i a t i o n o f s c o r e s a m o n g s t a t i o n s

f a r e x c e e d s w h a t w o u l d b e e x p e c t e d a n d t hu s p e r m i t s t h e r e j e c t i o n o f t h e h yp o t h e s i s t h a t

t h e s e g r o u p s a r e o n l y d i f f e r i n g b y m e r e c h a n c e . C o n s e q u e n t l y ,
e v e n w i t h t h e s e b a s i c

s t a t i s t i c a l c o m p a r i s o n s , a n o b v i o u s s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e i s o b s e r v e d i n t h e

l e v e l s o f a n t i m i c r o b i a l r e s i s t a n c e i n t h e b a c t e r i a l p o p u l a t i o n s t e s t e d w i t h r e s p e c t t o t h e i r

A R p r o f i l e s a n d t h e i r s t a t i o n o f o r i g i n . T h e d e t a i l e d r e s u l t s o f t h e a fo r e m e n t i o n e d

s t a t i s t i c a l a n a l y s e s a r e i n A p p e n d i x M .

5 . 3 D i s c u s s i o n

T h e d e s c r i b e d s t a t i s t i c a l a n a l y s i s w o u l d i n d i c a t e s t r o n g l y t h a t t h e w a s t e w a t e r

e f f l u e n t o u t f a l l i n q u e s t i o n i s i n f l u e n c i n g t h e a n t i b i o t i c r e s i s t a n c e p r o f i l e s o f

e n v i r o n m e n t a l A e r o m o n a s b a c t e r i a . H o w e v e r , t h e q u e s t i o n s t i l l r e m a i n s a s t o t h e s o u r c e

o f o r i g i n o f s u c h r e s i s t a n c e . I t i s p o s s i b l e t h a t t h i s s t u d y i s o l a t e d b a c t e r i a t h a t h a d a l r e a d y
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a c q u i r e d t h e i r r e s i s t a n c e f r o m h u m a n s o r f r o m o t h e r s o u r c e s i n t h e s e w a g e a n d w e r e

b e i n g d i s c h a r g e d i n t o t h e e n v i r o n m e n t A n a l t e r n a t i v e e x p l a n a t i o n i s t h a t t h e s e

a n t i m i c r o b i a l r e s i s t a n t a e r o m o n a d s w e r e c r e a t e d o r s e l e c t e d f o r i n t h e s t r e a m w a t e r o r

s e d i m e n t . T h e f u n d a m e n t a l q u e s t i o n o f w h e t h e r i t i s i n f a c t t h e r e s i d u a l c o n c e n t r a t i o n s o f

a n t i b i o t i c s i n d u c i n g t h i s r e s i s t a n c e i n t h e s e w a g e t r e a t m e n t p l a n t o r i n t h e r e c e i v i n g w a t e r

a n d i t s s e d im e n t i s u n a d d r e s s e d b y t h e s t a t i s t i c a l c o m p a r i s o n s t h u s f a r p r e s e n t e d . A

d e f i n i t i v e a n s w e r a s t o t h e o r i g i n o f t he a n t im i c r o b i a l r e s i s t a n t a e r o m o n a d s w o u l d m o s t

l i k e l y r e q u i r e g e n e t i c a n a l y s i s o f i s o l a t e s b o t h i n t h e r e c e i v i n g w a t e r s a n d t he W WT P

i t s e l f i n a n a t t e m p t t o i d e n t i f y g e n e t i c i d e n t i t i e s o r s i m i l a r i t i e s , s u c h a s c h r o m o s o m a l o r i n

p l a s m i d s e t c . H o w e v e r
,
t h e d a t a p r e s e n t e d i n t h i s r e p o r t a n d t h e i r a n a l y s e s i d e n t i f y a

c o r r e l a t i o n b e t w e e n a c t u a l a n t i b i o t i c c o n c e n t r a t i o n s a n d a n t im i c r o b i a l r e s i s t a n c e p r o f i l e s

o f A e r o m o n a s s p e c i e s , a s f u r t h e r d i s c u s s e d i n t h i s c h a p t e r , S e c t i o n 3 .
2

.

5 . 3 . 1 P a r t i t i o n i n g t o Se d i m e n t

E a r l i e r i n t h i s r e p o r t t h e t e n d e n c y f o r s e v e r a l o f t h e s e a n t i b i o t i c s t o a d s o r b t o a n d

c o n c e n t r a t e i n s e d i m e n t s w a s d i s c u s s e d b r i e f l y . T h e p o i n t w a s a l s o m a d e t h a t t h i s

t e n d e n c y w a s h e a v i l y a fu n c t i o n o f t h e o r g a n i c c o n t e n t o f t h e s e d i m e n t W h i l e t h i s i s

o b v i o u s l y n o t t h e o n l y p r o p e r t y o n w h i c h a n t i b i o t i c a d s o r p t i o n d e p e n d s
,
i t f i g u r e s

p r o m i n e n t l y a n d w a s e m p l o y e d a s a b a s i s f o r t h e f o l l o w i n g c o m p a r i s o n s

R e f e r t o T a b l e s 2 a n d 4 f o r t h e s o i l / w a t e r p a r t i t i o n i n g c o e f f i c i e n t s a n d t h e

p r e d i c t e d a n t i b i o t i c c o n c e n t r a t i o n s i n t h e s e d i m e n t s . T h e c o n c e n t r a t i o n s o f c i p r o f l o x a c i n

a n d t e t r a c y c l i n e a r e c o m p a r a b l e t o t h o s e a g a i n s t w h i c h t h e b a c t e r i a a r e t e s t e d
,
h o w e v e r

,

e v e n w i t h s u l f a m e t h o x a z o l e
'

s r e l a t i v e l y h i g h c o n c e n t r a t i o n i n t h e l i q u i d p h a s e , t h e

p a r t i t i o n i n g c o e f f i c i e n t r e d u c e s t h i s s u b s t a n t i a l l y i n t h e s e d i m e n t s T h e s e p r e d i c t i o n s
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m u s t b e i n t e r p r e t e d a s b e i n g b a s e d o n p r e s u m e d v i r g i n s e d im e n t ; t h a t i s , t h e r e i s n o

a c c o u n t i n g f o r a c c u m u l a t i o n o v e r t i m e . D e g r a d a t i o n c o e f f i c i e n t s f o r t h e s e a n t i b i o t i c s

m a y b e f o u n d f o r s e w a g e s l u d g e a n d o t h e r h i gh l y o r g a n i c m a t r i c e s ,
w h i c h d o n o t s u i t

t h e s e p u r p o s e s . T h e p e r s i s t e n c e , t h o u g h , o f t h e s e c o m p o u n d s i n m a r i n e s e d i m e n t s i s

d o c u m e n t e d ,
w i t h o x y t e t r a c y c l i n e p r o v i n g t o b e v e r y s t a b l e ,

f o l l o w e d b y q u i n o l o n e s ,

s u l f a d i a z i n e a n d t r im e t h o p r i m . H a l f l i v e s o f t h e s e c o m p o u n d s r a n g e d f r o m 15 1 d a y s f o r

o x y t e t r a c y c l i n e t o 5 0 d a y s f o r s u l f a d i a z i n e (H e k t o e n
,
B e r g e e t a l . 1 9 9 5 ) i n t h e fi r s t

c e n t im e t e r o f s e d i m e n t . T h e r e f o r e
,
o n e m u s t c o n s i d e r t h e a c c u m u l a t i o n o f t h e

p h a r m a c e u t i c a l s i n a d d i t i o n t o t h e p a r t i t i o n i n g T h e w a s t e w a t e r t r e a t m e n t p l a n t i s a

c o n t i n u o u s s o u r c e o f t h e s e c o m p o u n d s
,
c o n s t a n t l y e x p o s i n g t h e b a c t e r i a

,
w a t e r a n d

s e d i m e n t s t o p h a r m a c e u t i c a l s . A l s o , t h e s a m p l i n g s i t e s d o w n s t r e a m o f t h e w a s t e w a t e r

o u t f a l l a f f o r d e d s o m e m e a s u r e o f p r o t e c t i o n f r o m h i g h f l o w r a t e s , a n d t h e p r o p e n s i t y f o r

r e s u s p e n s i o n a n d m o v e m e n t o f t h e s e d im e n t s w a s s o m e w h a t r e d u c e d . A l t h o u g h t h e

p r e d i c t i o n s a r e b a s e d o n o n e p a r a m e t e r o f m a n y t h a t g o v e r n t h e p a r t i t i o n i n g o f a n t ib i o t i c s

t o s e d im e n t
, g i v e n t h e c h a r a c t e r i s t i c s o f t h e s e d i m e n t , a n t i b i o t i c s a n d s a m p l i n g s i t e , i t i s

h i g h l y l i k e l y t h a t t h e s e d i m e n t s i n t h i s s t u d y a r e i n d e e d a c c u m u l a t i n g a n t i b i o t i c s t o w h i c h

t h e s e d i m e n t - a s s o c i a t e d b a c t e r i a a r e b e i n g e x p o s e d . T h e s e d i m e n t s a r e a l s o h o s t i n g a n d

p r o b a b l y a l l o w i n g p r o l i f e r a t i o n o f a n i n c r e a s e d n u m b e r o f b a c t e r i a r e l a t i v e t o t h e w a t e r

c o l u m n . T h e h i g h e r l e v e l s o f b a c t e r i a i n w a t e r t h a n i n s e d i m e n t s w a s s u p p o r t e d b y

e v i d e n c e f o r t h i s p h e n o m e n o n b a s e d o n d e t e r m i n a t i o n s o f b a c t e r i a l c o n c e n t r a t i o n s i n

w a t e r a n d s e d i m e n t s a s c o n d u c t e d i n t h i s s t u d y . H i g h d e n s i t i e s o f c u l t u r a b l e b a c t e r i a ,

c o u p l e d w i t h t h e p r o p o s e d c o n c e n t r a t i o n s o f d r u g s c r e a t e a n e n v i r o n m e n t i n w h i c h t h e

p r o b a b i l i t y f o r r e s i s t a n c e g e n e s a c q u i s i t i o n o r s e l e c t i o n i s h i g h . T h i s d o e s n o t e n t i r e l y
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a n s w e r t h e q u e s t i o n p o s e d p r e v i o u s l y a b o u t t h e o r i g i n s o f t h e r e s i s t a n t a e r o m o n a d s , b u t i t

d o e s o f f e r s o m e e v i d e n c e t h a t t h e e n v i r o n m e n t a l s c e n a r i o l e n d s i t s e l f t o t h e i n c r e a s e o f

r e s i s t a n t A e r o m o n a s b a c t e r i a .

5 . 3 2 S e l e c t i v e P r e s s u r e a n d G e n e T r a n sf e r

A n e x a m i n a t i o n o f a n o t h e r a s p e c t o f t h i s p h e n o m e n o n f o l l o w s
,
b u t a b r i e f

i n t r o d u c t i o n i n t o t h e m i c r o b i o l o g i c a l u n d e r p i n n i n g s i s w a r r a n t e d . A n t i m i c r o b i a l

r e s i s t a n c e i s a f a m i l i a r t o p i c i n t h e m e d i c a l a n d p u b l i c h e a l t h c o m m u n i t i e s . I t i s

i d e n t i f i a b l e a n d m e a s u r a b l e , b u t t h e p r e c i s e m e c h a n i s m s b y w h i c h b a c t e r i a d e f e n d

t h e m s e l v e s a g a i n s t d r u g s s t i l l e l u d e t h o r o u g h e x p l a n a t i o n I t i s g e n e r a l l y a c c e p t e d ,

h o w e v e r , t h a t w h a t e v e r t h e d e fe n s e ,
i t e x a c t s a p h y s i o l o g i c a l b u r de n o n t h e b a c t e r i a

(B j o r k m a n a n d A n d e r s s o n 2 0 0 0 ) . T h i s i s t h o u g h t t o b e s u p p o r t e d b y s t u d i e s t h a t r e p o r t

t h e r e t u r n t o a n t i b i o t i c s u s c e p t i b i l i t y a f t e r t h e s e l e c t i v e p r e s s u r e o f t h e d r u g s i s r e m o v e d .

P r e s u m a b l y , b a c t e r i a w i l l n o t e x p e n d t h e e n e r g y i n m a i n t a i n i n g r e s i s t a n c e w h e n t h e t h r e a t

o f a n t i b i o t i c e x p o s u r e i s d i m i n i s h e d . O n e o f t h e m o s t f a m o u s c a s e s d e m o n s t r a t i n g t h i s

h y p o t h e s i s i s t h a t o f t h e m a r k e d r e d u c t i o n i n r e s i s t a n c e r a t e s o n E u r o p e a n p o u l t r y a n d p i g

f a r m s t h a t c o r r e l a t e d t o t h e b a n o f g r o w t h p r o m o t i n g (r e f e r r e d t o i n C h a p t e r 1 a s

s u b t h e r a p e u t i c g r o w t h p r o m o t e r s ) a n t ib i o t i c s f r o m fe e d . T h e r e s i s t a n c e o f b r o i l e r a n d

s w i n e e n t e r i c b a c t e r i a t o e r y t h r o m y c i n , v a n c o m y c i n a n d a v i l a m y c i n ,
a l l a n t i b i o t i c s w h i c h

h a d b e e n p r e v i o u s l y e m p l o y e d i n t h e D a n i s h a g r i c u l t u r a l i n d u s t r } ' , w a s m o n i t o r e d b e f o r e

a n d a f t e r t h e 19 9 5 - 19 9 7 b a n . Su b s t a n t i a l i n c r e a s e s o v e r 5 y e a r s i n s u s c e p t i b i l i t y w e r e

d o c u m e n t e d (A a r e s t r u p ,
S e y f a r t h e t a l . 2 0 0 1) A n o t h e r s t u d y e x a m i n e d E n t e r o c o c c u s

s p p . i s o l a t e s f r o m Sw i s s s w i n e a s s o o n a s 5 - 6 m o n t h s a f t e r a c o m p l e t e r e m o v a l i n t h a t

c o u n t r y o f a l l a n t i b i o t i c g r o w t h p r o m o t e r s . E v e n a f t e r t h i s b r i e f p e r i o d ,
s i g n i f i c a n t
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d e c r e a s e s i n r e s i s t a n c e t o e r y t h r o m y c i n , s p i r a m y c i n
,
a n d c l i n d a m y c i n w e r e n o t e d a n d

p e r h a p s m o r e r e l e v a n t t o t h i s s t u d y , t o t e t r a c y c l i n e a s w e l l . I t s h o u l d b e n o t e d t h a t

t e t r a c y c l i n e r e s i s t a n c e w a s s t r o n g l y c o r r e l a t e d t o m a c r o l i d e r e s i s t a n c e , a c l a s s o f

a n t i b i o t i c s t o w h i c h e r y t h r o m y c i n b e l o n g s
,
a n d t h i s i n c r e a s e i n t e t r a c y c l i n e s u s c e p t i b i l i t y

w a s im p l i c a t e d a s a r e s u l t o f t h e r e m o v a l o f m a c r o l i d e s f r o m t h e fe e d (B o e r l i n ,
W i s s i n g

e t a l . 2 00 1 ) C r o s s - r e s i s t a n c e o f d r u g s i s o f s e r i o u s c o n c e r n , b e c a u s e t h e p r e s e n c e o f o n e

a n t i b i o t i c m a y u n p r e d i c t a b l y i n d u c e r e s i s t a n c e t o a n e n t i r e l y d i f f e r e n t c l a s s o f a n t i b i o t i c s .

T h i s t o p i c h o w e v e r c a n n o t b e a d d r e s s e d m e a n i n g fu l l y w i t h i n t h e s c o p e o f t h i s s t u d y .

T h e n o t i o n t h a t t h e r e m o v a l o f t h e a n t i b i o t i c w i l l n a t u r a l l y a f f e c t t h e

c o m m e n s u r a t e r e d u c t i o n i n r e s i s t a n c e h a s m e t w i t h s o m e c r i t i c i s m . O n e a dm o n i t i o n

r e m i n d s u s t h a t a n t i b i o t i c r e s i s t a n c e c o n fe r e n c e m a y n o t b e t h e p r im a r y o r o n l y f u n c t i o n

o f a g e n e a n d t h a t t h e g e n e
'

s e x p r e s s i o n c a n t h e r e f o r e h a v e n o r e l a t i o n t o e n v i r o n m e n t a l

d r u g c o n c e n t r a t i o n s . Se c o n d
,
t h e r e a r e i n d i c a t i o n s t h a t o t h e r d r u g s ,

s u c h a s

a n t i h y p e r t e n s i v e s , w h i c h w e r e n o t d e s i g n e d s p e c i f i c a l l y w i t h m i c r o b i a l t o x i c i t y i n m i n d
,

a s w e l l a s o t h e r w i d e l y p r e s e n t c h e m i c a l s
,
s u c h a s q u a t e r n a r y c o m p o u n d s a n d h e a v y

m e t a l s , a r e i n f a c t h a r m f u l t o b a c t e r i a w h i c h m i g h t e n g e n d e r r e s i s t a n c e d e v e l o p m e n t .

C r o s s - r e s i s t a n c e t o t h e s e s o r t s o f p h a r m a c e u t i c a l s
,
a n t h r o p o g e n i c c h e m ic a l s

,
a n d

a n t i b i o t i c s h a s b e e n s t u d i e d . M e c h a n i s m s o f r e s i s t a n c e c a n a l s o b e i n s t i g a t e d b y a

n u m b e r o f e n v i r o n m e n t a l c o n t a m i n a n t s ; a p r i m e e x a m p l e i s t h a t o f e f f l u x p u m p s ,
w h ic h

a r e d e s i g n e d b y t h e b a c t e r i a t o p u m p o u t a l l m a n n e r o f u n r e l a t e d c o m p o u n d s T h e fa c t

t h a t t h e c o m p o u n d i s a n a n t i b i o t i c m a y b e a m e r e s e c o n d a r y c o n s i d e r a t i o n (H e i n e m a n n ,

A n k e n b a u e r e t a l . 2 0 0 0 ) . T h i s l a s t p o i n t h a s b e e n e x a m i n e d i n s o m e d e t a i l w i t h r e s p e c t t o

h e a v y m e t a l r e s i s t a n c e i n b a c t e r i a a n d t h e f r e q u e n c y w i t h w h i c h i t i s d e t e c t e d i n
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c o n j u n c t i o n w i t h v a r i o u s a n t i b i o t i c r e s i s t a n c e t r a i t s (T i m o n e y ,
Po r t e t a l . 1 9 7 8 ) . A l s o

,

t h a t t h e e x c h a n g e o f t h e s e g e n e s w i l l o c c u r w i t h o u t t h e s e l e c t i v e p r e s s u r e o f a n t i b i o t i c s i s

w e l l - d o c u m e n t e d f o r a v a r i e t y o f l a b o r a t o r y a n d e n v i r o n m e n t a l s i t u a t i o n s ( Sa n d a a a n d

E n g e r 19 9 4 ; L o r e n z 1 9 9 8 ; P a u l 19 9 9 ; R h o d e s
,
H u y s e t a l 2 0 0 0 ; A r a n a

,
J u s t o e t a l . 2 0 0 1 ;

L
'

A b e e - L u n d a n d S o r u m 2 0 0 1 ; S c h m i d t , B r u u n e t a l . 2 0 0 1 ) . F i n a l l y , t h e r e i s a m p l e

e v i d e n c e t h a t c o m p e n s a t o r y g e n e m u t a t i o n s o c c u r w i t h r e s i s t a n c e a c q u i s i t i o n
,
w h i c h

r e s u l t s n o t i n b a c t e r i a t h a t r e v e r t t o b e i n g s u s c e p t i b l e , b u t r a t h e r b a c t e r i a w h i c h m a i n t a i n

t h e r e s i s t a n c e w i t h o u t a n t i b i o t i c s e l e c t i v e p r e s s u r e (A n d e r s s o n a n d L e v i n 19 9 9 ; B j o r k m a n

20 0 0 ; L e v i n , P e r r o t e t a l . 2 0 0 0 ; S u m m e r s 2 00 2 ) . T h e r e f o r e , t h e p r e c i s e i d e n t i f i c a t i o n o f

t h e s o u r c e o f a n t i b i o t i c r e s i s t a n c e a c q u i s i t i o n a n d p i n p o i n t i n g t h e r e a s o n s f o r

m a i n t e n a n c e o f t h o s e g e n e s w i t h i n t h e m i c r o b i a l c o m m u n i t y r e m a i n s p r o f o u n d l y d i f f i c u l t

t o d e t e r m i n e . I t i s i m p o s s i b l e t o a t t r ib u t e i t s o r i g i n o r t h e r e a s o n s f o r i t s p e r p e t u a t i o n t o

o n e f a c t o r . I n s p i t e o f a l l o f t h e s e u n a n s w e r e d q u e s t i o n s
,
a h y p o t h e s i s m a y b e f o r m u l a t e d

w i t h r e s p e c t t o t h i s s t u d y i n p a r t i c u l a r a s t o w h a t a c c o u n t e d f o r t h e r e s u l t s p r e s e n t e d h e r e .

T h e r e i s e v i d e n c e t h a t t h e p r e s e n c e o f s m a l l c o n c e n t r a t i o n s o f a n t i b i o t i c s

p r o m o t e s t h e t r a n s f e r o f r e s i s t a n c e g e n e s a t h i g h e r f r e q u e n c i e s . A s t u d y e x a m i n i n g a

n u m b e r o f s im u l a t e d n a t u r a l e n v i r o n m e n t s i n c l u d e d c o n j u g a t i o n e x p e r i m e n t s b e t w e e n

A e r o m o n a s s a lm o n i c i d a a n d V. c h o l e r a o r E . c o l i w i t h p l a s m id s h a r b o r i n g m u l t i p l e
-

a n t i b i o t i c g e n e s . Se a w a t e r w i t h a n d w i t h o u t s u b t h e r a p e u t i c c o n c e n t r a t i o n s o f

t e t r a c y c l i n e (0 . 5 - 1 . 0 )j g / m L ) w a s u s e d a s t h e m e d i u m r a t h e r t h a n s t a n d a r d c u l t u r e m e d i a

i n o r d e r t o m im i c e n v i r o n m e n t a l c o n d i t i o n s .
E v e n i n s u b o p t i m a l c o n d i t i o n s , i . e .

c o n d i t i o n s n o t r i c h i n n u t r i e n t s , t h e a d d i t i o n o f t e t r a c y c l i n e i n c r e a s e d t h e t r a n s f e r o f

a n t im i c r o b i a l r e s i s t a n c e f r o m V . c h o l e r a t o t h e A e r o m o n a s r e c i p i e n t , a l t h o u g h t h i s w a s
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n o t t h e c a s e w i t h r e s p e c t t o t h e E . c o l i/ A e r o m o n a s p a i r i n g (K r u s e a n d S o r u m 19 9 4 ) .

T h e r e a r e p a i n f u l l y f e w c o n t r o l l e d l a b o r a t o r y s t u d i e s t h a t c o m b i n e t h e p r o b a b i l i t y o f

r e s i s t a n c e g e n e t r a n s f e r w i t h e n v i r o n m e n t a l c o n d i t i o n s
,
b u t t h e r e s u l t s s h o w n h e r e a r e

p r o m i s i n g f r o m t h e p e r s p e c t i v e o f p r o v i d i n g a p l a u s i b l e e x p l a n a t i o n f o r t h i s p h e n o m e n o n .

M o r e s t u d i e s i n t h i s v e i n a r e c r u c i a l

M e n t i o n e d n u m e r o u s t i m e s i n C h a p t e r 4 o f t h i s r e p o r t i s t h e o b s e r v a t i o n t h a t

i n t e r m e d i a t e r e s i s t a n c e s e e m s t o b e s k e w e d t o w a r d s t h e D S i s o l a t e s ; t h e r e a l s o s e e m s t o

b e a t r e n d w i t h r e s p e c t t o M I C s a n d t h e i r d e c r e a s e t o i n t e r m e d i a t e v a l u e s f r o m D S t o E .

T - t e s t s w e r e c o n d u c t e d b e t w e e n t h e E a n d D S s a m p l i n g s t a t i o n a n t im i c r o b i a l r e s i s t a n c e

s c o r e s f o r t r i m e t h o p r i m / s u l f a m e t ho x a z o l e a n d c i p r o f l o x a c i n . T e t r a c y c l i n e w a s a n a l y z e d

i n t h i s w a y b y u s i n g b o t h t h e M I C v a l u e s a n d t h e a n t i m i c r o b i a l r e s i s t a n c e s c o r e , b u t t h e r e

w a s n o s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e b e t w e e n t h e t w o s a m p l i n g s t a t i o n s . B o t h

t r im e t h o p r i m / s u l f a m e t h o x a z o l e a n d c i p r o f lo x a c i n h o w e v e r f a l l w i t h i n t h e r e a lm o f

i n t e r e s t w i t h t h e d i f f e r e n c e b e t w e e n t h e A R S , y i e l d i n g a P v a l u e = 0 . 0 5 6 f o r t h e f o r m e r

a n d 0 . 0 5 8 f o r t h e l a t t e r . T h e s e v a l u e s s k i r t t h e f r i n g e s o f s i g n i f i c a n c e a s d e f i n e d

p r e v i o u s l y , b u t t h i s t r e n d s h o u l d n o t b e i g n o r e d . T h e f a c t t h a t t h e d i f f e r e n c e b e t w e e n t h e

E a n d D S c a n b e c o n s i d e r e d a l m o s t s t a t i s t i c a l l y s i gn i f i c a n t c o u l d b e i n d i c a t i v e o f t h e

p o s s i b i l i t y t h a t t h e l e s s a b s o l u t e r e s i s t a n c e
,
o r h e i g h t e n e d i n t e r m e d i a t e r e s i s t a n c e

,
n o t e d

d o w n s t r e a m i s a f u n c t i o n o f t h e l o w e r c o n c e n t r a t i o n s o f a n t i b i o t i c s i n t h e w a t e r , a n d t h e

c o m m e n s u r a t e l y l o w e r r e s i d u a l s t h a t c o u l d b e e x p e c t e d i n t h e s e d im e n t s . T h e b i o l o g i c a l

p r e m i s e f o r t h i s h y p o t h e s i s f o l l o w s .

I n i n v i t r o s t u d i e s o f a n t i b i o t i c e f f i c a c y a n d r e s i s t a n c e ,
b a c t e r i a a r e p a s s a g e d f r o m

p r o g r e s s i v e l y l o w e r t o h i g h e r c o n c e n t r a t i o n s o f a n t i b i o t i c s ; t h i s t e c h n i q u e i s e m p l o y e d t o
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b o t h m e a s u r e t h e s u s c e p t i b i h t y o f b a c t e r i a t o n e w d r u g s f o r p h a r m a c e u t i c a l s t u d i e s a n d t o

s e l e c t f o r r e s i s t a n t b a c t e r i a f o r f u t u r e s t u d y . B a c t e r i a w i t h m o r e a n d m o r e r e s i s t a n c e t o

t h e a n t i b i o t i c a r e g r a d u a l l y i s o l a t e d f r o m t h o s e w i t h o n l y i n t e r m e d i a t e r e s i s t a n c e o r

s l i g ht l y i n c r e a s e d M I C s . I n v i t r o r e s i s t a n c e d e v e l o p m e n t e x p e r im e n t s t h a t c o m b i n e b o t h

t h e a n t ib i o t i c s a n d b a c t e r i a e m p l o y e d b y t h i s s t u d y a r e u n k n o w n t o t h e a u t h o r , b u t t h e r e

a r e n u m e r o u s e x a m i n a t i o n s o f t h i s p h e n o m e n a f o r o t h e r b a c t e r i a (D a v i e s
,
D e w a s s e e t a l .

2 0 0 0 ; G i l b e r t , K o h l h e p p e t a l . 2 0 0 1 ) . I t s e e m s t h a t t h e s e s t u d i e s a r e m o r e f r e q u e n t l y

p e r f o r m e d w i t h r e s p e c t t o m o r e c l i n i c a l l y r e l e v a n t b a c t e r i a s u c h a s St a p hy l o c o c c u s

a u r e u s , w h i c h h a s d r a w n m u c h a t t e n t i o n l a t e l y f o r i t s i n c r e a s e d r e s i s t a n c e t o l a s t - l i n e

a n t i b i o t i c s (C u n h a 2 0 0 5 ) . M o s t o f t he s t u d i e s r e l y o n 2 4 - 4 8 h o u r i n c u b a t i o n p e ri o d s f o r

e a c h p a s s a g e ,
i n d i c a t i n g t h a t t h e b a c t e r i a r e s i s t a n t t o t h e d r u g c o n c e n t r a t i o n b e i n g

a s s e s s e d o n l y r e q u i r e t h i s b r i e f p e r i o d o f t i m e f o r s e l e c t i o n . O n l y o n e d i r e c t e f f lu e n t

s a m p l e w a s t a k e n i n t h i s s t u d y ,
b u t t h e p e r c e n t d e c r e a s e i n d r u g c o n c e n t r a t i o n f r o m E t o

D S r a n g e d f r o m a p p r o x i m a t e l y 3 6% i n s u l f a m e t h o x a z o l e t o 80 % f o r c i p r o f l o x a c i n .

T e tr a c y c l i n e a n d t r i m e t h o p r im w e r e a t t e n u a t e d b y 6 5 % a n d 5 6 % r e s p e c t i v e l y . T h e

d e c r e a s e i n d r u g c o n c e n t r a t i o n c o u p l e d w i t h a s e e m i n g t r e n d i n d e c r e a s i n g r e s i s t a n c e

o v e r d i s t a n c e m a y s u g g e s t t h a t t h e b a c t e r i a w i t h i n c r e a s e d M IC s a t t h e D S p o i n t a r e b e i n g

s e l e c t e d w i t h r e s p e c t t o t h e a m o u n t o f a n t i b i o t i c i n t h e e n v i r o n m e n t ; t h e h i g h e r t h e

c o n c e n t r a t i o n o f a n t i b i o t i c s i n t h e w a t e r ( f o r e x a m p l e , a t t h e e f f l u e n t d i s c h a r g e ) , t h e

g r e a t e r t h e r e s i s t a n c e i n t h e b a c t e r i a . C o n v e r s e l y ,
a s t he c o n c e n t r a t i o n d i m i n i s h e s f u r t h e r

d o w n s t r e a m , s o t o o d o t h e M I C s o f t h e o r g a n i s m s . T h i s p r e s e n t s a n a n a l o g o u s s i t u a t i o n

t o t h e i n v i t r o r e s i s t a n c e d e v e l o p m e n t s t u d i e s . F u r t h e r f i e l d w o r k w o u l d r e q u i r e t h e

i n v e s t i g a t i o n o f m o r e i s o l a t e s a t t h e E a n d D S s a m p l e p o i n t s a n d p e r h a p s t h e i n c l u s i o n o f
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a n o t h e r d o w n s t r e a m s a m p l i n g s i t e f u r t h e r a w a y f r o m t h e e f f l u e n t o u t f a l l . M o r e im p o r t a n t

i s t h e a n a l y s i s o f t h e s e d i m e n t f o r a n t i b i o t i c c o n c e n t r a t i o n s
,
t h e m e t h o d s f o r w h i c h a r e

s t i l l b e i n g r e f i n e d T h e c o r r e l a t i o n b e t w e e n t h e d r u g l e v e l s i n t h e s e d i m e n t t o r e s i s t a n c e

l e v e l s i n t h e b a c t e r i a w o u l d a d d s u b s t a n t i a l l y t o a m o r e d e f i n i t i v e d e t e r m i n a t i o n o f t h e

c a u s e s a n d o r i g i n s o f A e r o m o n a s r e s i s t a n c e . I n a d d i t i o n t o f i e l d w o r k , c o n t r o l l e d

l a b o r a t o r y s t u d i e s t h a t a r e a b l e t o t r a c k r e s i s t a n c e a c q u i s i t i o n r a t e s r e l a t i v e t o a n t i b i o t i c

r e s i d u a l c o n c e n t r a t i o n
, ge n e t r a n s f e r , a n d l i q u i d - s o l i d p a r t i t i o n i n g o f t h e a n t i b i o t i c a n d

t h e b a c t e r i a w o u l d b e t h e c o r n e r s t o n e f o r b e t t e r u n d e r s t a n d i n g o f t h i s p h e n o m e n o n a n d i t s

p u b l i c h e a l t h c o n s e q u e n c e s .

T h e h y p o t h e s e s p r e s e n t e d h e r e r e q u i r e f u r t h e r i n v e s t i g a t i o n b e f o r e t h e

m e c h a n i s m s o f e n v i r o n m e n t a l a n t i b i o t i c r e s i s t a n c e a c q u i s i t i o n a n d m a i n t e n a n c e c a n b e

u n d e r s t o o d .
W h a t t h e y b o t h i n d i c a t e t h o u gh i s t h a t a n t im i c r o b i a l r e s i s t a n c e i n t h e

e n v i r o n m e n t i s p o t e n t i a l l y m i n im a l l y a t t r i b u t a b l e t o b a c t e r i a l r e l e a s e s f r o m t h e

w a s t e w a t e r t r e a t m e n t p l a n t . I n a d di t i o n , e v e n i f r e s i s t a n t f e c a l c o l i f o r m s w e r e i n f a c t p a r t

o f t h e e f f l u e n t f l o r a , i t s e e m s t h a t r e s i s t a n c e i s m o r e a f u n c t i o n a n d a r e a c t i o n o n t h e p a r t

o f t h e b a c t e r i a t o t h e r e s i d u a l l e v e l s o f d r u g s i n t h e r e c e i v i n g w a t e r s
,
w h i c h i n f l u e n c e

p e r h a p s b o t h t h e r a t e o f g e n e t r a n s f e r a n d t h e d e v e l o p m e n t o f b a c t e r i a l d r u g r e s i s t a n c e a s

a M I C C o n s e qu e n t l y , e n v i r o n m e n t a l r e m e d i a t i o n o f t h i s p h e n o m e n o n w o u l d r e q u i r e t h e

r e m o v a l o f t h e d r u g r e s i d u a l s a t t h e p o i n t o f e f f l u e n t d i s c h a r g e . O z o n a t i o n l o o k s

p r o m i s i n g a s a w a y o f d e g r a d i n g t h e s e p h a r m a c e u t i c a l s
,
b u t t h e d o s e s r e q u i r e d t o r e m o v e

t h e c o m p o u n d s b e l o w d e t e c t i o n l i i n i t s a r e s u b s t a n t i a l ; 1 0 a n d l 5 m g /L w e r e r e p o r t e d a s

r e q u i s i t e d o s e s v e r s u s 1- 5 m g / L u s u a l l y r e q u i r e d f o r d i s i n f e c t i o n (T e r n e s
,
S t u b e r e t a l .

2 0 0 3 )
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5 . 3 . 3 R e c o m m e n d a t i o n s f o r F u t u r e S t u d i e s

T h e p r i m a r y f o c u s o f f u t u r e r e s e a r c h s h o u l d b e t h e c o n t r o l l e d e x a m i n a t i o n o f t h e

m i n i m u m n e c e s s a r y c o n d i t i o n s f o r t h e a c q u i s i t i o n o f r e s i s t a n c e b y b a c t e r i a . A l a b o r a t o r y

c o n t r o l l e d m i c r o c o s m w o u l d h a v e t o i n c l u d e
,
a t a m i n i m u m

,
t h e f o l l o w i n g :

• E n v i r o n m e n t a l w a t e r s , fi l t e r s t e r i l i z e d t o r e m o v e a n y i n d i g e n o u s b a c t e r i a l

p o p u l a t i o n s
,
a n d c h a r a c t e r i z e d f o r n u t r i e n t c o n c e n t r a t i o n

• C h a r a c t e r i z e d s e d i m e n t s w i t h k n o w n K j v a l u e s f o r t h e c h o s e n a n t i b i o t i c s

• R e f i n e d s e d i m e n t e x t r a c t i o n m e t h o d s f o r q u a n t i f y i n g p r e c i s e l y t h e q u a n t i t i e s o f

a n t i b i o t i c s p a r t i t i o n e d t o t h e s e d i m e n t s

• S p i k e s o f k n o w n
,
s u s c e p t ib l e b a c t e r i a l p o p u l a t i o n s

• Sp i k e s o f a n t i b i o t i c s a t k n o w n s u b t h e r a p e u t i c c o n c e n t r a t i o n s

T h e m i c r o c o s m w o u l d b e s a m p l e d o v e r s p e c i fi c p e r i o d s o f t i m e i n a n a t t e m p t t o

d i s c e r n s e a s o n a l v a r i a b i l i t y o f t h e r e s i s t a n c e p r o fi l e s o f t h e b a c t e r i a , a n d t h e

c o n c e n t r a t i o n s o f s p i k e d a n t i b i o t i c s w o u l d g r a d u a l l y d e c r e a s e o v e r t h e c o u r s e o f t h e

s t u d y i n a n a t t e m p t t o d e t e r m i n e t h e m i n i m u m c o n c e n t r a t i o n a t w h i c h t h e r e s i s t a n c e

p r o fi l e s b e g i n t o c h a n g e . T h i s c o u l d b e d o n e f o r m u l t i p l e c o m b i n a t i o n s o f w a t e r s ,

s e d i m e n t s a n d a n t ib i o t i c s . G e n e t r a n s f e r e x p e r i m e n t s s h o u l d a l s o b e c o n d u c t e d u n d e r

t h e s e c o n d i t i o n s B e i n g a b l e t o e x p l a i n t h e b i o l o g i c a l p r o c e s s e s t h a t o c c u r i n a m o r e

e c o l o g i c a l s e t t i n g w o u l d s e r v e t o b e t t e r t a i l o r a t r e a t m e n t a t t h e WWT P t h a t c o u l d

a m e l i o r a t e t h e p r o b l e m o f r e s i s t a n c e a s a f u n c t i o n o f a n t i b i o t i c d i s c h a r g e .
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6 C o n c l u s i o n s

A l t h o u g h c o n s i d e r a b l e a d v a n c e s h a v e b e e n m a d e i n e x p l a i n i n g t h e o ri g i n s o f

a n t i b i o t i c r e s i s t a n c e a n d f a c t o r s t h a t c o n t r i b u t e t o i t s p e r p e t u a t i o n , t h e r e r e m a i n s m u c h t o

b e s t u d i e d a n d l e a r n e d . P h y s i o l o g i c a l t r a i t s a n d g e n e t i c p r o p e r t i e s o f b a c t e r i a , a n d t h e

e f f e c t o f e n v i r o n m e n t a l i n f l u e n c e s t o w h i c h t h e o r g a n i s m s a r e s u b j e c t e d , s t i l l p r e s e n t

qu e s t i o n s w i t h r e s p e c t t o t h e a c q u i s i t i o n o f r e s i s t a n c e W a s t e w a t e r t r e a t m e n t p l a n t s a n d

t h e i r e c o l o g i c a l i n f l u e n c e f i g u r e p r o m i n e n t l y a s a p o t e n t i a l s o u r c e o f t h i s p u b l i c h e a l t h

c o n c e r n . O n e t h i n g i s c le a r ,
h o w e v e r , a n d t h a t i s t h e c o n t r i b u t i o n t h a t o v e r -

p r e s c r i p t i o n

a n d m i s u s e o f a n t i b i o t i c s h a v e m a d e i n t h e p r o p a g a t i o n a n d p e r h a p s i n c e p t i o n o f t h i s

m a s s i v e p u b l i c h e a l t h p r o b l e m . C o n s e r v a t i v e p r e s c r i p t i o n p r a c t i c e s
,
d r u g c y c l i n g ,

a n d

t h e r e m o v a l o f s u b t h e r a p e u t i c a n t i b i o t i c s f r o m c o m m e r c i a l c a t t l e a n d p o u l t r y f a r m fe e d s

w o u l d b e a n e x c e l l e n t s t a r t t o d i m i n i s h i n g t h e l e v e l s o f a n t i b i o t i c r e s i s t a n c e b o t h i n t h e

c l i n i c a l a n d e n v i r o n m e n t a l s e t t i n g s

Se w a g e e f fl u e n t - i m p a c t e d s e d im e n t
,
w h i c h i s k n o w n t o c o n c e n t r a t e b o t h b a c t e r i a

a n d c e r t a i n a n t i b i o t i c s ,
w a s e x a m i n e d a s a p o s s i b l e a r e n a f o r t h e a c q u i s i t i o n b y b a c t e r i a

o f i n c r e a s e d r e s i s t a n c e t o a n t im i c r o b i a l p h a r m a c e u t i c a l s .
E n v i r o n m e n t a l b a c t e r i a

,

A e r o m o n a s s p p ,
w e r e i s o l a t e d f r o m t h e s e s e d im e n t s ,

c h a r a c t e r i z e d f o r r e s i s t a n c e t o 4

a n t i m i c r o b i a l s a n d t h e s e d a t a w e r e u s e d t o m e a s u r e t h e d i f f e r e n c e s i n u p - a n d

d o w n s t r e a m d r u g s u s c e p t i b i l i t y . T h i s s t u d y c o n c l u d e d t h a t t h e i m p a c t s o f a w a s t e w a t e r

t r e a t m e n t p l a n t d i s c h a r g e c o n t r i b u t e m a r k e d l y t o t h e a n t i m i c r o b i a l r e s i s t a n c e o f

A e r o m o n a s s p p . i n t h e e n v i r o n m e n t T h i s w a s s h o w n b y a n a p p r o x i m a t e l y 3 0 % i n c r e a s e

i n t he n u m b e r o f d o w n s t r e a m i s o l a t e s d e m o n s t r a t i n g e i t h e r a b s o l u t e o r i n t e r m e d i a t e

r e s i s t a n c e t o a n u m b e r o f a n t ib i o t i c s . U n f o r t u n a t e l y ,
i t w a s n o t p o s s i b l e t o de f i n i t i v e l y
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p i n p o i n t t h e p r e c i s e r e a s o n f o r t h i s i n c r e a s e i n A e r o m o n a s r e s i s t a n c e . I t i s h i g h l y h k e l y

a n d m o s t p l a u s i b l e t h a t t h e w a s t e w a t e r e f f l u e n t f a c i l i t a t e s t h i s p h e n o m e n o n

F u r t h e r e x a m i n a t i o n s h o u l d i n c l u d e f i e l d w o r k i n t h e f o r m o f c o l l e c t i n g a d d i t i o n a l

i s o l a t e s a t p o i n t s f u r t h e r d o w n s t r e a m M o r e i m p o r t a n t l y , h o w e v e r , i s t h e d e v e l o p m e n t o f

c o n t r o l l e d l a b o r a t o r y s t u d i e s t h a t m o d e l t h e e n v i r o n m e n t a l c o n d i t i o n s i n t h e r e c e i v i n g

w a t e r s .
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R e f e r e n c e s

A a r e s t r u p ,
F . M .

,
A . M S e y f a r t h ,

e t a l . (2 0 0 1 ) .

"

E f f e c t o f A b o l i s h m e n t o f t he U s e o f

A n t im i c r o b i a l A g e n t s f o r G r o w t h P r o m o t i o n o n O c c u r r e n c e o f A n t i m i c r o b i a l R e s i s t a n c e

i n F e c a l E n t e r o c o c c i f r o m F o o d A n i m a l s i n D e n m a r k
"

A n t i m i c r o b i a l A g e n t s a n d

C h e m o t h e r a p y . 4 5 (7 ) : 2 0 5 4 - 20 5 9 .

A b b o t t , S . ,
W . C h e u n g ,

e t a l ( 2 00 3 )
"

T h e G e n u s A e r o m o n a s : B i o c h e m i c a l C h a r a c t e r i s t i c s ,

A t y p i c a l R e a c t i o n s
,
a n d P h e n o t y p i c Id e n t i f i c a t i o n Sc he m e s

"

, J o u r n a l o f C Hn i c a l

M i c r o b i o l o g y .
4 1 ( 6 ) : 2 3 4 8 - 2 3 5 7

A l - A h m a d
,
A .

,
F . D . D a s c h n e r , e t a l . ( 199 9 )

"

B i o d e g r a d a b i l i t y o f C e f o t i a m , C i p r o f l o x a c i n ,

M e r o p e n e m , P e n i c i l l i n G , a n d Su l f a m e t h o x a z o l e a n d I n h i b i t i o n o f W a s t e w a t e r B a c t e r i a .

"

A r c h i v e s o f E n v i r o n m e n t a l C o n t a m i n a t i o n a n d T o x i c o l o g y 3 7 ( 2 ) : 15 8 - 16 3 .

A n d e r s e n , S . R . a n d R . A
. S a n d a a ( 1 9 9 4 ) .

"

D i s t r i b u t i o n o f T e t r a c y c l i n e R e s i s t a n c e D e t e r m i n a n t s

a m o n g G r a m - N e g a t i v e B a c t e r i a I s o l a t e d f r o m P o l l u t e d a n d U n p o l l u t e d M a r i n e -

Se d i m e n t s
"

A p p l i e d a n d E n v i r o n m e n t a l M i c r o b i o l o g y 6 0 (3 ) : 9 0 8 - 9 12

A n d e r s o n
,
A . D . , J . M . N e l s o n , e t a l . ( 2 0 0 3 ) .

"

P u b l i c H e a l t h C o n s e q u e n c e s o f U s e o f

A n t i m i c r o b i a l A g e n t s i n F o o d A n i m a l s i n t h e U n i t e d St a t e s .

" M i c r o b i a l D r u g R e s i s t a n c e

9 (4 ) : 37 3 - 37 9 .

A n d e r s s o n
,
D I . a n d B . R . L e v i n ( 19 9 9 ) .

"

T h e B i o l o g i c a l C o s t o f A n t i b i o t i c R e s i s t a n c e .

" C u r r e n t

O p i n i o n i n M i c r o b i o l o g y 2 (5 ) : 4 89 - 4 9 3 .

A r a n a , I . , J . I J u s t o , e t a l . (2 0 0 1 ) .

"

Su r v i v a l a n d P l a s m i d T r a n s f e r A b i l i t y o f E s c h e r i c h i a C o l i i n

W a s t e w a t e r .

" W a t e r . A i r . & So i l P o l l u t i o n 12 6 (3 - 4 ) : 2 2 3 - 2 3 8 .

A r a u j o ,
R . M .

,
R . M . A r r i b a s

,
e t a l . ( 19 9 1 ) .

"

D i s t ri b u t i o n o f A e r o m o n a s S p e c i e s i n

W a t e r s w i t h D i f fe r e n t L e v e l s o f P o l l u t i o n .

"

Jo u r n a l o f A p p l i e d B a c t e r i o l o g y ,

7 1 : 182 - 186 .

A s h
,
R .

,
B . M a u c k

,
e t a l (2 0 0 2 )

"

A n t i b i o t ic R e s i s t a n c e o f G r a m - N e g a t i v e B a c t e r i a i n R i v e r s
,

U n i t e d S t a t e s .

"

E m e r g i n g I n f e c t i o u s D i s e a s e s 8 (7 ) : 7 13 - 7 16 .

B i y e l a ,
P

.
T .

,
J . L i n

,
e t a l . (2 00 4 ) .

" T h e R o l e o f A q u a t i c E c o s y s t e m s a s R e s e r v o i r s o f A n t i b i o t i c

R e s i s t a n t B a c t e r i a a n d A n t i b i o t i c R e s i s t a n c e G e n e s .

" W a t e r Sc i e n c e a n d T e c h n o l o g y
5 0 ( 1 ) : 4 5 - 5 0 .

B j o r k l u n d , H .

,
J B o n d e s t a m , e t a l . ( 1 9 9 0 ) .

"

R e s i d u e s o f O x y t e t r a c y c l i n e i n W i ld F i s h a n d

S e d i m e n t s f r o m F i s h F a r m s .

"

A q u a c u l t u r e 86 (4 ) : 3 5 9 - 3 6 7 .

B j o r k l u n d
,
H . V .

,
C . M I . R a b e r g h ,

e t a l . ( 19 9 1 )
"

R e s i d u e s o f O x o l i n i c A c i d a n d
O x y t e t r a c y c h n e i n F i s h a n d S e d i m e n t s f r o m F i s h F a r m s

"

A q u a c u l t u r e 9 7 ( 1) : 8 5 - 9 6 .

B j o r k m a n , J . ( 2 0 0 0 ) .

"

E f f e c t s o f E n v i r o n m e n t o n C o m p e n s a t o r y M u t a t i o n s t o A m e l i o r a t e C o s t s

o f A n t i b i o t i c R e s i s t a n c e
"

S c i e n c e o f t h e T o t a l E n v i r o n m e n t 2 8 7 ( 54 5 7 ) : 1 4 7 9 - 1 4 8 3 .

B j o r k m a n
,
J . a n d D . L A n d e r s s o n (2 0 0 0 )

"

T h e C o s t o f A n t i b i o t i c R e s i s t a n c e f r o m a B a c t e r i a l

P e r s p e c t i v e .

"

D r u g R e s i s t a n c e U p d a t e s 3 (4 ) : 2 3 7 - 2 4 5 .

B o e r l i n , P ,
A

. W i s s i n g , e t a l ( 2 0 0 1 )
"

A n t i m i c r o b i a l G r o w t h P r o m o t e r B a n a n d R e s i s t a n c e t o

M a c r o l i d e s a n d V a n c o m y c i n i n E n t e r o c o c c i f r o m P i g s .

"

J o u r n a l o f C l i n i c a l M i c r o b i o l o g y
3 9 ( 1 1 ) : 4 19 3 - 4 1 9 5 .

B o m o
,
A . M .

,
M . V . St o r e y ,

e t a l . (2 00 4 ) .

" D e t e c t i o n
,
I n t e g r a t i o n a n d P e r s i s t e n c e o f A e r o m o n a d s

i n W a t e r D i s t r i b u t i o n P i p e B i o fi l m s .

" J o u r n a l o f W a t e r H e a l t h 2 (2 ) : 8 3 - 9 6 .
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B o r e e n , A . , W . A r n o l d ,
e t a l . (2 0 0 4 ) .

"

Ph o t o c h e m i c a l F a t e o f Su l f a D r u g s i n t h e A q u a t i c

E n v i r o n m e n t : S u l f a D r u g s C o n t a i n i n g F i v e - M e m b e r e d H e t e r o c y c l i c G r o u p s .

"

E n v i r o n m e n t a l Sc i e n c e a n d T e c h n o l o g y 3 8 ( 14 ) : 3 9 3 3 - 3 9 4 0 .

B o x a l l
,
A . B . A . , D . W . K o l p i n , e t a l . ( 2 0 0 3 )

"

A r e V e t e r i n a r y M e d i c i n e s C a u s i n g E n v i r o n m e n t a l

R i s k s ?"

E n v i r o n m e n t a l Sc i e n c e & T e c h n o l o g y 3 7 ( 15 ) : 2 8 6 A - 2 9 4 A .

C a m p a g n o l o , E .
R .

,
K

.
R . J o h n s o n , e t a l . ( 2 0 0 2 ) .

"

A n t im i c r o b i a l R e s i d u e s i n A n im a l W a s t e a n d

W a t e r R e s o u r c e s P r o x i m a l t o L a r g e
- S c a l e S w i n e a n d P o u l t r y F e e d i n g O p e r a t i o n s .

"

T h e

S c i e n c e o f T h e T o t a l E n v i r o n m e n t 2 9 9 ( 1 - 3 ) : 8 9 - 9 5 .

C a p o n e , D . G . , D . P . W e s t o n , e t a l . ( 19 9 6 ) .

"

A n t i b a c t e r i a l R e s i d u e s i n M a r i n e S e d i m e n t s a n d
I n v e r t e b r a t e s F o l l o w i n g C h e m o t h e r a p y i n A q u a c u l t u r e

"

A q u a c u l t u r e 1 4 5 ( 1- 4 ) : 5 5 - 7 5 .

C a r n a h a n ,
A . (2 0 0 5 ) . U n i v e r s i t y o f M a r y l a n d S c h o o l o f M e d i c i n e , D i v i s io n o f F o o d b o r n e a n d

E m e r g i n g P a t h o g e n s , P e r s o n a l C o m m u n i c a t i o n

C a r n a h a n , A . M . , S . B e h r a m , e t a l . ( 199 1) ,

"

A e r o k e y I I : A F l e x i b l e K e y f o r I d e n t i fy in g C h n i c a l

A e r o m o n a s Sp e c i e s .

"

J o u r n a l o f C h n i c a l M i c r o b i o l o g y .
2 9 ( 12 ) : 2 84 3 - 2 84 9

G a s c o n ,
A

. ,
J . A n g u i t a ,

e t a l . ( 19 9 6 ) .

" Id e n t i f i c a t i o n o f A e r o m o n a s h y d r o p h i l a H y b r i d i z a t i o n

G r o u p 1 b y P C R A s s a y s .

"

A p p l i e d a n d E n v i r o n m e n t a l M i c r o b i o l o g y 6 2 (4 ) : 1 167 - 1 17 0

C e n t e r s f o r D i s e a s e C o n t r o l a n d P r e v e n t i o n ( 2 0 0 4 ) . N a t i o n a l A n t i m i c r o b i a l R e s i s t a n c e

M o n i t o r i n g Sy s t e m fo r E n t e r i c B a c t e r i a (N A R M S ) : 20 0 2 H u m a n I s o l a t e s F i n a l R e p o r t .

A t l a n t a ,
G e o r g i a ,

U . S . D e p a r t m e n t o f H e a l t h a n d H u m a n Se r v i c e s
,

C h e e - Sa n fo r d , J . C
,
R . I . A m i n o v

, e t a l . ( 2 0 0 1 ) .

" O c c u r r e n c e a n d D i v e r s i t y o f T e t r a c y c l i n e

R e s i s t a n c e G e n e s i n L a g o o n s a n d G r o u n d w a t e r U n d e r l y i n g T w o Sw i n e P r o d u c t i o n

F a c i l i t i e s .

"

A p p l i e d a n d E n v i r o n m e n t a l M i c r o b i o l o g y 6 7 (4 ) : 14 9 4 - 1 5 0 2 .

C h e l o s s i , E . , L .
V e z z u l l i

,
e t a l (2 0 0 3 )

"

A n t i b i o t i c R e s i s t a n c e o f B e n t h i c B a c t e r i a i n F i s h - f a r m
a n d C o n t r o l S e d i m e n t s o f t h e W e s t e r n M e d i t e r r a n e a n .

"

A q u a c u l t u r e 2 19 ( 1 - 4 ) : 8 3 - 9 7 .

C o y n e
,
R .

,
M H i n e y ,

e t a l . ( 19 9 4 ) .

" C o n c e n t r a t i o n a n d P e r s i s t e n c e o f O x y t e t r a c y c l i n e i n

S e d i m e n t s U n d e r a M a r i n e S a l m o n F a r m .

"

A q u a c u l t u r e 1 2 3 (1 - 2 ) : 3 1 - 4 2 .

C u e v a s , O , E C e r c e n a d o
,
e t a l . (2 0 0 4 ) .

"

E v o l u t i o n o f t h e A n t im i c r o b i a l R e s i s t a n c e o f
S t a p h y l o c o c c u s s p p . i n S p a i n : F i v e N a t i o n w i d e P r e v a l e n c e S t u d i e s

,
1 9 8 6 t o 2 0 0 2 .

"

A n t i m i c r o b i a l A ge n t s a n d C h e m o t h e r a p y . 4 8 ( 11 ) : 4 2 4 0 - 4 2 4 5

C u n h a , B . A . (2 0 0 5 ) .

" M e t h i c i l l i n - R e s i s t a n t S t a p hy l o c o c c u s a u r e u s : C l i n i c a l M a n i f e s t a t i o n s a n d

A n t i m i c r o b i a l T h e r a p y .

"

C l i n i c a l M i c r o b i o l o g y a n d I n f e c t i o n 1 l ( s 4 ) : 3 3 - 4 2 .

D a v i e s , T . A , B . E . D e w a s s e
,
e t a l . ( 20 0 0 ) .

"

I n V i t r o D e v e l o p m e n t o f R e s i s t a n c e t o

T e l i t h r o m y c i n (H MR 3 6 4 7 ) ,
F o u r M a c r o l i d e s

,
C l i n d a m y c i n ,

a n d P r i s t i n a m y c i n i n

S t r e p t o c o c c u s p n e u m o n i a e .

"

A n t im i c r o b i a l A g e n t s a n d C h e m o t h e r a p y A A j l ) : 4 1 4 - 4 1 7

D a v i s o n , J ( 19 9 9 ) .

"

G e n e t i c E x c h a n g e b e t w e e n B a c t e r i a i n t h e E n v i r o n m e n t .

"

P l a s m i d 4 2 : 7 3 -

9 1 .

F i g u e r o a
,
R A .

,
A . L e o n a r d

,
e t a l (2 0 0 4 )

" M o d e l i n g T e t r a c y c l i n e A n t i b i o t i c So r p t i o n t o C l a y s .

"

E n v i r o n m e n t a l S c i e n c e & T e c h n o l o g y 3 8 (2 ) : 4 7 6 - 4 8 3 .

G i l b e r t , D . N . , S . J . K o h l h e p p , e t a l . ( 20 0 1 ) .

"

P h e n o t y p i c R e s i s t a n c e o f St a p h y l o c o c c u s a u r e u s
.

S e l e c t e d E n t e r o b a c t e r ia c e a e
,
a n d P s e u d o m o n a s a e r u g i n o s a a f t e r S i n g l e a n d M u l t i p l e I n

V i t r o E x p o s u r e s t o C i p r o f l o x a c i n , L e v o f l o x a c i n , a n d T r o v a f l o x a c i n .

"

A n t im i c r o b i a l

A g e n t s a n d C h e m o t h e r a p y 4 5 ( 3 ) : 8 8 3 - 8 9 2
G o l e t , E . M . , A . C . A l d e r , e t a l . ( 2 0 0 2 ) .

"

E n v i r o n m e n t a l E x p o s u r e a n d R i s k A s s e s s m e n t o f
F l u o r o q u i n o l o n e A n t i b a c t e r i a l A g e n t s i n W a s t e w a t e r a n d R i v e r W a t e r o f t h e G l a t t V a l l e y
W a t e r s h e d ,

Sw i t z e r l a n d .

"

E n v i r o n m e n t a l S c i e n c e a n d T e c h n o l o gy 3 6 ( 17 ) : 3 6 4 5 - 3 6 5 1.
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G o n i - U i r i z a , M . , M . C a p d e p u y , e t a l . ( 20 0 0 ) .

" Im p a c t o f a n U r b a n E f fl u e n t o n A n t i b i o t i c

R e s i s t a n c e o f R i v e r i n e E n t e r o b a c t e r ia c e a e a n d A e r o m o n a s s p p .

"

A p p l i e d a n d

E n v i r o n m e n t a l M i c r o b i o l o g y 6 6 ( 1 ) : 1 2 5 - 13 2 .

G o n i - U r r i z a
,
M .

,
L . P i n e a u

,
e t a l . (2 0 0 0 ) .

"

A n t im i c r o b i a l R e s i s t a n c e o f M e s o p h i l i c A e r o m o n a s

s p p . I s o l a t e d f r o m T w o E u r o p e a n R i v e r s .

"

J o u r n a l o f A n t i m i c r o b i a l C h e m o t h e r a p y 4 6 (2 ) :
2 97 - 3 0 1 .

G r e e n b e r g ,
A

,
L . C l e s c e r i

,
e t a l . ( 19 9 8 ) ,

S t a n d a r d M e t h o d s f o r t h e E x a m i n a t i o n o f W a t e r a n d

W a s t e w a t e r
,
2 0

" '

e d
,
A m e r i c a n P u b h c H e a l t h A s s o c i a t i o n

,
C h a p t e r 9 , S e c t i o n 9 0 5 0 C ,

" M e d i a S p e c i f i c a t i o n s , D i l u t i o n W a t e r
"

, p g . 9 - 1 8 .

G u a r d a b a s s i , L . ,
A . P e t e r s e n

,
e t a l . ( 1 9 9 8 ) .

"

A n t i b i o t i c R e s i s t a n c e i n A c in e t o b a c t e r s p p . I s o l a t e d

f r o m Se w e r s R e c e i v i n g W a s t e E ff lu e n t f r o m a H o s p i t a l a n d a P h a r m a c e u t ic a l P l a n t .

"

A p p l i e d a n d E n v i r o n m e n t a l M i c r o b i o l o gy 64 (9 ): 34 9 9 - 3 50 2 .

H a l l i n g - S o r e n s e n , B . , H . C H . L u t z h o f t , e t a l . (2 0 0 0 )
"

E n v i r o n m e n t a l R i s k A s s e s s m e n t o f

A n t i b i o t i c s : C o m p a r i s o n o f M e c i l l i n a m
,
T r i m e t h o p r im a n d C ip r o f l o x a c i n .

"

J o u r n a l o f

A n t im i c r o b i a l C h e m o t h e r a p y 4 6 : 5 3 - 5 8 .

H a l l i n g - So r e n s e n
,
B .

,
S . N . N i e l s e n

,
e t a l . ( 19 9 8 ) .

"

O c c u r r e n c e
,
F a t e a n d E f f e c t s o f

P h a r m a c e u t i c a l S u b s t a n c e s i n t h e E n v i r o n m e n t - A R e v i e w .

" C h e m o s p h e r e 3 6 (2 ) : 3 5 7 -

3 9 4 .

H a t h a ,
M .

,
A . A . V i v e k a n a n dh a n

,
e t a l . ( 2 0 0 5 )

"

A n t i b i o t i c R e s i s t a n c e P a t t e r n o f M o t i l e

A e r o m o n a d s f r o m F a rm R a i s e d F r e s h W a t e r F i s h .

" I n t e r n a t i o n a l J o u r n a l o f F o o d

M i c r o b i o l o g y 9 8 ( 2 ) : 13 1- 13 4

H a y e s
,
J . R

,
L . L . E n g l i s h ,

e t a l . ( 2 0 0 4 ) .

" M u l t i p l e
- A n t i b i o t i c R e s i s t a n c e o f E n t e w c o c c u s s p p .

I s o l a t e d f r o m C o m m e r c i a l P o u l t r y P r o d u c t i o n E n v i r o n m e n t s .

"

A p p l i e d a n d
E n v i r o n m e n t a l M i c r o b i o l o g y 7 0 ( 10 ) : 6 0 0 5 - 6 0 1 1.

H e i n e m a n n
,
J A .

,
R . G . A n k e n b a u e r , e t a l . ( 2 0 0 0 ) .

"

D o A n t i b i o t i c s M a i n t a i n A n t i b i o t i c

R e s i s t a n c e ?
"

D r u g D i s c o v e r y T o d a y 5 (5 ) : 1 9 5 - 2 04 .

H e k t o e n , H . , J . A . B e r g e , e t a l . ( 19 9 5 ) .

"

P e r s i s t e n c e o f A n t ib a c t e r i a l A g e n t s i n M a r i n e

S e d i m e n t s .

"

A q u a c u l t u r e 1 3 3 (3 - 4 ) : 1 7 5 - 18 4 .

H e r s h b e r g e r , E . , S . F . O p r e a , e t a l . (2 0 0 5 ) .

"

E p i d e m i o l o gy o f A n t i m i c r o b i a l R e s i s t a n c e i n

E n t e r o c o c c i o f A n i m a l O r i g i n .

"

J o u rn a l o f A n t im i c r o b i a l C h e m o t h e r a p y 5 5 ( 1) : 1 2 7 - 13 0 .

I w a n e
,
T

,
T . U r a s e

,
e t a l ( 2 0 0 1 ) .

"

P o s s i b l e Im p a c t o f T r e a t e d W a s t e w a t e r D i s c h a r g e o n

I n c i d e n c e o f A n t i b i o t ic R e s i s t a n t B a c t e r i a i n R i v e r W a t e r .

" W a t e r S c i e n c e a n d

T e c h n o l o g y 4 3 (2 ) : 9 1- 9 9 .

J a c o b s e n , A . M . , B . H a l l i n g - So r e n s e n
,
e t a l . (2 0 0 4 ) .

"

S i m u l t a n e o u s E x t r a c t i o n o f T e t r a c y c l i n e
,

M a c r o l i d e a n d S u l f o n a m i d e A n t i b i o t i c s f r o m A g r i c u l t u r a l S o i l s U s i n g P r e s s u r i s e d L i q u i d

E x t r a c t i o n , F o l l o w e d b y So l i d - P h a s e E x t r a c t i o n a n d L i q u i d C h r o m a t o g r a p h y
- T a n d e m

M a s s Sp e c t r o m e t r y .

"

J o u r n a l o f C h r o m a t o g r a p h y A 10 3 8 ( 1 - 2 ) : 15 7 - 17 0 .

J a m h e i m e r
,
P . A .

,
J O t t o s o n , e t a l . ( 2 0 0 4 ) .

"

F l u o r o q u i n o l o n e A n t i b i o t i c s i n a H o s p i t a l S e w a g e

L i n e ; O c c u r r e n c e
,
D i s t r i b u t i o n a n d I m p a c t o n B a c t e r i a l R e s i s t a n c e .

" Sc a n d i n a v i a n

J o u r n a l o f I n f e c t i o u s D i s e a s e s 3 6 ( 10 ) : 7 5 2 - 7 5 5 .

J o r ge n s e n , S . E . a n d B . H a l l i n g - So r e n s e n (20 00 )
"

D r u g s i n t h e E n v i r o n m e n t .

"

C h e m o s p h e r e

4 0 (7 ) : 6 9 1 - 6 9 9

K h a c h a t o u r i a n s , G . G . ( 19 9 8 ) .

"

A g ri c u lt u r a l U s e o f A n t i b i o t i c s a n d t h e E v o l u t i o n a n d T r a n s f e r
o f A n t ib i o t i c - R e s i s t a n t B a c t e r i a " C a n a d i a n M e d i c a l A s s o c i a t i o n Jo u r n a l 15 9 (9 ) : 1 12 9 -

1 13 6 .
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K o k s a l , F . (2 0 0 5 ) . D e p a r t m e n t o f E n v i r o n m e n t a l S c i e n c e s a n d E n g i n e e r i n g ,
U n i v e r s i t y o f N o r t h

C a r o l i n a
,
C h a p e l H i l l ,

P e r s o n a l C o mm u n i c a t i o n

K o l p i n ,
D .

,
E F u r l o n g ,

e t a l . (2 0 0 2 ) .

"

P h a r m a c e u t i c a l s ,
H o r m o n e s

,
a n d O t h e r O r g a n i c

W a s t e w a t e r C o n t a m i n a n t s i n U S St r e a m s ,
19 9 9 - 2 0 0 0 : A N a t i o n a l R e c o n n a i s s a n c e .

"

E n v i r o n m e n t a l S c i e n c e a n d T e c h n o l o g y 3 6 : 1 2 0 2 - 1 2 1 1 .

K r u s e , H . ,
H S o e r u m

,
e t a l . ( 19 9 5 ) .

"

A T r a n s f e r a b l e M u l t i p l e D r u g R e s i s t a n c e P l a s m i d f r o m

V i b r i o c h o l e r a e O l .

"

M i c r o b i a l D r u g R e s i s t a n c e ( L a r c h m o n t
,
N e w Y o r k ) 1(3 ) : 2 0 3 - 1 0

K r u s e , H . a n d H . So r u m ( 19 9 4 ) .

"

T r a n s fe r o f M u l t i p l e - D r u g R e s i s t a n c e P l a s m i d s B e t w e e n

B a c t e r i a o f D i v e r s e O r i g i n s i n N a t u r a l M i c r o E n v i r o n m e n t s .

"

A p p l i e d a n d E n v i r o n m e n t a l

M i c r o b i o l o g y 6 0 ( 1 1 ) : 4 0 15 - 4 0 2 1 .

K u h n , I . , G . A l l e s t a m , e t a l ( 1 9 9 7 ) .

" D i v e r s i t y ,
P e r s i s t e n c e

,
a n d V i r u l e n c e o i A e r o m o n a s S t r a i n s

I s o l a t e d f r o m D r i n k i n g W a t e r D i s t r i b u t i o n Sy s t e m s i n Sw e d e n .

"

A p p l i e d a n d

E n v i r o n m e n t a l M i c r o b i o l o gy 6 3 ( 7 ) : 2 7 0 8 - 2 7 15 .

K u m m e r e r ,
K . (2 0 0 3 ) .

" Si g n i fi c a n c e o f A n t i b i o t i c s i n t h e E n v i r o n m e n t
"
J o u r n a l o f A n t i m i c r o b i a l

C h e m o t h e r a p y 5 2 (2 ) : 3 17 - 3 17

K u m m e r e r , K . a n d A . H e n n i n g e r ( 2 0 0 3 ) .

"

P r o m o t i n g R e s i s t a n c e b y t h e E m i s s i o n o f A n t i b i o t i c s

f r o m H o s p i t a l s a n d H o u s e h o l d s i n t o E f f l u e n t .

" C l i n i c a l M i c r o b i o l o g y a n d In f e c t i o n

9 ( 12 ): 12 0 3 - 1 2 14 .

K u m m e r e r
,
K . ( 2 0 0 2 ) .

"

D r u g s i n t h e E n v i r o n m e n t : E m i s s i o n o f D r u g s , D i a g n o s t i c A i d s a n d

D i s i n f e c t a n t s i n t o W a s t e w a t e r b y H o s p i t a l s i n R e l a t i o n t o O t h e r So u r c e s - A R e v i e w ( v o l

4 5 , p g 9 5 7 , 2 0 0 1 )
"

C h e m o s p h e r e 4 8 (3 ) : 3 8 3 - 3 83 .

K u m m e r e r ,
K .

,
A . A l - A h m a d , e t a l . ( 2 0 0 0 ) .

"

B i o d e g r a d a b i l i t y o f S o m e A n t i b i o t i c s , E l i m i n a t i o n

o f t h e G e n o t o x i c i t y a n d A f f e c t i o n o f W a s t e w a t e r B a c t e r i a i n a Si m p l e T e s t .

"

C h e m o s p h e r e 4 0 (7 ) : 7 0 1- 7 10 .

L
'

A b e e - L u n d , T . M . a n d H . So r u m (2 0 0 1) .

"

C l a s s 1 I n t e g r o n s M e d i a t e A n t i b i o t i c R e s i s t a n c e i n

t h e F i s h P a t h o g e n A e r o m o n a s s a l m o n i c i d a W o r l d w i d e .

" M i c r o b i a l D r u g R e s i s t a n c e -

M e c h a n i s m s E p i d e m i o l o g y a n d D i s e a s e 7 ( 3 ) : 2 6 3 - 2 7 2 .

L e v i n , B R . , V . P e r r o t , e t a l . (2 0 0 0 ) .

" C o m p e n s a t o r y M u t a t i o n s , A n t i b i o t i c R e s i s t a n c e a n d t h e

P o p u l a t i o n G e n e t i c s o f A d a p t i v e E v o l u t i o n i n B a c t e r i a .

"

G e n e t i c s 15 4 (3 ) : 9 8 5 - 9 9 7 .

L i n , J . , P . T . B i y e l a , e t a l ( 2 0 0 4 ) .

"

A n t i b i o t i c R e s i s t a n c e P r o f i l e s o f E n v i r o n m e n t a l I s o l a t e s f r o m

M h l a t h u z e R i v e r , K w a Z u l u - N a t a l (R SA ) .

" W a t e r SA 3 0 ( 1 ) : 2 3 - 2 8 .

L i n d b e r g ,
R . H

,
P . W e n n b e r g ,

e t a l . ( 2 0 0 5 )
"

S c r e e n i n g o f H u m a n A n t i b i o t i c S u b s t a n c e s a n d

D e t e r m i n a t i o n o f W e e k l y M a s s F l o w s i n F i v e Se w a g e T r e a t m e n t P l a n t s i n Sw e d e n .

"

E n v i r o n m e n t a l S c i e n c e & T e c h n o l o g y 3 9 ( 10 ) : 34 2 1 - 3 4 2 9 .

L i n d s e y ,
M .

,
M . M e y e r

,
e t a l . ( 20 0 1 ) .

"

A n a l y s i s o f T r a c e L e v e l s o f Su l f o n a m i d e a n d
T e t r a c y c l i n e A n t im i c r o b i a l s i n G r o u n d w a t e r a n d S u r f a c e W a t e r U s i n g S o l i d - P h a s e

E x t r a c t i o n a n d L i q u i d C h r o m a t o g r a p h y / M a s s S p e c t r o m e t r y
"

A n a l y t i c a l C h e m i s t r y
7 3 ( 19 ) : 4 64 0 - 4 6 4 6 .

L i p s i t c h , M , R . S . S i n g e r , e t a l . ( 2 0 0 2 ) .

"

A n t i b i o t i c s i n A g r i c u l t u r e : W h e n I s I t T i m e t o C l o s e t h e
B a r n D o o r ?

"

P r o c e e d i n g s o f t h e N a t i o n a l A c a d e m y o f S c i e n c e s 9 9 (9 ) : 5 7 5 2 - 5 7 5 4 .

L o r e n z
, M G . ( 1 9 9 8 ) .

"

H o r i z o n t a l G e n e T r a n s f e r A m o n g B a c t e r i a i n So i l b y N a t u r a l G e n e t i c
T r a n s f o r m a t i o n

.

" M i c r o b i a l I n t e r a c t i o n s i n A g r i c u l t u r e a n d F o r e s t r y 1 : 1 9 - 4 4 .

M a c F a d d i n , J ( 2 0 0 0 ) . B i o c h e m i c a l T e s t s f o r I d e n t i fi c a t i o n o f M e d i c a l B a c t e r i a
.
L i p p i n c o t t

W i l l i a m s a n d W i l k i n s , p p . 8 - 2 3 , 5 7 - 7 6
,
2 2 1 - 2 3 1

,
2 3 9 - 2 5 2

,
3 6 8 - 37 7 , 4 39 - 4 4 8

M a s t e r s , P . A . , T . A O
'

B r y a n , e t a l . (2 0 0 3 ) .

"

T r im e t h o p r im - Su l f a m e t h o x a z o l e R e v i s i t e d .

"

A r c h i v e s o f I n t e r n a l M e d i c i n e 16 3 (4 ): 4 0 2 - 4 10 .
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M a t h e w
,
A . G . , A . M . S a x t o n , e t a l . ( 19 9 9 ) .

" M u l t i p l e A n t i b i o t i c R e s i s t a n c e Pa t t e rn s o f

E s c h e r i c h i a c o l i I s o l a t e s f r o m S w i n e F a r m s .

"

A p p l i e d a n d E n v i r o n m e n t a l M i c r o b i o l o g y
6 5 (6 ) : 2 7 7 0 - 2 7 7 2 .

M c K e o n
,
D . M .

,
J . P . C a l a b r e s e , e t a l . ( 19 9 5 ) .

"

A n t i b i o t i c R e s i s t a n t G r a m - N e g a t i v e B a c t e r i a i n

R u r a l G r o u n d w a t e r S u p p l i e s .

" W a t e r R e s e a r c h 2 9 (8 ) : 19 0 2 - 19 0 8 .

M i n n a g a n t i ,
V . R .

,
P J . P a t e l

,
e t a l . ( 2 0 0 0 ) .

" N e c r o t i z i n g F a s c i i t i s C a u s e d b y A e r o m o n a s

h y d r o p h i l a .

"

H e a r t & L u n g 2 9 (4 ): 3 0 6 - 3 0 8 .

M o r a n d i , A . , O . Z h a x y b a y a v a
,
e t a l (2 0 0 5 )

" E v o l u t i o n a r y a n d D i a gn o s t i c I m p l i c a t i o n s o f

I n t r a g e n o m i c H e t e r o g e n e i t y i n t h e 16 S r R N A G e n e i n A e r o m o n a s St r a i n s
"

,
Jo u r n a l o f

C l i n i c a l M i c r o b i o l o g y , I n P r e s s

N a t i o n a l C o m m i t t e e fo r C l i n i c a l L a b o r a t o r y S t a n d a r d s ,

"

M e t h o d s f o r D i l u t i o n A n t i b m i c r o b i a l

Su s c e p t i b i l i t y T e s t s f o r B a c t e r i a T h a t G r o w A e r o b i c a l l y
"

; 6
" ^

e d . A p p r o v e d S t a n d a r d M 7 -

A 6
,
V o l . 2 3 N o . 2 , W a y n e , P a : N a t i o n a l C o m m i t t e e f o r C l i n i c a l L a b o r a t o r y S t a n d a r d s ;

2 0 0 3 a

N a t i o n a l C o m m i t t e e f o r C l i n i c a l L a b o r a t o r y S t a n d a r d s ,

"

P e r f o r m a n c e S t a n d a r d s f o r

A n t i m i c r o b i a l D i s k S u s c e p t i b i l it y T e s t s
"

. 8
' "

e d . A p p r o v e d S t a n d a r d M 2 - A 8
,
V o l . 2 3 N o .

1
,
W a y n e , P a : N a t i o n a l C o m m i t t e e f o r C l i n i c a l L a b o r a t o r y S t a n d a r d s ; 20 0 3b

N a t i o n a l C o m m i t t e e f o r C l i n i c a l L a b o r a t o r y S t a n d a r d s
,

" P e r f o r m a n c e St a n d a r d s fo r

A n t im i c r o b i a l S u s c e p t ib i h t y T e s t i n g
"

; 1 2
' *'
I n f o r m a t i o n a l Su p p l e m e n t , M 10 0 - S 12 , V o l .

2 2 N o 1 , W a y n e ,
P a : N a t i o n a l C o m m i t t e e f o r C l i n i c a l L a b o r a t o r y St a n d a r d s ; 2 0 0 2

N a y d u c h
,
D .

,
A . H o n k o

,
e t a l . ( 2 0 0 1 ) ,

"

D e t e c t i o n o f A e r o m o n a s c a v i a e i n t h e C o m m o n H o u s e f l y

M u s c a d o m e s t i c a b y C u l t u r e a n d P o l y m e r a s e C h a i n R e a c t i o n .

"

E p i d e m i o l o g y a n d

I n f e c t i o n 2 0 0 1 D e c ; 1 2 7 (3 ) : 5 6 1- 6 .

N o w a r a ,
A .

,
J . B u r h e n n e

,
e t a l . ( 19 97 ) .

"

B i n d i n g o f F l u o r o q u i n o n l o n e C a r b o x y h c A c i d

D e r i v a t i v e s t o C l a y M i n e r a l s .

"

J o u r n a l o f A g r i c u l t u r a l a n d F o o d C h e m i s t r y 4 5 : 14 5 9 -

1 4 6 3

O b r i t s c h , M . D . , D . N . F i s h , e t a l . ( 2 0 0 4 ) .

"

N a t i o n a l Su r v e i l l a n c e o f A n t i m i c r o b i a l R e s i s t a n c e i n

P s e u d o m o n a s a e r u g i n o s a I s o l a t e s O b t a i n e d f r o m I n t e n s i v e C a r e U n i t P a t i e n t s f r o m 19 9 3

t o 2 0 0 2 .

"

A n t im i c r o b i a l A g e n t s a n d C h e m o t h e r a p v . 4 8 ( 12 ) : 4 6 0 6 - 4 6 10

O n a n , L . J a n d T M . L a P a r a (2 0 0 3 ) .

"

T y l o s i n - R e s i s t a n t B a c t e r i a C u l t i v a t e d f r o m A g r i c u l t u r a l

S o i l
"

F E M S M i c r o b i o l o g y L e t t e r s 2 2 0 ( 1 ) : 1 5 - 2 0

P a u l
,
J H . ( 1 9 9 9 ) .

" M i c r o b i a l G e n e T r a n s f e r : A n E c o l o g i c a l P e r s p e c t i v e .

"

J o u r n a l o f M o l e c u l a r

M i c r o b i o l o gy a n d B i o t e c h n o l o g y 1 ( 1 ) : 4 5 - 5 0 .

P e t e r s e n , A . , J . S . A n d e r s e n
,
e t a l . ( 2 0 0 2 ) .

"

I m p a c t o f I n t e g r a t e d F i s h F a rm i n g o n A n t i m i c r o b i a l

R e s i s t a n c e i n a P o n d E n v i r o n m e n t
.

"

A p p l i e d a n d E n v i r o n m e n t a l M i c r o b i o l o g y 6 8 ( 12 ) :
6 0 3 6 - 6 0 4 2

P o u l i q u e n , H . a n d H . L e B r i s ( 19 9 6 ) .

"

So r p t i o n o f O x o l i n i c A c i d a n d O x y t e t r a c y c l i n e t o M a r i n e

Se d im e n t s
"

C h e m o s p h e r e 3 3 (5 ) : 8 0 1 - 8 15 .

R h o d e s , G . , G . H u y s , e t a l . ( 20 0 0 )
" D i s t r i b u t i o n o f O x y t e t r a c y c l i n e R e s i s t a n c e Pl a s m i d s

b e t w e e n A e r o m o n a d s i n H o s p i t a l a n d A q u a c u l t u r e E n v i r o n m e n t s : I m p l i c a t i o n o f T n 17 2 1
i n D i s s e m i n a t i o n o f t h e T e t r a c y c l i n e R e s i s t a n c e D e t e r m i n a n t T e t A .

"

A p p l i e d a n d

E n v i r o n m e n t a l M i c r o b i o l o g y 6 6 (9 ) : 3 8 8 3 - 3 8 9 0 .

S a m u e l s e n , O . B . , V T o r s v i k
,
e t a l . ( 19 9 2 ) .

"

L o n g
- R a n g e C h a n g e s i n O x y t e t r a c y c h n e

C o n c e n t r a t i o n a n d B a c t e r i a l R e s i s t a n c e T o w a r d s O x y t e t r a c y c l i n e i n a F i s h F a r m
S e d im e n t A f t e r M e d i c a t i o n .

"

T h e Sc i e n c e o f T h e T o t a l E n v i r o n m e n t 1 14 : 2 5 - 3 6 .

- 7 9 -
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S a n d a a ,
R . A . a n d O . E n g e r ( 19 9 4 ) .

"

T r a n s f e r i n M a ri n e S e d i m e n t s o f t h e N a t u r a l l y O c c u r r i n g

p l a sm i d p R A S l e n c o d i n g m u l t i p l e A n t i b i o t i c R e s i s t a n c e .

" A p p l i e d a n d E n v i r o n m e n t a l

M i c r o b i o l o g y 6 0 ( 12 ) : 4 2 34 - 8 .

Sc h m i d t , A . S . , M . S . B r u u n
,
e t a l . (2 0 0 1 ) .

"

I n c i d e n c e ,
D i s t r i b u t i o n , a n d Sp r e a d o f T e t r a c y c l i n e

R e s i s t a n c e D e t e r m i n a n t s a n d I n t e g r o n - A s s o c i a t e d A n t i b i o t i c R e s i s t a n c e G e n e s A m o n g

M o t i l e A e r o m o n a d s f r o m a F i s h F a r m i n g E n v i r o n m e n t .

"

A p p l i e d a n d E n v i r o n m e n t a l

M i c r o b i o l o g y 6 7 ( 12 ) : 5 67 5 - 5 6 8 2 .

S i m o n
,
N . S . ( 2 0 0 5 ) .

"

L o o s e l y B o u n d O x y t e t r a c y c l i n e i n R i v e r i n e S e d i m e n t s f r o m T w o

T r i b u t a r i e s o f t h e C h e s a p e a k e B a y .

"

E n v i r o n m e n t a l S c i e n c e a n d T e c h n o l o g y 3 9 ( 10 ):
3 4 8 0 - 3 4 87 .

Si m p s o n , J . M . , J . W . S a n t o D o m i n g o , e t a l (2 0 0 2 ) .

" M i c r o b i a l S o u r c e T r a c k i n g : St a t e o f t h e

Sc i e n c e .

"

E n v i r o n m e n t a l Sc i e n c e & T e c h n o l o gy 3 6 (24 ) : 5 2 7 9 - 5 2 8 8 .

So b s e y , M (20 0 5 ) , D e p a r t m e n t o f E n v i r o n m e n t a l Sc i e n c e s a n d E n g i n e e r i n g , U n i v e r s i t y o f N o r t h

C a r o l i n a , C h a p e l H i l l , P e r s o n a l C o m m u n i c a t i o n

S t u e r - L a u r i d s e n
,
F .

,
M B i r k v e d

,
e t a l . ( 2 0 0 0 ) .

"

E n v i r o n m e n t a l R i s k A s s e s s m e n t o f H u m a n

P h a r m a c e u t i c a l s i n D e n m a r k A f t e r N o r m a l T h e r a p e u t i c U s e ( v o l 4 0 , p g 7 8 3 , 2 0 0 0 ) .

"

C h e m o s p h e r e 4 1 ( 9 ) : 15 0 9 - 15 0 9 .

Su m m e r s , A . (2 0 02 ) .

"

G e n e r a l l y O v e r l o o k e d F u n d a m e n t a l s o f B a c t e r i a l G e n e t i c s a n d E c o l o g y .

"

C l i n i c a l In fe c t i o u s D i s e a s e s 3 4 : S 8 5 - S9 2 .

S y m o n s
,
M . ( 2 0 0 5 ) .

,
B i o s t a t i s t i c s D e p a r t m e n t

,
U n i v e r s i t y o f N o r t h C a r o h n a

,
C h a p e l H i l l ,

P e r s o n a l C o m m u n i c a t i o n

S z e w z y k , R a n d I
.
F e u e r p f e i l (2 0 0 0 )

"

A n t i b i o t i c R e s i s t a n c e i n t h e E n v i r o n m e n t .

"

Sc h r i ft e n r e i h e

d e s V e r e i n s f u r W a s s e r -
.
B o d e n - u n d L u f t h y g i e n e 1 0 6 : 5 9 - 6 2 .

T e r n e s
,
T A .

,
J . S t u b e r , e t a l . (2 0 0 3 ) .

" O z o n a t i o n : A T o o l f o r R e m o v a l o f Ph a r m a c e u t i c a l s
,

C o n t r a s t M e d i a a n d M u s k F r a g r a n c e s F r o m W a s t e w a t e r ?
" W a t e r R e s e a r c h 37 (8 ) : 19 7 6 -

19 8 2 .

T h i e l e - B r u h n ,
S (2 0 0 3 ) .

"

P h a r m a c e u t i c a l A n t i b i o t i c C o m p o u n d s i n So i l s - A R e v i e w .

" J o u r n a l

o f P l a n t N u t r i t i o n a n d S o i l S c i e n c e 16 6 (2 ) : 1 4 5 - 16 7 .

T h i e l e - B r u h n , S , T . S e i b i c k e , e t a l ( 2 0 04 ) .

" So r p t i o n o f S u l f o n a m i d e P h a r m a c e u t i c a l
A n t i b i o t i c s o n W h o l e S o i l s a n d P a r t i c l e - S i z e F r a c t i o n s

"

Jo u r n a l o f E n v i r o n m e n t a l

O u a h t y 3 3 ( 4 ) : 1 3 3 1 - 1 3 4 2 .

T i m o n e y , J . F . , J . P o r t
,
e t a l . ( 19 7 8 ) .

"

H e a v y
- M e t a l a n d A n t ib i o t i c R e s i s t a n c e i n t h e B a c t e r i a l

F l o r a o f Se d im e n t s o f N e w Y o r k B i g h t .

"

A p p l i e d a n d E n v i r o n m e n t a l M i c r o b i o l o gy S e p
3 6 (3 ) : 4 6 5 - 7 2 .

U S E n v i r o n m e n t a l P r o t e c t i o n A g e n c y (2 0 0 5 )
"

U n r e g u l a t e d C o n t a m i n a n t M o n i t o r i n g

R e g u l a t i o n (U C M R ) f o r P u b l i c W a t e r S y s t e m s R e v i s i o n s ; P r o p o s e d R u l e
"

, F e d e r a l

R e g i s t e r ,
v o l 7 0

, n o . 1 6 1 , h t t p : / / w w w . e p a . g o v / f e d r g s t r / E P A - W A T E R /2 0 0 5 /A u g u s t /D a y -

2 2 / w 16 3 85 . p d f

U . S E n v i r o n m e n t a l P r o t e c t i o n A g e n c y (2 0 0 4 ) .

"

A c c e s s i n g U n r e g u l a t e d C o n t a m i n a n t

M o n i t o r i n g D a t a .

"

h t t p : / / w w w . e p a g O v / s a f e w a t e r / d a t a / u c m r g e t d a t a . h tm l # a e r o (O c t o b e r
14

,
2 0 0 4 ) .

U . S . E n v i r o n m e n t a l P r o t e c t i o n A g e n c y (2 0 0 1 )
" M e t h o d 160 5 : A e r o m o n a s i n F i n i s h e d Wa t e r b y

M e m b r a n e F i l t r a t i o n u s i n g A m p i c i l l i n
- D e x t r i n A g a r w i t h V a n c o m y c i n

(A D A - V )
"

, h t t p : / / w w w e p a g o y / n e r l c w w w / 16 0 5 o t 0 1 p d f

- 8 0 -
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V i l a
,
J .

,
F . M a r c o

,
e t a l . ( 2 0 0 2 ) .

"

I n V i t r o A n t i m i c r o b i a l Su s c e p t i b i l i t y o f C l i n i c a l I s o l a t e s o f

A e r o m o n a s c a v i a e , A e r o m o n a s h y d r o p h i l a a n d A e r o m o n a s v e r o n i i b i o t y p e s o b ri a .

"

J o u r n a l o f A n t i m i c r o b i a l C h e m o t h e r a p y 4 9 (4 ) : 7 0 1 - 7 0 2 .

W a r r e n
,
W . J . , R . M . J e t e r

,
e t a l . ( 2 0 04 ) .

"

P o p u l a t i o n P a t t e r n s a n d A n t i m i c r o b i a l R e s i s t a n c e o f

A e r o m o n a s i n U r b a n P l a y a L a k e s
" C a n a d i a n J o u r n a l o f M i c r o b i o l o g y 5 0 (6 ) : 39 7 - 4 0 4 .

W h i t e , G . ( 19 9 5 ) .

" M u l t i p l e I n t e r a c t i o n s i n R i v e r i n e B i o f i lm s - S u r f a c t a n t A d s o r p t i o n
,
B a c t e r i a l

A t t a c h m e n t a n d B i o d e gr a d a t i o n
.

" W a te r S c i e n c e a n d T e c h n o l o g y 3 1( 1 ) : 6 1- 7 0 .

W i g g i n s ,
B . A

. ,
P . W . C a s h , e t a l (2 0 0 3 ) .

"

U s e o f A n t i b i o t i c R e s i s t a n c e A n a l y s i s f o r

R e p r e s e n t a t i v e n e s s T e s t i n g o f M u l t i w a t e r s h e d L i b r a r i e s .

"

A p p l i e d a n d E n v i r o n m e n t a l

M i c r o b i o l o g y 6 9 (6 ) : 3 3 9 9 - 3 4 0 5 .

W ig g i n s
,
B . A . ( 19 9 6 ) ,

" D i s c r im m i n a n t A n a l y s i s o f A n t i b i o t i c R e s i s t a n c e P a t t e r n s i n F e c a l

S t r e p t o c o c c i , a M e t h o d t o D i f f e r e n t i a t e H u m a n a n d A n im a l S o u r c e s o f F e c a l P o l l u t i o n i n

N a t u r a l W a t e r s .

"

A p p l i e d E n v i r o n m e n t a l M i c r o b i o l o g v . 6 2 ( 1 1 ) :3 9 9 7 - 4 0 0 2 .

X i a , K . , A . B h a n d a r i
,
e t a l . ( 20 0 5 ) .

"

O c c u r r e n c e a n d F a t e o f P h a r m a c e u t i c a l s a n d P e r s o n a l C a r e

P r o d u c t s (P P C P s ) i n B i o s o h d s .

"

J o u r n a l o f E n v i r o n m e n t a l Q u a l i t y 3 4 ( 1 ) : 9 1 - 10 4 Y a n g ,

S a n d K . C a r l s o n (2 0 0 3 )
"

E v o l u t i o n o f A n t i b i o t i c O c c u r r e n c e i n a R i v e r T h r o u g h

Pr i s t i n e , U r b a n a n d A g r i c u l t u r a l L a n d s c a p e s .

" W a t e r R e s e a r c h 3 7 ( 19 ) : 4 6 4 5 - 4 65 6 .

Y a n g ,
S . a n d K C a r l s o n (2 0 0 3 ) .

"

E v o l u t i o n o f A n t i b i o t i c O c c u r r e n c e i n a R i v e r T h r o u g h

P r i s t i n e , U r b a n a n d A g r i c u l t u r a l L a n d s c a p e s .

" W a t e r R e s e a r c h 3 7 ( 19 ) : 4 64 5 - 4 65 6 .
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A p p e n d i c e s
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A p p e n d i x A : C a l c u l a t i o n s o f P h o s p h a t e a n d M a g n e s i u m I o n C o n c e n t r a t i o n s i n S e d i m e n t

D i l u e n t

M o l e c u l a r F o r m u la s a n d We i g h t s i n G r a m s o f P o t a s s i u m

D i h y d r o g e n P h o s p h a t e a n d M a g n e s i u m C h l o r i d e

F o r m u l a K H 2 P O 4 M ^ X̂ - iM ^ O

W e ig h t 13 6 0 7 20 2 4

E l e m e n t M o l e c u l a r W e i g h t s

P o t a s s i u m (K ) 3 9 1

P h o s p h o r o u s (P ) 3 0 97

O x y g e n ( O ) 16

M a g n e s i u m (M g) 24 3

C h lo r i n e (C I ) 3 5 . 0 5

H y d r o g e n ( H ) 1

R a t i o s o f I o n s t o t h e R e sp e c t i v e C o mp o u n d s

PO 4/ K H 2
P O 4 M g /M gC l 2

- 6H
2
0

0 70 0 . 12

P h o s p h a t e S t o c k S o l u t i o n

K H 2P O 4 (g / L ) 34

P 0
4 (g / L ) 2 3 7 3

Ma g n e s i u m S t o c k S o l u t i o n

M gC l 2 - 6 H
2
0 (g / L ) 8 1 1

M g (g / L ) 9 7 4

P h o sp h a t e i n 1 . 2 5 m L S t o c k S o l u t i o n (g ) 0 0 3

M a g n e s i u m i n 5 m L S t o c k S o l u t i o n (g ) 0 0 5

F i r m l P h o sp h a t e C o n c e n t r a t i o n i n 5 00 m L D I g / L 0 06

F i n a l M a g n e s i u m C o n c e n t r a t i o n i n 5 0 0 m L D I g / L 0 . 10

F i n a l P h o sp h a t e C o n c e n t r a t i o n i n 5 00 m L D I m g / L

F i n a l M a g n e s i u m C o n c e n t r a t i o n i n 5 0 0 m L D I m g / L

59 3 3

97 37

A - 1
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A p p e n d i x A : C a l c u l a t i o n s o f P h o s p h a t e a n d M a g n e s i u m I o n C o n c e n t r a t i o n s i n S e d i m e n t

D i l u e n t

M o l e c u l a r F o r m u l a s a n d W e i g h t s i n G r a m s o f P o t a s s i u m D ih y d r o g e n P h o s p h a t e a n d M a g n e s i u m

C h l o r id e

F o r m u l a K H
2
P O 4 M g C l 2 - 6H 2 0

W e ig h t = B 7 + ( 2 * B 12 ) + B 8 + (4 * B 9 ) = B 10 + ( 2 * B 1 1 )+ ( 12 * B 12 ) + ( 6 * B 9 )

E l e m e n t

P o t a s s iu m ( K )
P h o s p h o r o u s ( P )
O x y g e n (O )
M a g n e s i u m (M g)
C h l o r i n e ( C I )
H y d r o g e n (H )

M o l e c u l a r We ig h t s

3 9 . 1

3 0 . 9 7

16

24 3

3 5 0 5

1

R a t i o s o f I o n s t o t h e R e s p e c t i v e C o m p o u n d s

PO 4/ K H 2P O 4 M g/ M gC l2
- 6H 20

= (B 8 + (4 * B 9 )) / B 4 = B 10 / C 4

P h o sp h a t e S t o c k S o l u t i o n

K H
2
P O

4 ( g / L ) 3 4

P 0 4 (g / L ) = 3 4 * A 16

M a g n e s i u m S t o c k S o l u t i o n

M gC l 2
- 6 H

2
0 (g / L ) 8 1 . 1

M g ( g / L ) = 8 1 1 * B 16

P h o sp h a t e i n 1 . 2 5 m L S t o c k S o l u t i o n (g )
M a g n e s i u m i n 5 m L S t o c k S o l u t i o n (g )

= 6 2 0 * 1 . 2 5 / 10 00

= B 24 * 5 / 1 00 0

F i n a l P h o s p h a t e C o n c e n t r a t i o n i n 5 0 0 m L D I g / L = C 2 6 / 0 5

F i n a l M a g n e s i u m C o n c e n t r a t i o n i n 5 0 0 m L D I g / L = C 2 7 / 0 . 5

F i n a l P h o s p h a t e C o n c e n t r a t i o n i n 5 0 0 m L D I m g / L

F i n a l M a g n e s i u m C o n c e n t r a t i o n in 5 0 0 m L D I m g / L

= C 29 * 10 00

= C 30 * 10 00

A - 2
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A p p e n d i x B : D e h y d r a t e d M e d i a C o m p o s i t i o n a n d M e d i a - t o - W a t e r R a t i o s

T r y p t i c So y A g a r *

A p p r o x i m a t e F o r m u l a P e r L i t e r

Pa n c r e a t i c D i g e s t o f C a s e i n 1 5 . 0 g
E n z y m a t i c D i g e s t o f S o y b e a n M e a l 5 . 0 g
So d i u m C h l o r i d e 5 . 0 g
A g a r 1 5 . 0 g
Su s p e n d 4 0 g o f t h e p o w d e r i n 1 L o f p u r i fi e d w a t e r .

M a c C o n k e y A g a r w i t h o u t C r y s t a l V i o l e t *

A p p r o x i m a t e F o r m u l a P e r L i t e r

P a n c r e a t i c D i g e s t o f C a s e i n 10 . 0 g
P e p t i c D i g e s t o f A n im a l T i s s u e 10 . 0 g
L a c t o s e 10 0 g
B i l e Sa l t s 5 . 0 g
So d i u m C h l o r i d e 5 0 g

A g a r 1 2 . 0 g
N e u t r a l R e d 0 . 0 5 g
S u s p e n d 5 2 g o f t h e p o w d e r i n 1 L o f p u r i f i e d w a t e r .

M u e l l e r H i n t o n I I A g a r *

A p p r o x i m a t e F o r m u l a P e r L i t e r

B e e f E x t r a c t 2 . 0 g
A c i d H y d r o l y s a t e o f C a s e i n 1 7 . 5 g
S t a r c h 1 . 5 g
A g a r 1 7 0 g
Su s p e n d 3 8 g o f t h e p o w d e r i n 1 L o f p u r i fi e d w a t e r .

B - 1
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A p p e n d i x B : D e h y d r a t e d M e d i a C o mp o s i t i o n a n d M e d i a - t o - W a t e r R a t i o s

T r ip l e S u g a r I r o n A g a r *

A p p r o x i m a t e F o r m u l a P e r L i t e r

P a n c r e a t i c D i g e s t o f C a s e i n 10 . 0 g

P e p t i c D i g e s t o f A n i m a l T i s s u e 10 . 0 g

D e x t r o s e 1 . 0 g

L a c t o s e 10 . 0 g

S u c r o s e 10 . 0 g

F e r r o u s A m m o n i u m Su l f a t e 0 . 2 g
S o d i u m C h l o r i d e 5 . 0 g

S o d i u m T h i o s u l f a t e 0 . 2 g

A g a r 13 . 0 g

P h e n o l R e d 2 5 . 0 m g

S u s p e n d 5 9 4 g o f t h e p o w d e r i n 1 L o f p u r i f i e d w a t e r .

K l i g l e r I r o n A g a r *

A p p r o x i m a t e F o r m u l a P e r L i t e r

P a n c r e a t i c D i g e s t o f C a s e i n 10 . 0 g
P e p t i c D i g e s t o f A n i m a l T i s s u e 10 . 0 g
L a c t o s e 10 . 0 g

D e x t r o s e 1 0 g

S o d i u m Ch l o r i d e 5 . 0 g

F e r r i c A m m o n i u m C i t r a t e 0 . 5 g

S o d i u m T h i o s u l f a t e 0 . 5 g
A g a r 1 5 0 g

P h e n o l R e d 2 5 . 0 m |

Su s p e n d 5 2 g o f t h e p o w d e r i n 1 L o f p u r i f i e d w a t e r .

M e t h y l R e d - V o g e s P r o s k a u e r B r o t h *

A p p r o x i m a t e F o r m u l a P e r L i t e r

P a n c r e a t i c D i g e s t o f C a s e i n 3 . 5 g

P e p t i c D i g e s t o f A n i m a l T i s s u e 3 . 5 g

P o t a s s i u m P h o s p h a t e 5 . 0 g
D e x t r o s e 5 . 0 g
D i s s o l v e 17 g o f t h e p o w d e r i n 1 L o f p u r i f i e d w a t e r .

B - 2
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A p p e n d i x B : D e h y d r a t e d M e d i a C o m p o s i t i o n a n d M e d i a - t o - W a t e r R a t i o s

P u r p l e B r o t h B a s e *

A p p r o x i m a t e F o r m u l a P e r L i t e r

P a n c r e a t i c D i g e s t o f G e l a t i n 10 . 0 g

So d i u m C h l o r i d e 5 . 0 g
B r o m c r e s o l P u r p l e 0 . 0 2 g
Su s p e n d 15 g o f t h e p o w d e r i n 1 L o f p u r i f i e d w a t e r .

* h t tp : / / w w w . b d
. c o m / d s /p r o d u c t C e n t e r / D e hy d r a t e d C u l t u r e M e d ia A n d I n g r e d i e n t s . a s p

B i l e A e s c u l i n A g a r * *

A p p r o x i ma t e F o r m u l a P e r L i t e r

P e p t o n e

B i l e s a l t s

F e r r i c c i t r a t e

A e s c u l i n

A g a r

Su s p e n d 4 4 5 g i n 1 L o f d i s t i l l e d w a t e r .

8 .
0 g

2 0 . 0 g
0 . 5 g
1. 0 g
15 . 0 g

* * h t tp : / / w w w . o x o i d . c o m / u k / b l u e / i n d e x . a s p

m A e r o m o n a s A g a r * * *

A p p r o x i m a t e F o r m u l a P e r L i t e r

T r y p t o s e

D e x t r i n

Y e a s t E x t r a c t

So d i u m C h l o r i d e

P o t a s s i u m Ch l o r i d e

M a g n e s i u m S u l f a t e

I r o n C h l o r i d e
B r o m o t h y m o l b l u e

So d i u m D e s o x y c h o l a t e

A g a r

Su s p e n d 18 . 4 g i n 5 00 m l o f p u r i f i e d w a t e r .

5 . 0 g
1 1 . 4 g
2 . 0 g
3 . 0 g

2 . 0 g

0 . 1 g
0 . 0 6 g
0 . 0 8 g
0 . 1 g
13 . 0 g

* * '̂ h t t p : / / w w w e m d c h e m i c a l s . c o m / a n a l y t i c s / M ic r o _ M a H u a lJ T E D I Sd a t a /p r o d s/ l J ) 762 1J ) 5 0 0 . h t m l# c o m p o s i t i o n
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A p p e n d i x C : W a t e r a n d V o l a t i l e S o l i d s C o n t e n t f o r S e d i m e n t s a t t h e P r i m a r y S i t e

A U w e ig h t s i n g r a m s

P a n + S a m p le

S a m p le s T a k e n M a y 17
,
20 0 5

C r u c i b l e + S a m p l e

P a n W e t D r y W a t e t D r y B u r n e d V S

U S l

U S2

E l

E 2

D S l

D S 2

0 9 5 4 6 3 9 3 6 04 2 2 3% 5 1 3 4 50 9 6 0 74 %

0 96 3 8 8 7 3 1 0 9 2 0 0% 4 7 6 2 4 7 3 5 0 5 7%

0 9 6 4 8 4 1 3 8 46 20 6% 55 3 1 5 4 9 1 0 72 %

0 9 6 3 7 00 2 9 60 2 0 0% 4 7 0 7 4 6 7 3 0 72 %

0 97 4 3 5 2 3 6 1 7 1 6 9% 53 32 52 8 6 0 8 6%

0 9 6 4 2 8 6 3 4 9 5 1 8 5% 52 3 8 5 1 9 5 0 82 %

U S l

U S2

E l

E 2

D S l

D S2

S a m p l e s T a k e n M a y 26
,
20 0 5

P a n + S a m p l e

W e t

5 8 3 7

5 2 6 6

6 4 2

7 2 5 1

6 7 :

7 0 2 6

D r y

3 7 15

4 3 4 4

5 1 2 1

5 6 5 6

5 2 3 4

5 5 5 5

W a t e r

3 6 4 %

17 5 %

2 0 2 %

2 2 0 %

2 2 . 9 %

2 0 9 %

C r u c i b l e + S a m p l e

D r y

5 2 6 4

5 9 6 4

5 8 2 1

6 1 52

5 5 3 3

5 5 0 3

B u r n e d

50 7 5

5 9 U

57 81

6 0 9

50 53

54 4 3

V S

3 59 % ,

0 77 %

0 69 " '

o

1 0 1%

8 6 8°
,

1 0 9%

U S l

U S2

E l

E 2

D S l

D S2

P a n + S a m p l e

S a m p le s T a k e n J u n e 8 , 2 0 0 5

W e t

5 8 0 7

6 5 0 5

5 3 4 6

5 2 8 2

6 3 7 7

5 8 5 1

D r y

3 6 4 2

5 5 2 7

4 1 4 9

3 4 8 4

5 0 7 6

4 5 6 5

W a t e r

3 7 3 %

15 0 %

2 2 4 %

3 4 0%

2 0 4 %

2 2 0 %

C r u c i b l e + S a m p l e

D r y

5 2 9 3

6 5 4

5 5 9 9

4 9 9 1

6 1 8

5 7 5 6

B u r n e d

5 1 3 6

64 96

5 5 4 5

4 8 6 3

60 6 9

5 6 93

V S

2 9 7%

0 6 7%

0 9 6%

2 56 %

1

1 0 9%

S a m p l e s T a k e n Ju n e 2 2 , 20 0 5

U S l

U S2

E l

E 2

D S l

D S2

P a n + S a m p l e

W e t

4 0 4 3

6 5 7 7

5 3 6 7

55 4 9

62 3 4

62 6 9

D r y

25 7

5 3 9 3

4 2 1 6

4 4 8 2

5 2 7 4

5 2 16

W a t e r

3 7 9 %

16 2 %

2 2 8%
2 0 6 %

16 7 %

1 8 0 %

C r u c i b l e + S a m p le

D r y

4 3 0 3

6 4 3 7

5 1 6 2

6 0 2 2

6 2 2 2

6 3 8 4

B u r n e d

4 1 98

6 3 74

5 1

5 9 65

6 1 63

6 2 8 1

V S

2 44 %

0 9 8%

0 99 %

0 9 5 %

0 9 5 %

1 6 1 %

Sa m p l e s T a k e n Ju ly 6 , 2 00 5

U S l

U S2

E l

E 2

D S l

D S2

P a n + S a m p l e

W e t I D r y

86 3 5 6
"

5 7

54 82 4 5 3 5

70 4 3 53 4 8

4 4 9 6 3 6 1 0

42 7 6 3 3 6 9

5 8 2 3 3 8 3 5

W a t e r

2 1 7 %

17 3 %

24 1%

19 7 %

2 1 2 %

34 1%

C r u c ib l e + S a m p le

D r y B u r n e d

6 1 3 1 6 0 7 4

58 1 4 57 5

6 5 7 4 6 4 7 6

5 2 5 1 4 5

4 9 5 8 4 9 0 3

5 1 8 6 5 0 4 1

V S

0 9 3 %

1 10 %

1 4 9 %

1 0 6 %

1 11 %

2 8 0 %
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A p p e n d i x D : M a t e r i a l s a n d M e t h o d o l o g y f o r A n t i b i o t i c A n a l y s i s o f W a t e r C o l u m n

S a m p l e s T a k e n a t P ri m a r y S i t e

M a t e ri a l s . C i p r o f l o x a c i n w a s p u r c h a s e d f r o m I C N B i o c h e m i c a l s ( I r v i n e ,
C A ) ,

e n r o f lo x a c i n f r o m F l u k a (B u c h s , S w i t z e r l a n d ) a n d s i m a t o n e f r o m A c c u s t a n d a r d s (N e w

H a v e n
,
C T ) A l l o t h e r s t a n d a r d s w e r e o b t a i n e d f r o m S i g m a (S t . L o u i s

,
M O ) . D i s o d i u m

e t h y l e n e d i a m i n e t e t r a a c e t i c a c i d d e h y d r a t e (N a 2 E D T A ) w a s o b t a i n e d f r o m A l d r i c h

(M i l w a w k e e , W I ) . F o r m i c a c i d ,
H P L C g r a d e w a t e r , a c e t o n i t ri l e , a n d m e t h a n o l w e r e

p u r c h a s e d f r o m E M S c i e n c e (G i b b s t o w n , N J ) . L a b o r a t o r y g r a d e w a t e r ( L G W ) w a s

p r e p a r e d i n a w a t e r p u r i f i c a t i o n s y s t e m f r o m P u r e W a t e r S o l u t i o n s (H i l l s b o r o u g h ,
N C )

w h i c h p r e
- f i l t e r s f i n e s ( 1 fx m ) , r e m o v e s c h l o r i n e , r e d u c e s t o t a l o r g a n i c c a r b o n t o l e s s t h a n

0
. 2 p p m w i t h a n a c t i v a t e d c a r b o n r e s i n

,
a n d r e m o v e s i o n s t o 1 8 M o h m w i t h m i x e d b e d

i o n - e x c h a n g e r e s i n s .

So l i d P h a s e E x t r a c t i o n (S P E ). B e f o r e e x t r a c t i o n , t h e w a t e r s a m p l e w a s f i l t e r e d
t h r o u g h 0 7 \i m g l a s s fi b e r fi l t e r s (A h l s t r o m ,

W i n d s o r L o c k s , C T ) a n d t h e n 0 . 4 5 ^ m
n y l o n fi l t e r s t o r e m o v e n o n - d i s s o l v e d p a r t i c l e s T h e s a m p l e w a s t h e n e x t r a c t e d u s i n g a

2 0 0 m g h y d r o p h i l i c
- l i p o p h i l i c b a l a n c e (H L B ) r e s i n

,
a c o p o l y m e r o f

[p o l y (d i v i n y l b e n z e n e ) - c o - A^- v i n y l p y r r o h d o n e ) ] (W a t e r s I n c . , M i l f o r d , M A ) ,
c o n t a i n e d i n

a 6 m L c a r t r i d g e w h i c h w a s p r e c o n d i t i o n e d w i t h 6 m L m e t h a n o l , 3 m L a c i d i f i e d
m e t h a n o l (0 . 1% fo r m i c a c i d i n H P L C g r a d e m e t h a n o l

,
v / v ) ,

a n d 2 x 6 m L L G W T o e a c h

2 5 0 mL s a m p l e ,
1 m L o f a 2 . 5 g / L N a 2 E D T A s o l u t i o n w a s a d d e d

,
t h e s o l u t i o n p H

a dj u s t e d t o 6 w i t h 1% s u l f u r i c a c i d , a n d t h e s o l u t i o n t h e n e x t r a c t e d t h r o u g h t h e H L B

c a r t r i d g e a t a fl o w r a t e o f ~ 5 m L / m i n u s i n g a 12 - p o s i t i o n v a c u u m m a n i fo l d (F i s h e r

Sc i e n t i fi c
,
P i t t s b u r g ,

P A ) . A f t e r e x t r a c t i o n , t h e c a rt r i d g e w a s r i n s e d w i t h 2 x 6 m L L GW
a n d v a c u u m d r i e d f o r a b o u t 5 m i n u t e s . T h e r e t a i n e d a n a l y t e s w e r e s u b s e q u e n t l y e l u t e d

w i t h 4 x 2 m L a c i d i f i e d m e t h a n o l i n t o a gl a s s t e s t t u b e . T h e e l u e n t f r o m t h i s s o l i d p h a s e

e x t r a c t i o n w a s r e d u c e d t o ~ 10 0 [x L u n d e r a g e n t l e s t r e a m o f n i t r o g e n a t ~ 4 5 ° C a n d t h e

e x t r a c t t h e n r e c o n s t i t u t e d t o ~ 2 5 0 \i L i n a s o l v e n t m i x t u r e o f L G W / m e t h a n o l ( 9 : 1 ) t o

w h i c h 10 (x L o f a 1 .
2 5 m g / L s i m a t o n e s o l u t i o n i n m e t h a n o l w a s a d d e d a s t h e i n t e r n a l

s t a n d a r d (I . S . ) . T h e e x t r a c t w a s t h e n fi l t e r e d t h r o u g h a 4 m m i . d . 0 . 4 5 [i m p o r e s i z e

c e l l u l o s e a c e t a t e s y ri n g e fi l t e r (N a t i o n a l S c i e n t i f i c
,
D u l u t h

,
C A ) ,

t r a n s f e r r e d t o a n a m b e r

a u t o s a m p l e r v i a l , a n d s t o r e d a t - 15
°

C u n t i l L C - M S / M S a n a l y s i s w h i c h w a s c a r r i e d o u t

w i t h i n 3 d a y s o f e x t r a c t i o n .

L i q u i d C h r o m a t o g r a p h y T a n d e m M a s s S p e c t r o m e t r y . T h e L C - M S s y s t e m c o n s i s t s

o f a P r o S t a r 2 10 s o l v e n t d e l i v e r y m o d u l e e q u i p p e d w i t h a P r o St a r 4 3 0 a u t o s a m p l e r a n d a

V a r i a n 1 2 0 0 L t r i p l e s t a g e q u a d r u p o l e m a s s s p e c t r o m e t r y w i t h a d u a l o f f - a x i s e l e c t r o s p r a y
i o n i z a t i o n (E S I ) i n t e r f a c e (V a r i a n I n c . , W a l n u t C r e e k , C A ) . T h e 12 a n t i b i o t i c s w e r e

s e p a r a t e d i n a s i n g l e c h r o m a t o g r a p h i c r u n o n a P u r s u i t C - 18 g u a r d (3 c m x 2 m m , 3 |j m )
a n d a n a l y t i c a l ( 15 c m x 2 m m ,

3 |j m ) c o l u m n (V a r i a n I n c
,
W a l n u t C r e e k

,
C A ) u s i n g t h e

g r a d i e n t m e t h o d s h o w n i n T a b l e D l . M o b i l e p h a s e A w a s 0 . 1% f o r m i c a c i d ( v / v ) i n
w a t e r a n d ph a s e B w a s 10 0 % a c e t o n i t r i l e a n d t h e t o t a l fl o w r a t e w a s 0 . 2 m L /m i n T h e

i n j e c t i o n v o l u m e w a s 2 0 [i L .

A l l a n a l y t e s w e r e i o n i z e d i n p o s i t i v e i o n m o d e . T h e n e b u l i z e r n e e d l e v o l t a g e a n d s h i e l d

v o l t a g e w e r e s e t a t 5 0 0 0 V a n d 60 0 V , r e s p e c t i v e l y . T h e o p t i m a l i o n - t r a n s f e r v o l t a ge w a s

6 0 V . N i t r o g e n w a s u s e d a s d r y i n g g a s a t a fl o w r a t e o f 4 L / m i n a t 30 0 ° C a n d w a s

a l s o u s e d a s t h e n e b u l i z e r g a s a t a fl o w r a t e o f 1 L / m i n T h e E S I c h a m b e r t e m p e r a t u r e

D - 1
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A p p e n d i x D : M a t e ri a l s a n d M e t h o d o l o g y f o r A n t i b i o t i c A n a l y s i s o f W a t e r C o l u m n

S a m p l e s T a k e n a t P ri m a r y S i t e

w a s 5 0 ° C . T h e a n a l y t e s w e r e d e t e c t e d i n M S/ M S u s i n g t h e m e t h o d i n T a b l e D 2 a t a

c o l l i s i o n g a s (a r g o n ) p r e s s u r e o f 2 . 6 m T o r r .

D e t e c t i o n
, Q u a n t i t a t i o n

,
a n d Qu a l i t y C o n t r o l . D e t e c t i o n w a s b a s e d o n t h e

i d e n t i f i c a t i o n o f t h e m o s t s e n s i t i v e p r o d u c t i o n w i t h a s i g n a l - t o - n o i s e r a t i o h i g h e r t h a n 3

a n d c o m p a ri s o n o f t h e r e t e n t i o n t i m e o f t h e u n k n o w n t o t h a t o f t h e s t a n d a r d c o m p o u n d

T h e m e t h o d o f s t a n d a r d a d d i t i o n w a s u s e d f o r c a l i b r a t i o n i n w h i c h t h e s a m p l e w a s

d i v i d e d i n t o s e v e r a l e q u a l p o r t i o n s w i t h t w o o f t h e m n o t s p ik e d a n d t h e o t h e r s s p i k e d

w i t h a n a l y t e s f o r t w o c o n c e n t r a t i o n s . C a l i b r a t i o n c u r v e s w e r e c o n s t r u c t e d b y p l o t t i n g t h e

r a t i o o f t h e a n a l y t e q u a n t i f y i n g i o n r e s p o n s e t o t h e r e s p o n s e o f i o n f o r t h e I . S a g a i n s t t h e

s p i k e d c o n c e n t r a t i o n s .
T h e c o n c e n t r a t i o n o f t h e a n a l y t e i n e a c h n o n - s p i k e d s a m p l e w a s

o b t a i n e d b y e x tr a p o l a t i o n o f t h e c a l i b r a t i o n c u r v e .

T a b l e D l . G r a d i e n t M e t h o d f o r L C Se p a r a t i o n o f

T i m e (m i n )
0

18
2 1

2 3

2 5

3 8

A n t i b io t i c s

A (% )
8 5

0

0
0

8 5

8 5

B (% )
15

5 0
100
100

15

15

C o m p o u n d

T a b l e D 2
.
M S/M S m e t ho d

P r e c u r s o r I o n P r o d u c t I o n s (O p t i m a l C o l l i s i o n

[M + H ]
^

V o l t a g e , e V )

T e t r a c y c l i n e

C h l o r t e t r a c y c l i n e

D o x y c y c l i n e

4 4 5 . 0

4 7 9 . 0

4 4 5 .
0

4 10 . 0 ( 1 8 ) ;
4 4 4 0 ( 19 ) ;
4 2 8 .

0 ( 17 ) ;

4 2 7 0 ( 12 )
15 4 0 (2 4 )
154 . 0 (2 4 )

N o r f l o x a c i n

C i p r o f l o x a c i n

O x o l i n i c a c i d

H u m e q u i n e

T r im e t h o p r im

S u l f a m e t h o x a z o l e

E r y t h r o m y c i n
- H i O

Si m a t o n e ( I S)

3 2 0 . 0

3 32 0

2 62 0

2 6 2 0

2 9 1 0

2 5 4 . 0

7 16 . 4

19 8

2 76 . 0 ( 17 ) ; 2 3 3 . 0 (2 3 )
2 8 8 0 ( 17 ) ; 2 4 5 0 (2 3 )
2 44 . 0 ( 15 ) ; 2 16 . 0 (2 7 )
2 44 0 ( 15 ) ; 2 0 2 0 (3 0 )

2 30 0 (2 3 ) ;
15 6 0 ( 14 ) ;
15 8 . 0 (2 2 ) ;

1 2 8 ( 18 )

12 3 0 (2 1)
10 8 0 (2 0 )
5 5 8 . 0 ( 16 )
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A p p e n d i x E : C o n c e n tr a t i o n s o f A n t i b i o t i c s P e r t i n e n t t o T h i s S t u d y F o u n d i n t h e E f f l u e n t

a n d D o w n s t r e a m S a m p l i n g S t a t i o n a t t h e P r i m a r y S i t e

A n t i b i o t i c
C o n c e n t r a t i o n

( n g / L ) i n E ff l u e n t *

D a t e of D o w n s t r e a m S a mp l e (D S ) * * a n d C o n c e n t r a t i o n ( n g / L )
1 0 - M a y 3 1 - Ma y 8 - J u n 2 2 - J u n A v e r a g e

C i p r o fl o x a c i n 1 4 0 26 1 0 1 4 10 15

T e t r a c y c l i n e 1 3 38 17

T r i m e t h o p r i m 3 0 9 136 14 7 4 8 117 112

Su l f a m e t h o x a z o l e 1 5 14 97 6 4 32 3 15 8 17 6 3 5
* E f f l u e n t s a m p l e s t a k e n M a y ,

10 20 0 5 ; a l ] s a m p le s t a k e n i n 2 0 0 5
* * D S c o r r e s p o n d s t o t h e s a m p l i n g s t a t i o n D S r e f e r r e d to i n t e x t

E - 1
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A p p e n d i x F : P o l y m e r a s e C h a i n R e a c t i o n P r o c e d u r e s

T e m p l a t e P r e p a r a t i o n

C o l o n i e s w e r e g r o w n o v e r n i g h t o n n o n - s e l e c t i v e T S A p l a t e s . O n e l o o p f u l o f
b a c t e r i a w a s a d d e d t o s e p a r a t e l OO î L p o r t i o n s o f R N A s e - f r e e w a t e r (S i g m a

,
S t L o u i s

,

M O ) i n P C R r e a c t i o n t u b e s . T h e s a mp l e s w e r e a d d e d u s i n g a s t e r i l e s t i c k a n d t h e

s u s p e n s i o n i s m i x e d b y s t i r r i n g . B a c t e r i a l D N A w a s r e l e a s e d b y h e a t i n g t h e t u b e s f o r 1 0

m i n
.
a t 9 9 ° C .

A f t e r c e n t r i f u g i n g t h e t u b e s a t 1 3 , 0 0 0 x g f o r 3 0 s e c o n d s
,
t h e s u p e r n a t a n t

w a s e i t h e r u s e d d i r e c t ly i n t h e P C R o r s t o r e d a t - 2 0
° C

I d e n t i fi c a t i o n o f A e r o m o n a s i s o l a t e s b y P C R
D N A o f a l l A e r o m o n a s i s o l a t e s w a s t e s t e d b y PC R a m p l i fi c a t i o n o f a r e g i o n o f

t h e l i p g e n e f o r A . h y d r o p h i l a (C a s c o n e t a l .

,
1 9 9 6 ) a n d o f a r e g i o n o f t h e 16 S r R N A g e n e

f o r A . c a v i a e (N a y d u c h e t a l . 2 0 0 1 ) . F o r e a c h b a c t e r i a l s a m p l e ,
a m i x t u r e o f 12 . 5 ^ L o f

t h e H o t S t a r T a q M a s t e r m i x f r o m t h e Q i a g e n K i t (V a l e n c i a
,
CA ) ,

2 0 p m o l o f f o r w a r d a n d
r e v e r s e p r i m e r ( s ) ( s e e T a b l e F - 1 ) , a n d e n o u g h R N A s e f r e e w a t e r t o r e a c h a f i n a l v o l u m e

o f 2 5 . 0 [x L w a s p r e p a r e d . A l a r g e m i x t u r e o f b o t h t h e M a s t e r m i x a n d p r im e r s w a s

i n d i v i d u a l l y p r e p a r e d , d i s p e n s e d i n 5 0 [i L a l i q u o t s i n t o 0 . 6 n i L t h i n P C R r e a c t i o n t u b e s

(F i s h e r Sc i e n t i f i c
,
P i t t s b u r g h ,

P A ) a n d f r o z e n a t - 2 0 ° C f o r f u t u r e u s e Wh e n n e e d e d , t h e

M a s t e r m i x a n d p ri m e r s w e r e t h a w e d s l o w l y o n i c e a n d m i x e d b y f l i c k i n g t h e c o n t a i n e r s .

P r i m e r s a n d w a t e r a r e m i x e d i n t o t h e M a s t e r m i x b y p ip e t i n g u p a n d d o w n . P i p e t t i p s a r e

c h a n g e d a f t e r e a c h u s e .

T w o ^ L o f t h e b a c t e r i a l t e m p l a t e D N A w e r e a d d e d t o e a c h P C R r e a c t i o n t u b e
c o n t a i n i n g t h e P C R M a s t e r m i x a n d p r im e r s . T h e s o l u t i o n w a s m i x e d b y p i p e t i n g u p a n d
d o w n . T h e P C R w a s c a r ri e d o u t i n a P T C - 2 00 t h e r m a l c y c l e r (M J R e s e a r c h ,

W a t e r t o w n ,

M A ) a n d c o n s i s t e d o f a c t i v a t i o n o f t h e T a q p o l y m e r a s e a t 9 5
°

C f o r 1 5 m i n .

,
f o l l o w e d b y

4 0 c y c l e s o f 9 4
°

C f o r 30 s e c , 5 0
°

C f o r 3 0 s e c , 7 2
°

C fo r 3 0 s e c , a n d a 7 m i n . fi n a l

e x t e n s i o n a t 7 2
°

C fo r t h e a m p l i fi c a t i o n o f a 7 6 0 b p f r a gm e n t o f t h e l i p g e n e o f A .

h y d r o p h i l a a n d 4 0 c y c l e s o f 9 4
°

C f o r 1 m i n
,
6 0

°

C f o r 1 m i n . , 7 2
°

C f o r 1 m i n .

,
a n d a 1 0

m i n . fi n a l e x t e n s i o n a t 7 2
°

C f o r t h e a m p l i fi c a t i o n o f a 4 5 0 b p p r o d u c t o f t h e 16 S g e n e o f

A . c a v i a e

T h e P C R p r o d u c t s ( 5 |i L ) w e r e e l e c t r o p h o r e s e d o n a 2 % a g a r s o s e g e l w h i c h w a s

p r e p a r e d a s f o l l o w s : 10 0 m L o f T r i s - A c e t a t e - E D T A (T A E ) b u f f e r s o l u t i o n (S i g m a

A l d r i c h , S t . L o u i s
,
M O ) w a s a dd e d t o a 2 5 0 m L g l a s s E r l e n m e y e r fl a s k w i t h 2 g o f

a g a r o s e g e l ( I n v i t r o g e n , C a r l s b a d , C A ) a n d t h e s o l u t i o n w a s s w i r l e d t o m i x . T h e fl a s k

w a s c o v e r e d a n d t h e s o l u t i o n h e a t e d i n a m i c r o w a v e (G o l d s t a r ) f o r 1 m i n u t e . T h e fl a s k
w a s r e m o v e d a n d t h e s o l u t i o n s w i r l e d ,

t h e n h e a t e d a g a i n fo r a n o t h e r m i n u t e i n o r d e r f o r

t h e m e d i a t o d i s s o l v e i n t o s o l u t i o n T h e m i x t u r e w a s c o o l e d s l i gh t l y a n d 4 jx L o f

e t h i d i u m b r o m i d e (10 m g / m l ,
P r o m e g a ,

M a d i s o n ,
W I ) w a s a d d e d . T h e s o l u t i o n w a s

p o u r e d i n t o t h e e le c t r o p ho r e s i s g e l c h a m b e r a n d c o m b s w e r e p l a c e d i n s o l u t i o n t o f o r m

w e l l s A f t e r t h e s o l u t i o n c o o l e d f o r 4 0 m i n u t e s
,
t h e c o m b s w e r e r e m o v e d a n d t h e g e l

c o v e r e d w i t h s i n g l e s t r e n g t h T A E b u f f e r .

U s i n g a 2 0 [x L u n f i l t e r e d p i p e t , 1 fx L o f 6 X l o a d i n g d y e w a s m i x e d i n a w e l l p l a t e

w i t h 5 fx L o f P C R p r o d u c t f r o m e a c h s a mp l e . T h e l o a di n g d y e w a s p r e p a r e d i n t h e

l a b o r a t o r y ,
a n d c o n s i s t s o f 3 0% g l y c e r o l (F i s h e r S c i e n t i fi c

,
P i t t s b u r g h ,

P A ) a n d 0 2 5 %

b r o m o p h e n o l b l u e (S i g m a - A l d r i c h
,
S t . L o u i s , M O ) i n D I w a t e r ; t h i s p r e p a r a t i o n w a s

a u t o c l a v e d t o e n s u r e s t e r i l i z a t i o n . E a c h s a m p l e w a s t h e n a d d e d t o s e p a r a t e w e l l s i n t h e

ge l ,
b e i n g c a r e f u l n o t t o c o n t a m i n a t e b e t w e e n s e p a r a t e l a n e s . A m o l e c u l a r w e i g h t D N A
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A p p e n d i x F : P o l y m e r a s e C h a i n R e a c t i o n P r o c e d u r e s

s t a n d a r d ( 10 0 b p m a r k e r ) (P r o m e g a ,
M a d i s o n , W I ) w a s r u n o n e a c h g e l t o m a r k t h e s i z e

o f t h e p r o d u c t s .
T h e c h a m b e r w a s c o v e r e d a n d t h e e l e c t r o d e s c o n n e c t e d t o t h e p o w e r

s u p p l y . T h e s a m p l e s r a n o n t h e g e l f o r a p p r o x im a t e l y 4 5 m i n u t e s a t 1 2 0 v o l t s a f t e r w h i c h

t h e g e l w a s v i e w e d u n d e r a 3 0 0 n m U V l i gh t t o v i s u a l i z e t h e P C R p r o d u c t s . A . h y d r o p h i l a

A T C C 7 9 6 6 a n d A . c a v i a e A T C C 7 9 6 6 w e r e u s e d fo r e a c h P C R e x p e r im e n t a s p o s i t i v e

c o n t r o l s
, a n d a w a t e r b l a n k w a s i n c l u d e d a s a n e g a t i v e c o n t r o l . S a m p l e s t h a t d i s p l a y e d a

v i s i b l e b a n d o f t h e a p p r o p r i a t e s i z e ( 7 6 0 b p f o r t h e l i p PC R a n d 4 5 0 b p f o r t h e 1 6 S P C R )
w e r e c o n s i d e r e d A e r o m o n a s p o s i t i v e .

D N A s e q u e n c i n g a n d s e q u e n c e a n a l y s i s

PC R p r o du c t s (b o t h s t r a n d s ) w e r e s e q u e n c e d u s i n g t h e PC R p r im e r s a f t e r p u r i f i c a t i o n

w i t h a QI A q u i c k PC R p u r i f i c a t i o n k i t (Qi a g e n ) D N A s e q u e n c i n g w a s p e r f o r m e d a t t h e

L i n e b e r g e r S e q u e n c e f a c i l i t y (U N C c a m p u s . C h a p e l H i l l , N C ) u s i n g t h e B i g D y e

T e r m i n a t o r C y c l e Se q u e n c i n g R e a d y r e a c t i o n K i t (P E A p p l i e d B i o s y s t e m s ) . M u l t i p l e

a l i g n m e n t s o f n u c l e o t i d e s a n d de d u c e d a m i n o a c i d s e q u e n c e s w i l l b e g e n e r a t e d u s i n g
C l u s t a l W a n d c o m p a r e d t o r e f e r e n c e s t r a i n s o b t a i n e d f r o m G e n B a n k .

T a b l e F - 1 O l i g o n u c l e o t id e P r i m e r s U s e d i n T h i s St u dy

P r i m e r ID D N A s e q u e n c e (5
'
- 3 '

) T a r ge t G e n e P o s i t i o n s

L i p l A A C C T G G T T C C G C T C A A G C C G T T G l i p a s e A h y d r o p h i l a 4 4 2 - 4 6 7

L i p 2 T T G C T C G C C T C G G C C C A G C A G C T l i p a s e A h y d r o p h i l a 1 18 1 - 1 20 5

16 S - f w T A G C T T G C T A C T T T T G C C G G 16 S A h y d r o p h i l a 7 5 - 94

16 S - r v C A C A G C C A G C A G R T A T T A G C Y A C T 16 S A h y d r o p h i l a 4 12 - 4 3 5
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A p p e n d i x G : We i g h t s o f A n t i b i o t i c s U s e d i n St o c k S o l u t i o n s f o r M i c r o d i l u t i o n P l a t e s

A n t i b i o t i c
R e q u i r e d

W e i g h t (m g )

A c t u a l

W e i g h t (m g )

C i p r o f l o x a c i n 1 6 3 T O "

S u l f a m e t h o x a z o l e 1 0 4 5 10 4 4 . 5

T e t r a c y c l i n e 6 9 . 3 6 9 . 6

T r i m e t h o p r i m 3 2 . 5 3 2 . 5

G - 1
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A p p e n d i x H : M i n im u m I n h i b i t o r y C o n c e n t r a t i o n s o f A n t i b i o t i c s P e r t i n e n t t o t h i s St u d y
f o r C o n t r o l B a c t e r i a

E n t e r o b a c t e r i a c e a e / E . c o l i *

S u s c e p t i b l e I n t e r m e d i a t e R e s i s t a n t

A n t ib io t i c C o n c e n t r a t i o n (m c g / m L )

T e t r a c y c l i n e < = 4 8 > = 16

C ip r o f l o x a c in < = 1 > = 4

T r im e t h o p r im / Su l f a m e t h o x a z o le < = 2 / 3 8 > = 4 / 7 6

T r i m e t h o p r i m < = 8 > = 16

S u lf a m e t h o x a z o l e < = 2 5 6 > = 5 12

P . a e r u g i n o s a A '
. c h o l e r a ^

S u s c e p t i b le I n t e r m e d i a t e R e s i s t a n t

A n t ib i o t i c C o n c e n t r a t i o n (m c g / m L )

T e t r a c y c l i n e < = 4 > = 16

C ip r o f l o x a c in < = 1 > = 4

T r im e t h o p r im / S u l fa m e t ho x a z o l e < = 2 / 38 > = 4/ 7 6

S u l f a m e t h o x a z o l e < = 2 5 6 > = 5 12

V . c h o l e r a * *

S u s c e p t i b le I n t e r m e d i a t e R e s i s t a n t

Z o n e D ia m e t e r (mm )

T r im e t h o p r i m / S u l f a m e t h o x a z o le > = 16 1 1 - 1 5 < = 10

^ N a t i o n a l C o mm i t t e e f o r C l i n i c a l L a b o r a t o r y St a n d a r d s ,

"

P e r f o r m a n c e St a n d a r d s f o r

A n t im i c r o b i a l Su s c e p t i b i l i t y T e s t i n g
"

; 1 2
" '
I n f o r m a t i o n a l Su p p l e m e n t

,
M 100 - S 12

,
V o l .

2 2 N o .
1

, W a y n e ,
P a : N a t i o n a l C o m m i t t e e f o r C l i n i c a l L a b o r a t o r y S t a n d a r d s ; 2 0 0 2

* * N a t i o n a ] C o m m i t t e e f o r C l i n i c a l L a b o r a t o r y S t a n d a r d s ,

"

P e r f o r m a n c e St a n d a r d s fo r

A n t im i c r o b i a l D i s k Su s c e p t i b i l i t y T e s t s
"

. 8
" '

e d . A p p r o v e d S t a n d a r d M 2 - A 8 , V o l . 2 3 N o .

1 , W a y n e , P a : N a t i o n a l C o m m i t t e e f o r C l i n i c a l L a b o r a t o r y S t a n d a r d s ; 2 00 3
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A p p e n d i x I : A n t i b i o t i c R e s i s t a n c e S c o r e s f o r P r im a r y S i t e I s o l a t e s

L e g e n d f o r A p p e n d ix I

I s o l a t e L a b e l

M C #

U S

E

D S

M o r g a n C r e e k , # t h s a m p l i n g e x c u r s i o n

U p s t r e a m s e d i m e n t s a m p le

S e d i m e n t s a m p l e t a k e n c l o s e t o e f f l u e n t d i s c h a r g e

D o w n s t r e a m s e d i m e n t s a m p le

N u m be r s f o l l o w i n g t h e s a m p le s t a t i o n l a b e l s r e fe r t o t h e r e p l i c a t e s a m p l e n u m b e r

( ] o f 2
,
2 o f 2 ) ,

a n d t h e n u m b e r a s s i g n e d t o t h e i s o l a t e

C o r r e s p o n d i n g D a t e s o f S a m p l e E x c u r s i o n s

M C 2

M C 3

M C 4

M C 5

M C 6

M C 7

A p n l l 2 , 2 0 0 5

M a y 17
,
20 0 5

xM a y 2 6
,
20 0 5

Ju n e 8
,
2 00 5

J u n e 2 2
,

2 0 0 5

J u ly 6
,

20 0 5

A n t i b i o t i c L a b e l

C I P

S U L

T E T

T R I

T M P / S M X

C i p r o f l o x a c i n

S u l f a m e th o x a z o l e

T e t r a c y c l i n e

T r i m e t h o p r i m

T r i m e t h o p r i m / S u l f a m e t h o x a z o l e

S c o r e R e s u l t s

0

1

2

M e a n

S t D e v

V a r

T o t a l

T o t a l , n o s u l ,
n o t r i

S u s c e p t i b l e

I n t e r m e d i a t e

R e s i s t a n t

M e a n

S t a n d a r d D e v i a t i o n

V a r i a n c e

S u m o f a l l s c o r e s

S u m o f s c o r e s u s i n g T M P / SM X c o m b o o n l y ,

n o t a s i n d e p e n d e n t d r u g s

I - l
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A p p e n d i x I : A n t i b i o t i c R e s i s t a n c e S c o r e s f o r P r i m a r y S i t e I s o l a t e s

C I P S U L T E T T R l
T M P

S M X
T o t a l

T i ) t : i l n o

s u l
,
t r i

I s o l a t e

A n t i b i o t i c

C I P S U L TE T T R I
T M P

S M X
T o t a l

T i i t i U n o

s u l
,
t r i

I s o l a t e

C l P SU L T E T T R I
T M P

S M X
T o t a l

T i i U i I n o

s u l
,
t r i

M C 3

M C 3

M C 3

MC 3

M C 3

M C 3

M C 3

M C 3

M C 3

M C 3

M C 3

M C 3

M C 3

M C 3

M C 3

M C 3

M C 3

M C 3

M C 3

MC 3

MC 3

M C 3

MC 4

MC 4

M C 4

M C 4

MC 4

M C 4

M C 4

M C 4

M C 4

M C 4

M C 4

M C 4

M C 4

M C 4

M C 4

M C 4

M C 4

MC 4

M C 4

M C 5

M C 5

MC 5

MC 5

MC 5

M C 5

MC 5

MC 5

MC 5

U S I 2

U S l 3

U S I 6

U S l 9

U S I 1 0

U S l 1 1

U S l 1 2

U S l 1 6

U S2 1

U S2 2

U S2 3

U S2 5

U S2 1 0

U S2 1 2

U S2 1 3

U S2 1 4

U S2 1 5

U S2 1 7

U S 2 2 0

U S 2 2 2

U S 2 2 3

U S 2 2 4

U S l

U S l

U S l

U S l

U S l

U S l

U S l

U S l

U S l

U S l

U S l

U S l 1 6

U S2 2

U S2 5

U S2 6

U S2 1 0

U S2 1 2

U S 2 1 3

U S 2 1 6

U S l 1

U S l 3

U S l 6

U S l 8

U S l 1 3

U S l 1 5

U S l 1 8

U S 2 5

U S 2 1 2

M C 3 E 1 1

M C 3 E l 2

M C 3 E 1 4

M C 3 E 2 I

M C 3 E 2 2

M C 3 E 2 3

M C 3 E 2 4

M C 3 E 2 5

M C 3 E 2 6

M C 3 E 2 7

M C 3 E 2 8

M C 3 E 2 9

M C 3 E 2 10

M C 3 E 2 14

M C 3 E 2 15

M C 3 E 2 16

M C 4 E 1 1

M C 4 E l 2

M C 4 E 1 3

M C 4 E 1 4

M C 4 E 1 7

M C 4 E 1 1 0

M C 4 E 1 1 4

M C 4 E 1 16

M C 4 E 2 I

M C 4 E 2 2

M C 4 E 2 3

M C 4 E 2 5

M C 4 E 2 7

M C 4 E 2 8

M C 4 E 2 9

M C 4 E 2 13

M C 4 E 2 1 4

M C 4 E 2 15

M C 4 E 2 1 6

M C 5 E l 2

M C 5 E l 4

M C 5 E 1 1 2

M C 5 E 1 15

M C 5 E 1 1 7

M C 5 E 1 1 9

M C 5 E 2 1

M C 5 E 2 2

M C 5 E 2 4

M C 5 E 2 5

M C 5 E 2 6

M C 5 E 2 7

M C 5 E 2 9

M C 5 E 2 1 0

M C 5 E 2 1 3

MC 3 D S l 1

M C 3 D S l 2

MC 3 D S l 4

MC 3 D S l 8

M C 3 D S 1 9

M C 3 D S 1 1 0

M C 3 D S 1 1 1

M C 3 D S 1 1 2

M C 3 D S l 1 3

M C 3 D S 1 1 4

M C 3 D S I 1 6

M C 3 D S2 1

MC 3 D S2 2

M C 3 D S2 3

M C 3 D S2 5

M C 3 D S2 7

M C 3 D S2 8

M C 3 D S2 9

M C 3 D S2 1 0

M C 3 D S 2 1 3

M C 3 D S 2 1 6

M C 4 D S l 2

M C 4 D S 1 4

M C 4 D S 1 6

MC 4 D S 1 1 2

MC 4 D S 1 1 6

MC 4 D S 2 1

M C 4 D S 2 4

M C 4 D S 2 6

MC 4 D S 2 9

M C 5 D S 1 4

M C 5 D S l 5

M C 5 D S 1 7

MC 5 D S 1 8

MC 5 D S 1 1 1

MC 5 D S l 1 4

M C 5 D S 1 1 7

MC 5 D S 2 1

M C 5 D S 2 2

M C 5 D S 2 3

M C 5 D S 2 5

M C 5 D S 2 6

M C 5 D S 2 8

M C 5 D S 2 1 0

M C 5 D S 2 1 1

M C 5 D S 2 1 2

M C 5 D S 2 1 3

M C 5 D S 2 1 6

M C 5 D S 2 1 7

MC 7 D S 1 2

M e a n

St D e v

V a r

0 1

0 6

0 3 9 3

M e a n

S t D e v

V a r

1 1

1 8

3 4 14

M e a n 0 8

S t D e v 1 2

1 5
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A p p e n d i x J : t - T e s t C o m p a r i s o n o f B a c t e r i a l C o n c e n t r a t i o n s i n t h e W a t e r C o l u m n a n d

Se d i m e n t s o f t h e P r e l im i n a r y S i t e

S t u d e n t
'

s f - T e s t : R e s u l t s

C o m p a r i s o n o f t h e A v e r a g e s o f t h e L o g B a c t e r i a l C o n c e n t r a t i o n s i n Wa t e r a n d

S e d i m e n t

T h e r e s u l t s o f a n u n p a i r e d t - t e s t p e r f o r m e d a t 13 : 1 1 o n 1 l - O C T - 2 0 0 5

t = 2 1
. 0

s d e v = 0 . 3 89
d e g r e e s o f f r e e d o m = 2 2 T h e p r o b a b i l i t y o f t h i s r e s u l t , a s s u m i n g t h e n u l l h y p o t h e s i s , i s

l e s s t h a n . 0 0 0 1

G r o u p A : N u m b e r o f i t e m s = 12 (S e d im e n t C o n c e n t r a t i o n s )
5 . 0 0 5 . 0 0 5 . 0 0 5 . 0 0 5 . 00 5 . 0 0 5 . 0 0 5 . 0 0 5 . 0 0 5 . 0 0 6 . 0 0 6 . 0 0

M e a n = 5 . 1 7

9 5 % c o n f i d e n c e i n t e r v a l f o r M e a n : 4 . 9 3 4 t h r u 5 . 4 0 0

S t a n d a r d D e v i a t i o n = 0 . 3 8 9

H i = 6 . 0 0 L o w = 5 . 0 0

M e d i a n = 5 0 0

A v e r a g e A b s o l u t e D e v i a t i o n f r o m M e d i a n = 0 . 16 7

G r o u p B : N u m b e r o f i t e m s = 12 (W a t e r C o n c e n t r a t i o n s )
1 0 0 1 00 2 . 0 0 2 0 0 2 0 0 2 . 0 0 2 . 0 0 2 0 0 2 . 0 0 2 . 0 0 2 . 0 0 2 . 0 0

M e a n = 1 . 8 3

9 5 % c o n f i d e n c e i n t e r v a l f o r M e a n : 1 . 6 0 0 t h r u 2 . 0 6 6

St a n d a r d D e v i a t i o n = 0 . 3 8 9

H i = 2 0 0 L o w = 1. 0 0

M e d i a n = 2 . 0 0

A v e r a g e A b s o l u t e D e v i a t i o n f r o m M e d i a n = 0 . 16 7

J- 1
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A p p e n d i x K : B i o c h e m i c a l T e s t R e s u l t s f o r P r i m a r y S i t e I s o l a t e s

L e g e n d f o r A p p e n d i x K
I s o l a t e L a b e l

M C # M o r ga n C r e e k
,
# l h s a m p l i n g e x c u r s i o n

U S U p s t r e a m s e d i m e n t s a m p le

E S e d i m e n t s a m p l e t a k e n c l o s e t o e ffl u e n t d i s c h a r g e

D S D o w n s t r e a m s e d i m e n t s a m p le

N u m b e r s f o l l o w i n g t h e s a m p le s t a t i o n l a b e l s r e f e r t o t h e r e p l i c a t e

s a m p l e n u m be r ( 1 o f 2
,
2 o f 2 ),

a n d t h e n u m b e r a s s i g n e d t o t h e i s o l a t e

C o r r e s p o n d i n g D a t e s o f S a m p l e E x c u r s i o n s

M C 2 A p n l 1 2
,
2 0 0 5

M C 3 M a v 17
,
20 0 5

M C 4 M a y 2 6
,
20 0 5

M C 5 J u n e 8
,
20 0 5

M C 6 l u n e 2 2
,
2 0 0 5

M C 7 l u l y 6
,
2 0 0 5

B i o c h e m ic a l T e s t L a b e l

I n d o l e S p o t i n d o l e t e s t

O x i d a s e Sp o t o x i d a s e t e s t

M A C M a c C o n k e y a g a r

K I A / T S I K l i g e r I r o n A g a r / T r i p l e Su g a r I r o n A g a r

V P N^
o g e s - P r o s k a u e r

L a r a b L -
a r a b i n o s e f e r m e n t a t i o n

B E B il e E s c u Un

C o m p l e x G r o u p i n g a c c o r d i n g t o A b b o t t , e t a l 2 0 0 3

L e g e n d f o r K I A / T SI T e s t R e s u l t s

y / y
a / a

a / a g

r e d t i p g (a h )

(a h )

F o r
"

K I A
"

: r e d s l a n t
, y e l l o w b u t t

, g a s p r o d u c t i o n

F o r
"

K I A
"

: r e d s l a n t
, y e l l o w b u t t

F o r
"

K I A
"

: y e l l o w s l a n t
, y e l l o w b u t t , g a s p r o d u c t i o n

F o r
"

K I A
"

: y e l l o w s l a n t
, y e l l o w b u t t

F o r
"

T S I
"

: y e l l o w s l a n t
, y e l l o w b u t t

F o r
"

T S I
"

: y e l l o w s l a n t , y e l l o w b u t t , g a s p r o d u c t i o n

F o r
"

T S I
"

: s l a n t t i p r e d
, g a s p r o d u c t i o n

,

( i d e n t i c a l t o / 4 hy d r o p h i l a c o n t r o l )
F o r

"

T S I
"

: I d e n t i c a l i o A h y d r o p h i l a c o n t r o l

N o d a ta f o r t h e s e b i o c h e m i c a l r e s u l t s b u t

P C R c o n fi r m e d t o t h e g e n u s l e v e l

K - 1
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A p p e n d i x K : B i o c h e m i c a l T e s t R e s u l t s f o r P r im a r y S i t e I s o l a t e s

I s o l a t e I n d o l e O x i da s e M A C K I A V P L a r a b B E C o m p l e x

M C 3 U S 1

MC 3 U S l

M C 3 U S 1

M C 3 U S 1

M C 3 U S 1

M C 3 U S l

M C 3 U S 1

M C 3 U S l

M C 3 U S2

M C 3 U S 2

M C 3 U S l

M C 3 U S 2

M C 3 U S 2

M C 3 U S2

M C 3 U S2

M C 3 U S2

M C 3 U S2

M C 3 U S2

M C 3 U S 2

M C 3 U S2

M C 3 U S 2

M C 3 U S 2

M C 4 U S l

M C 4 U S 1

M C 4 U S l

M C 4 U S l

M C 4 U S l

M C 4 U S 1

M C 4 U S l

M C 4 U S 1

M C 4 U S 1

M C 4 U S 1

M C 4 U S t

M C 4 U S i

M C 4 U S 2

M C 4 U S 2

M C 4 U S 2

M C 4 U S2

M C 4 U S2

M C 4 U S2

M C 4 U S2

M C 5 U S 1

M C 5 U S l

1V1C 5 U S 1

M C 5 U S l

M C 5 U S 1

M C 5 U S 1

M C 5 U S I

M C 5 U S 2

M C 5 U S 2

2

3

6

9

1 0

I I

1 2

1 6

1

2

3

5

1 0

12

13

1 4

15

17

2 0

2 2

2 3

2 4

1

3

4

5

6

7

10

1 1

12

13

14

16

2

5

6

10

12

1 3

16

I

3

6

8

13

15

18

5

12

a / a

a / a g
a / a

a / a

r e d t i p g ( a h )
r e d t i p g ( a h )
r e d t i p g ( a h )

a / a

a / a g

A h y d r o ph i l a

A h y d r o ph i l a

A c a v i a e

A c a v i a e

A c a v i a e

A c a v i a e

A c a v i a e

A h y d r o ph i l a

A c a v i a e

A c a v i a e

A c a v i a e

A c a v i a e

A c a v i a e

A h y d r o p h i l a

A c a v i a e

A c a v i a e

A c a v i a e

A s o b r i a

A s o bri a

A s o b r i a

A c a v i a e

A s o b r i a

A h y d r o p h i l a

A h y d r o p h i l a

A h y d r o ph i l a

A h y d r o ph i l a

A h y d r o p h i l a

A h y d r o p h i l a

A c a v i a e

A c a v i a e

A h y d r o p h i l a

A c a v i a e

A c a v i a e

A h y d r o ph i l a

A s o b r i a

A c a v i a e

A c a v i a e

A s o b r i a

A c a v i a e

A s o b r i a

A c a v i a e

A c a v i a e

A h y d r o ph i l a

A c a v i a e

A c a v i a e

A h y d r o ph i l a

A h y d r o ph i l a

A hy d r o p h i l a

A h y d r o p h i l a

A hy d r o p h i l a
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A p p e n d i x K : B i o c h e m i c a l T e s t R e s u l t s f o r P r im a r y S i t e I s o l a t e s

I s o l a t e I n d o l e O x id a s e M A C K I A V P L a r a b B E C o m p l e x

M C 3

M C 3

M C 3

M C 3

M C 3

M C 3

M C 3

M C 3

M C 3

M C 3

M C 3

M C 3

M C 3

M C 3

M C 3

M C 3

M C 4

M C 4

M C 4

M C 4

M C 4

M C 4

M C 4

M C 4

M C 4

M C 4

M C 4

M C 4

M C 4

M C 4

M C 4

M C 4

M C 4

M C 4

M C 4

M C 5

M C 5

M C 5

M C 5

M C 5

M C 5

M C 5

M C 5

M C 5

M C 5

M C 5

M C 5

M C 5

M C 5

M C 5

E l 1

E l 2

E l 4

E 2 1

E 2 2

E 2 3

E 2 4

E 2 5

E 2 6

E 2 7

E 2 8

E 2 9

E 2 10

E 2 14

E 2 15

E 2 16

E l 1

E l 2

E l 3

E l 4

E l 7

E l 10

E l 14

E l 16

E 2 1

E 2 2

E 2 3

E 2 5

E 2 7

E 2 8

E 2 9

E 2 13

E 2 14

E 2 15

E 2 16

E l 2

E l 4

E l 12

E l 15

E l 17

E l 19

E 2 1

E 2 2

E 2 4

E 2 5

E 2 6

E 2 7

E 2 9

E 2 10

E 2 13

+

y / y

y / y _

y / y

a / a

a / a

a / a

a / a

a / a

a / a

a / a

a / a

a / a

a / a

a / a

a / a

a / a

a / a

a / a

A s o b r i a

A c a v i a e

A c a v i a e

A s o b r i a

A s o b r i a

A s o b r i a

A c a v i a e

A c a v i a e

A s o b r i a

A c a v i a e

A s o b r i a

A h y d r o p h i l a

A s o b ri a

A c a v i a e

A s o b r i a

A s o b r i a

A c a v i a e

A c a v i a e

A c a v i a e

A c a v i a e

A c a v i a e

A h y d r o p h i l a

A c a v i a e

A h y d r o p h i l a

A c a v i a e

A h y d r o p h i l a

A c a v i a e

A c a v i a e

A c a v i a e

A s o b r i a

A s o b r i a

A c a v i a e

A c a v i a e

A s o b r i a

A c a v i a e

A c a v i a e

A c a v i a e

A c a v i a e

A c a v i a e

A c a v i a e

A c a v i a e

A c a v i a e

A c a v i a e

A c a v i a e

A c a v i a e

A c a v i a e

A c a v i a e

A c a v i a e

A c a v i a e

A c a v i a e

K - 3

NEATPAGEINFO:id=A83DFF57-6332-47EA-AA38-9FB4FB5238F3



A p p e n d i x K : B i o c h e m i c a l T e s t R e s u l t s f o r P ri m a r y S i t e I s o l a t e s

I s o l a t e I n d o l e O x i d a s e M A C K I A V P L a r a b B E C o m p l e x

M C 3

M C 3

M C 3

M C 3

M C 3

M C 3

M C 3

1VIC 3

M C 3

M C 3

M C 3

M C 3

M C 3

1VI C 3

M C 3

M C 3

M C 3

M C 3

M C 3

M C 3

M C 3

M C 4

M C4

M C 4

1V1C4

M C 4

M C 4

M C 4

M C4

M C 4

M C 5

M C 5

M C 5

M C 5

M C 5

M C 5

M C 5

M C 5

M C 5

M C 5

M C 5

M C 5

M C 5

M C 5

M C 3

M C 3

M C 5

M C 5

M C 5

M C 7

D S l I

D S l 2

D S l 4

D S l 8

D S l 9

D S l 1 0

D S l 1 1

D S l 12

D S l 1 3

D S l 14

D S l 16

D S 2 1

D S 2 2

D S 2 3

D S 2 5

D S 2 7

D S 2 8

D S2 9

D S 2 10

D S 2 1 3

D S2 1 6

D S l 2

D S l 4

D S l 6

D S l 1 2

D S l 16

D S 2 1

D S 2 4

D S 2 6

D S 2 9

D S l 4

D S l 5

D S l 7

D S l 8

D S l I I

D S l 14

D S l 1 7

D S2 I

D S2 2

D S2 3

D S2 5

D S2 6

D S2 8

D S2 1 0

D S2 1 1

D S2 1 2

D S2 1 3

D S2 1 6

D S 2 1 7

D S l 2

r e d t i p g (a h )
a / a

a / a g

a / a

a / a

a / a a

a / a

a / a

a / a

( a h )
(a h )
a / a

a / a

a / a a

a / a

a / a

a / a

A c a v i a e

A c a v i a e

A s o b r i a

A c a v i a e

A c a v i a e

A h y d r o p h i l a

A h y d r o p h i l a / A c a v i a e

A c a v i a e

A h y d r op h i l a

A h y d r o p h i l a

A c a v i a e

A c a v i a e

A c a v i a e

A c a v i a e

A h y d r o ph i l a

A c a v i a e

A c a v i a e

A c a v i a e

A c a v i a e

A c a v i a e

A c a v i a e

A h y d r o ph i l a

A s o b r i a

A c a v i a e

A c a v i a e

A c a v i a e

A h y d r o p h i l a

A c a v i a e

A h y dr op h i l a

A c a v i a e

A c a v i a e

A h y d r o ph i l a

A c a v i a e

A c a v i a e

A c a v i a e

A hy d r o p h i l a

A h y d r o p h i l a

A c a v i a e

A c a v i a e

A . c a v i a e

A c a v i a e

A h y dr o ph i l a

A c a v i a e

A c a v i a e

A c a v i a e

A c a v i a e
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A p p e n d i x L : M i n i m u m I n h i b i t o r y C o n c e n t r a t i o n s f o r P r i m a r y S i t e I s o l a t e s

L e g e n d f o r A p p e n d i x L

I s o l a t e L a b e l

M C # M o r g a n C r e e k ,
# t h s a m p l i n g e x c u r s i o n

U S U p s t r e a m s e d i m e n t s a m p le

E S e d i m e n t s a m p l e t a k e n c l o s e t o e f f l u e n t d i s c h a r g e

D S D o w n s t r e a m s e d i m e n t s a m p l e

N u m be r s f o l l o w i n g t h e s a m p le s t a t i o n l a b e l s r e f e r t o t h e r e p l i c a t e

s a m p l e n u m b e r ( 1 o f 2 , 2 o f 2 ) ,
a n d th e n u m b e r a s s ig n e d t o t h e i s o l a t e

C o r r e s p o n d i n g D a t e s o f S a m p l e E x c u r s i o n s

M C 2 A p n l 12 ,
2 0 0 5

M C 3 M a v 17
,
20 0 5

M C 4 M a y 2 6
,

2 0 0 5

M C 5 J u n e 8 , 2 0 0 5

M C 6 Ju n e 2 2
,
2 0 05

M C 7 Ju l y 6
,
2 0 0 5

A n t i b i o t i c L a b e l

C I P C ip r o fl o x a c i n

S U L S u l f a m e t h o x a z o l e

T E T T e t r a c y c l i n e

T R I T r i m e t h o p r im

T M P / SM X T r im e th o p r i m / S u l fa m e t h o x a z o l e

M l C S a n d R e s u l t s f o r TM P / SM X

A l l M I C S a r e a n t i b i o t i c c o n c e n t r a t i o n s i n m c g / n i L

S S u s c e p t i b l e

I I n t e r m e d i a t e

R R e s i s t a n t

L - 1
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A p p e n d i x L : M i n im u m I n h ib i t o r y C o n c e n t r a t i o n s f o r P r im a i y Si t e I s o l a t e s

I s o l a t e C I P SU L T E T T R I
T M P

S MX
I s o l a t e C I P SU L T E T T R I

T M P

SM X
I s o l a t e O P S U L T E T T R I

M C 3

/IC 3

IC 3

MC 3

MC 3

MC 3

M C 3

MC 3

M C 3

MC 3

MC 3

MC 3

MC 3

MC 3

MC 3

MC 3

MC 3

MC 3

MC 3

MC 3

MC 3

MC 3

MC 4

MC 4

M C 4

MC 4

MC 4

MC 4

MC 4

MC 4

MC 4

MC 4

MC 4

MC 4

M C 4

M C 4

M C 4

M C 4

MC 4

MC 4

MC 4

MC 5

M C 5

M C 5

M C 5

M C 5

M C 5

M C 5

M C 5

M C 5

U S 1 2

U S1 3

U S 1 6

U S 1 9

U S l 10

U S ! 1 1

U S l 1 2

U S l 16

U S2 1

U S2 2

U S2 3

U S2 5

U S2 10

U S2 12

U S2 13

U S 2 14

U S 2 15

U S 2 17

U S 2 2 0

U S 2 2 2

U S2 2 3

U S2 2 4

U S l 1

U S l 3

U S l 4

U S l 5

U S l 6

U S l 7

U S l 10

U S l

U S l

U S l

U S l

U S l

U S2 2

U S2 5

U S2 6

U S2 10

U S2 12

U S 2 13

U S 2 16

U S l 1

U S l 3

U S l 6

U S l 8

U S l 13

U S l 15

U S l 18

U S2 5

U S 2 12

1 1

12

13

14

16

1 0 2 4

10 2 4

10 2 4

10 2 4

20 48

20 48

2 0 4 8

10 2 4

20 4 8

10 2 4

12 8

10 2 4

20 48

20 4 8

20 48

2 0 48

2 0 4 8

10 2 4

10 2 4

10 2 4

2 5 6

10 2 4

20 4 8

20 4 8

2 0 48

2 0 4 8

2 CM 8

5 12

10 2 4

2 0 4 8

2 0 48

20 4 8

20 4 8

10 2 4

10 2 4

10 2 4

5 12

5 12

5 12

5 12

2 0 4 8

20 4 8

5 12

2 0 4 8

2 0 4 8

5 12

5 12

2 5 6

10 2 4

10 2 4

3 2

3 2

32

64

6 4

64

64

6 4

6 4

6 4

6 4

32

6 4

32

64

6 4

3 2

6 4

16

32

6 4

32

16

16

16

16

6 4

6 4

32

6 4

3 2

16

6 4

16

6 4

6 4

6 4

6 4

16

16

M C 3 E 1 1

M C 3 E l 2

M C 3 E l 4

M C 3 E2 1

M C 3 E2 2

M C 3 E2 3

M C 3 E2 4

M C 3 E2 5

1V IC 3 E2 6

M C 3 E2 7

M C 3 E2 8

M C 3 E2 9

M C 3 E 2 1 0

M C 3 E2 14

M C 3 E2 15

IV 1C 3 E 2 16

M C4 E I 1

M C4 E 1 2

M C4 E l 3

M C4 E l 4

M C4 E 1 7

M C 4 E 1 10

M C 4 E 1 14

M C 4 E 1 16

M C 4 E 2 I

M C4 E 2 2

M C 4 E2 3

M C4 E2 5

M C4 E 2 7

M C4 E2 8

M C4 E2 9

M C4 E 2 13

M C4 E2 14

MC 4 E 2 15

MC 4 E 2 16

M C 5 E l 2

M C 5 E l 4

M C 5 E l 12

M C 5 E l 15

M C 5 E 1 17

M C 5 E l 1 9

M C 5 E2 1

MC 5 E2 2

M C 5 E 2 4

M C 5 E2 5

M C 5 E2 6

M C 5 E2 7

1V IC 5 E2 9

M C 5 E2 10

M C 5 E2 13

0 2 5

0 5

0 25

0 5

0 2 5

0 2 5

0 25

0 2 5

10 2 4

10 24

10 2 4

5 12

5 12

10 24

2 0 4 8

10 2 4

2 0 4 8

20 4 8

5 12

10 2 4

1 0 2 4

20 4 8

5 12

2 0 4 8

10 2 4

2 0 4 8

2 0 4 8

10 2 4

10 2 4

2 56

20 4 8

5 12

2 0 4 8

2 0 4 8

2 0 4 8

2 0 4 8

2 0 4 8

2 0 4 8

10 2 4

2 56

20 4 8

10 2 4

10 2 4

2 0 4 8

2 0 4 8

2 0 4 8

2 0 4 8

20 4 8

10 2 4

2 0 4 8

10 2 4

2 0 4 8

12 8

2 0 4 8

10 2 4

12 8

20 4 8

10 2 4

16

3 2

16

16

16

6 4

16

16

3 2

3 2

16

3 2

3 2

64

16

3 2

64

16

64

64

16

16

3 2

64

64

64

64

16

64

16

64

16

64

64

64

32

64

64

16

16

16

64

64

64

64

64

64

64

64

64

64

64

64

64

64

16

M C 3 D S 1

M C 3 D S l

M C 3 D S 1

M C 3 D S l

M C 3 D S l

M C 3 D S 1

M C 3 D S 1

MC 3 D S I

M C 3 D S 1

M C 3 D S 1

M C 3 D S 1

M C 3 D S2

M C 3 D S2

M C 3 D S2

M C 3 D S2

M C 3 D S2

M C 3 D S2

MC 3 D S2

MC 3 D S2

MC 3 D S2

M C 3 D S2

M C4 D S 1

M C4 D S 1

M C4 D S 1

M C 4 D S 1

M C 4 D S 1

MC 4 D S2

M C 4 D S2

MC 4 D S2

MC 4 D S2

MC 5 D S l

MC 5 D S 1

MC 5 D S 1

MC 5 D S 1

MC 5 D S 1

M C 5 D S l

M C 5 D S 1

M C 5 D S2

MC 5 D S2

MC 5 D S2

MC 5 D S2

M C 5 D S2

MC 5 D S2

M C 5 D S2

M C 5 D S2

M C 5 D S2

M C 5 D S2

M C 5 D S2

M C 5 D S2

M C 7 D S l

0 5

0 2 5

0 2 5

0 2 5

0 2 5

0 2 5

1 0 2 4

10 24

10 2 4

2 0 4 8

2 0 4 8

10 2 4

10 24

2 0 4 8

10 24

2 0 4 8

2 0 4 8

10 2 4

2 0 4 8

10 24

10 2 4

2 0 4 8

2 0 4 8

2 0 4 8

10 24

5 12

10 24

10 24

10 24

10 24

10 24

2 0 4 8

2 0 4 8

10 24

2 0 4 8

2 0 4 8

10 24

10 24

10 24

10 24

2 0 4 8

5 12

10 24

10 24

10 24

10 24

2 0 4 8

5 12

2 0 4 8

5 12

2 0 4 8

5 12

10 24

5 12

2 0 4 8

2 0 4 8

16

3 2

32

3 2

3 2

16

16

64

16

16

6 4

64

64

64

64

64

16

6 4

64

16

32

6 4

64

32

64

16

64

6 4

6 4

6 4

6 4

6 4

32

64

16

6 4

6 4

16

32

16

64

16

64

6 4

16

6 4

64

16

64

64
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A p p e n d i x M : S t a t i s t i c a l A n a l y s i s R e s u l t s o f A n t ib i o t i c R e s i s t a n c e S c o r e C o m p a ri s o n s a s

R e p o r t e d b y t h e S t a t i s t i c a l P r o g r a m

S t u d e n t
'

s t - T e s t : R e s u l t s

B e t w e e n T o t a l A n t i b i o t i c S c o r e s o f Up s t r e a m a n d E f f l u e n t I s o la t e s

T h e r e s u l t s o f a n u n p a i r e d t - t e s t p e r f o r m e d a t 2 1 : 5 0 o n 1 1 - A U G - 2 0 0 5

t = - 3 . 6 2

s d e v = 1
.
3 8

d e g r e e s o f f r e e d o m = 9 8 T h e p r o b a b i l i t y o f t h i s r e s u l t
,
a s s u m i n g t h e n u l l h y p o t h e s i s

,
i s

0 . 0 0 0 5

G r o u p A : N u m b e r o f i t e m s = 50 (U p s t r e a m A n t i b i o t i c S c o r e s )
O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O OOOE + 0 0 O OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O . OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0

O OOOE + 0 0 O OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0

O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O. OO OE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O. OO OE + 0 0
O OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 00 O. OO OE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O OOOE + 0 0

O . OOOE + 0 0 O . OOOE + 0 0 O. OOOE + 00 O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O OOOE + 00 O OOOE + 0 0

O. OOOE + 0 0 O . OOOE + 0 0 O. OOOE + 00 O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O OOOE + 0 0 O OOOE + 0 0

O. OOOE + 0 0 O . OOOE + 0 0 O. OOOE + 00 O. OOO E + 0 0 O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 2 . 0 0 4 . 0 0

M e a n = 0 . 1 2 0

9 5% c o n f i d e n c e i n t e r v a l f o r M e a n : - 0 2 6 7 2 t h r u 0 . 5 0 7 2

S t a n d a r d D e v i a t i o n = 0 . 6 27

H i = 4 . 0 0 L o w = O. OOOE + 0 0

M e d i a n = O. OO OE + 0 0

A v e r a g e A b s o l u t e D e v i a t i o n f r o m M e d i a n = 0 .
12 0

G r o u p B : N u m b e r o f i t e m s = 5 0 (E f f l u e n t A n t i b i o t i c S c o r e s )
O . OOOE + 0 0 O . OOOE + 0 0 O. OOOE + 00 O. OO OE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O. OOO E + 0 0 O. OOOE + 0 0

O . OOOE + 0 0 O . OOOE + 0 0 O. OOOE + 00 O. OO OE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0

O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 00 O OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O. OO OE + 0 0

O . OOOE + 0 0 O . OOOE + 0 0 O OOOE + 00 O . OOOE + 0 0 O . OOO E + 0 0 O OOOE + 00 O. OO OE + 0 0

O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O OOOE + 00 O OOOE + OO O. OOOE + 0 0 1 0 0 1 00 1 0 0 1 . 0 0 2 0 0 2 . 0 0

2 . 0 0 4 . 0 0 4 0 0 4 . 0 0 4 . 00 5 0 0 5 0 0 5 . 0 0 5 . 0 0 5 0 0 5 . 0 0

M e a n = 1 . 12

9 5% c o n f i d e n c e i n t e r v a l f o r M e a n : 0 7 32 8 t h r u 1 . 5 0 7

S t a n d a r d D e v i a t i o n = 1 8 5

H i = 5 00 L o w = O . OOOE + 0 0

M e d i a n = O . OOOE + OO

A v e r a g e A b s o l u t e D e v i a t i o n f r o m M e d i a n = 1 . 12

M - 1
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A p p e n d i x M : S t a t i s t i c a l A n a l y s i s R e s u l t s o f A n t ib i o t i c R e s i s t a n c e Sc o r e C o m p a ri s o n s a s

R e p o r t e d b y t h e S t a t i s t i c a l P r o g r a m

B e t w e e n T o t a l A n t i b i o t i c S c o r e s o f U p s t r e a m a n d D o w n s t r e a m I s o l a t e s

T h e r e s u l t s o f a n u n p a i r e d t - t e s t p e r f o r m e d a t 2 1 : 5 2 o n 1 1 - A U G - 2 0 0 5

t = - 3 . 4 1

s d e v = 0 . 9 6 8
d e g r e e s o f f r e e d o m = 9 8 T h e p r o b a b i l i t y o f t h i s r e s u l t , a s s u m i n g t h e n u l l h y p o t h e s i s ,

i s

0 . 0 0 0 9

G r o u p A : N u m b e r o f i t e m s = 5 0 (U p s t r e a m A n t i b i o t i c S c o r e s )
O. OOOE + 0 0 O. OO OE + OO O. OOOE + 00 O . OOOE + 0 0 O . OOOE + 0 0 O

. OOOE + 0 0 O . OOOE + OO

O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 00 O. OOOE + OO O. OOOE + 0 0 O OOOE + 0 0 O OOOE + 0 0

O OOOE + OOO. OOOE + OO O. OOOE + 00 O. OOOE + 0 0 O. OOOE + OO O OOOE + OO O OOOE + OO

O. OOOE + 0 0 O . OO OE + 0 0 O. OOOE + OO O. OOOE + 0 0 O . OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O . OOOE + OO

O. O OO E + 0 0 O . OOOE + OO O. OOOE + 00 O OOOE + 0 0 O . OOOE + OO O . OOOE + OO O . OOOE + 0 0

O. OOOE + 0 0 O. OOOE + OO O. OO OE + OO O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O. OOOE + OO O . OOOE + 0 0

O. O OO E + OO O OOOE + 0 0 O. OOOE + 00 O OOOE + OO O OOOE + 0 0 O . OOOE + 0 0 2 . 0 0 4 . 0 0
M e a n = 0 . 1 2 0

9 5% c o n f i d e n c e i n t e r v a l f o r M e a n : - 0 . 1 5 17 t h r u 0 . 3 9 17

S t a n d a r d D e v i a t i o n = 0 . 6 2 7

H i = 4 0 0 L o w = O OOOE + OO

M e d i a n = O . OOOE + 0 0

A v e r a g e A b s o l u t e D e v i a t i o n f r o m M e d i a n = 0 . 1 2 0

G r o u p B : N u m b e r o f i t e m s = 50 (D o w n s t r e a m A n t i b i o t i c Sc o r e s )
O. OOOE + 0 0 O . OO OE + OO O OOOE + 00 O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O . OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0

O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 00 O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O . OOOE + 0 0
O. OOOE + OO O . OO OE + OO O. OOOE + 00 O. OOOE + OO O . OOOE + OO O . OOOE + 0 0 O . OOOE + 0 0

O. OOO E + OO O . OO OE + OO O. OOOE + 00 O . OOOE + OO O . OOOE + OO O . OOOE + 0 0 O . OOOE + 0 0

O. OOO E + OO O . OO OE + OO O. OO OE + 00 O OOOE + 0 0 1 . 0 0 1 . 0 0 1 . 0 0 1 . 0 0 2 . 0 0 2 . 0 0 2 . 0 0 2 . 0 0

2 . 0 0 2 . 0 0 2 0 0 2 . 0 0 2 . 00 2 . 0 0 3 . 0 0 3 . 0 0 4 . 0 0 5 . 0 0

M e a n = 0 . 7 8 0

9 5% c o n f i d e n c e i n t e r v a l f o r M e a n : 0 . 5 0 8 3 t h r u 1 . 0 5 2

St a n d a r d D e v i a t i o n = 1 . 2 2

H i = 5 . 0 0 L o w = O. OOOE + OO

M e d i a n = O. OOOE + OO
A v e r a g e A b s o l u t e D e v i a t i o n f r o m M e d i a n = 0 . 7 8 0
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A p p e n d i x M : S t a t i s t i c a l A n a l y s i s R e s u l t s o f A n t i b i o t i c R e s i s t a n c e S c o r e C o m p a ri s o n s a s

R e p o r t e d b y t h e St a t i s t i c a l Pr o g r a m

B e t w e e n T o t a l A n t i b i o t i c S c o r e s o f E f f l u e n t a n d D o w n s t r e a m I s o l a t e s

T h e r e s u l t s o f a n u n p a i r e d t - t e s t p e r f o r m e d a t 2 1 :5 3 o n l l - A U G - 2 0 0 5

t = 1 . 0 9

s d e v = 1 . 5 6
d e g r e e s o f f r e e d o m = 9 8 T h e p r o b a b i l i t y o f t h i s r e s u l t

,
a s s u m i n g t h e n u l l h y p o t h e s i s

,
i s

0 . 2 8

G r o u p A : N u m b e r o f i t e m s = 5 0 (E f f l u e n t A n t i b i o t i c S c o r e s )
O . OOOE + 0 0 O . OO OE + 0 0 O. OOO E + 0 0 O . OOOE + 0 0 O . OOO E + 0 0 O . OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0

O OOOE + 0 0 O . OO OE + 0 0 O. OOO E + 00 O . OOOE + 0 0 O . OOOE + 0 0 O . OOOE + 0 0 O OOOE + 0 0

O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O OOOE + 00 O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0

O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 00 O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0

O. OOOE + 0 0 O OOOE + 0 0 O. OOOE + 00 O OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 1. 0 0 1. 0 0 1 . 0 0 1 . 0 0 2 0 0 2 . 0 0

2 0 0 4 . 0 0 4 . 0 0 4 0 0 4 . 0 0 5 . 00 5 . 0 0 5 . 0 0 5 0 0 5 . 0 0 5 . 0 0

M e a n = 1 . 1 2
9 5 % c o n f i d e n c e i n t e r v a l f o r M e a n : 0 . 6 8 0 9 t h r u 1 . 5 5 9

S t a n d a r d D e v i a t i o n = 1 . 8 5

H i = 5 . 0 0 L o w = O OOOE + 0 0

M e d i a n = O. OOOE + 0 0

A v e r a g e A b s o l u t e D e v i a t i o n f r o m M e d i a n = 1 . 1 2

G r o u p B : N u m b e r o f i t e m s = 5 0 (D o w n s t r e a m A n t i b i o t i c Sc o r e s )
O . OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0

O OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 00 O. OOOE + 0 0 O OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0

O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 00

O. OOOE + 0 0 O . OO OE + 0 0 O.
OOOE + OO O . OOOE + 0 0 O . OOOE + OO O OOOE + 0 0 O. OOOE + OO

O. OOOE + O O O . OO OE + O O O. OOOE + 00 O . OOOE + 0 0 1 . 0 0 1 . 0 0 1 . 0 0 1 . 0 0 2 . 0 0 2 . 0 0 2 . 0 0 2 . 0 0

2 0 0 2 . 0 0 2 . 0 0 2 . 0 0 2 . 0 0 2 0 0 3 . 0 0 3 . 0 0 4 . 0 0 5 . 0 0

M e a n = 0 . 7 8 0

9 5 % c o n f i d e n c e i n t e r v a l f o r M e a n : 0 . 3 4 0 9 t h r u 1 .
2 19

St a n d a r d D e v i a t i o n = 1 . 2 2

H i = 5 . 0 0 L o w = O. OOOE + OO

M e d i a n = O. OOOE + 0 0

A v e r a g e A b s o l u t e D e v i a t i o n f r o m M e d i a n = 0 . 7 8 0
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A p p e n d i x M : S t a t i s t i c a l A n a l y s i s R e s u l t s o f A n t i b i o t i c R e s i s t a n c e Sc o r e C o m p a ri s o n s a s

R e p o r t e d b y t h e S t a t i s t i c a l P r o g r a m

B e t w e e n A n ti b i o t i c Sc o r e s o f E f fl u e n t a n d D o w n s t r e a m I s o l a t e s R e la ti v e t o

C ip r o fl o x a c i n

T h e r e s u l t s o f a n u n p a i r e d t - t e s t p e r f o r m e d a t 2 2 : 0 0 o n 1 l - A U G - 20 0 5

t = 1 . 9 1
s d e v = 0 30 0

d e g r e e s o f f r e e d o m = 9 8 T h e p r o b a b i l i t y o f t h i s r e s u l t , a s s u m i n g t h e n u l l h y p o t h e s i s , i s

0 . 0 5 8

G r o u p A : N u m b e r o f i t e m s = 5 0 (E f fl u e n t A n t i b i o t i c S c o r e s )
O . OOOE + 0 0 O OOOE + 0 0 O . OOOE + 0 0 O . OO OE + 0 0 O . OOOE + 0 0 O OOOE + 0 0 O . OOOE + 0 0

O. OOOE + 0 0 O OOOE + OO O. OOOE + OO O. OOOE + OO O. OOOE + OO O. OOOE + OO O. OOOE + 0 0

O OOOE + OO O OOOE + 0 0 O. OOOE + OO O. OOOE + 0 0 O. OOOE + OO O. OOOE + OO O. OOOE + OO

O. OOO E + OO O OOOE + 0 0 O OOOE + OO O. OOOE + OO O . OOOE + 0 0 O OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0

O . OOO E + 0 0 O OOOE + OO O . OOOE + 0 0 O . OOOE + OO O OOOE + OO O OOOE + OO O . OOOE + OO

O . OOOE + OO O. OOOE + OO 0 . 2 5 0 0 . 2 5 0 0 . 2 5 0 0 . 2 5 0 0 . 2 5 0 0 . 2 5 0 0 . 5 0 0 0 . 5 0 0 1 . 0 0 1 . 0 0 1 . 0 0

1 . 0 0 2 . 0 0

M e a n = 0 . 1 7 0
9 5 % c o n f i d e n c e i n t e r v a l f o r M e a n : 8 . 5 7 0 5 E - 0 2 t h r u 0 . 2 5 4 3

St a n d a r d D e v i a t i o n = 0 . 3 8 9
H i = 2 0 0 L o w = O. OOOE + 0 0

M e d i a n = O . OOOE + OO

A v e r a g e A b s o l u t e D e v i a t i o n f r o m M e d i a n = 0 . 17 0

G r o u p B : N u m b e r o f i t e m s = 5 0 (D o w n s t r e a m A n t i b i o t i c Sc o r e s )
O . OOOE + OO O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O . OOOE + 0 0 O. OOOE + OO O . OOOE + 0 0 O . OOOE + OO
O OOOE + OO O. OOOE + 0 0 O OOOE + OO O . OOOE + 0 0 O . OOOE + 0 0 O. OOOE + OO O . OOOE + 0 0

O . OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O . OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O. OOOE + OO O . OOOE + 0 0 O. OOOE + OO
O . OOOE + OO O. OOOE + 0 0 O. OOOE + OO O . OOOE + 0 0 O . OOOE + OO O . OOOE + 0 0 O OOOE + 0 0
O . OOOE + OO O. OOOE + 0 0 O . OOOE + 0 0 O . OO OE + 0 0 O . OOOE + OO O . OOOE + 0 0 O OOOE + OO

O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O OOOE + OO O OOOE + 0 0 O . OOOE + OO O . OOOE + OO O. OOOE + 0 0

O OOOE + 0 0 0 2 5 0 0 . 2 5 0 0 . 2 50 0 . 2 5 0 0 . 2 5 0 0 . 5 0 0 1 . 0 0

M e a n = 5 5 0 0 E - 0 2

9 5 % c o n fi d e n c e i n t e r v a l f o r M e a n : - 2 . 9 2 9 5 E - 0 2 t h r u 0 . 1 3 9 3

S t a n d a r d D e v i a t i o n = 0 . 1 7 0
H i = 1 . 0 0 L o w = O . OOO E + OO

M e d i a n = O. OOOE + 0 0
A v e r a g e A b s o l u t e D e v i a t i o n f r o m M e d i a n = 5 5 0 0 E - 0 2

M - 4
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A p p e n d i x M : St a t i s t i c a l A n a l y s i s R e s u l t s o f A n t i b i o t i c R e s i s t a n c e Sc o r e C o m p a ri s o n s a s

R e p o r t e d b y t h e S t a t i s t i c a l P r o g r a m

B e t w e e n A n ti b i o t i c Sc o r e s o f E f f l u e n t a n d D o w n s t r e a m I s o l a t e s R e l a ti v e t o

T r im e t h o p ri m / S u lf a m e t h o x a z o l e

T h e r e s u l t s o f a n u n p a i r e d t - t e s t p e r f o r m e d a t 2 2 :0 3 o n 1 l - A U G - 2 0 0 5

t = : 1 . 9 3
s d e v = 0 . 6 7 3

d e g r e e s o f f r e e d o m = 9 8 T h e p r o b a b i l i t y o f t h i s r e s u l t , a s s u m i n g t h e n u l l h y p o t h e s i s
,
i s

0 . 0 5 6

G r o u p A : N u m b e r o f i t e m s = 5 0 (E f f l u e n t A n t i b i o t i c S c o r e s )
O . O OOE + 0 0 O . OOOE + 0 0 O OOOE + 0 0 O . OOOE + 0 0 O . OOO E + 0 0 O . OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0

O. OOOE + 0 0 O. OOOE + OO O. OOOE + OO O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O OOOE + 0 0 O. OOOE + OO
O . O OO E + OO O . OOOE + OO O OOOE + OO O OOOE + 0 0 O . OOO E + 0 0 O. OOOE + 0 0 O OOOE + 0 0

O . OOOE + OO O OOOE + 0 0 O OOOE + OO O OOOE + OO O OOO E + OO O. OOO E + OO O OOOE + OO

O OOO E + OO O OOO E + OO O OOOE + 0 0 O . OOOE + 0 0 O . OOO E + 0 0 O . OOO E + 0 0 O . OOOE + 0 0

O . OOO E + 0 0 O . OOO E + OO 1. 0 0 1 . 0 0 1 . 0 0 2
. 0 0 2 . 0 0 2 . 0 0 2 . 0 0 2 . 0 0 2 . 0 0 2 . 0 0 2 . 0 0 2 . 0 0 2 . 0 0

M e a n = 0 . 4 6 0

9 5% c o n f i d e n c e i n t e r v a l f o r M e a n : 0 . 2 7 1 1 t h r u 0 6 4 89
St a n d a r d D e v i a t i o n = 0 . 8 13

H i = 2 . 0 0 L o w = O. OOOE + OO

M e d i a n = O . OOOE + OO

A v e r a g e A b s o l u t e D e v i a t i o n f r o m M e d i a n = 0 . 4 6 0

G r o u p B : N u m b e r o f i t e m s = 5 0 (D o w n s t r e a m A n t i b i o t i c Sc o r e s )
O . OOO E + OO O OOOE + 0 0 O OOOE + 0 0 O . OOOE + 0 0 O . OOOE + 0 0 O . OOOE + 0 0 O . OOOE + 0 0
O . OOO E + OO O OOOE + 0 0 O. OOOE + OO O . OOOE + 0 0 O . OOOE + 0 0 O . OOOE + 0 0 O. OOOE + OO

O . OOOE + 0 0 O . OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O . OOOE + OO O. OOOE + 0 0 O . OOOE + 0 0 O
. OOOE + 0 0

O OOOE + OO O. OOOE + OO O. OOOE + OO O. OOOE + 0 0 O. OOOE + OO O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0

O. OOOE + OO O OOOE + OO O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0

O. OOO E + 0 0 O. OOOE + OO O. OOOE + OO O. OOOE + 0 0 O . OOOE + 0 0 O OOOE + 0 0 O. OOOE + OO 1 0 0

1 . 0 0 1 . 00 1 0 0 1 . 0 0 1 . 0 0 2 0 0 2 . 0 0

M e a n = 0 2 0 0

9 5 % c o n f i d e n c e i n t e r v a l f o r M e a n : 1 . 1 0 5 7 E - 0 2 t h r u 0 . 3 8 89
S t a n d a r d D e v i a t i o n - 0 4 9 5

H i = 2 . 00 L o w = O OOOE + OO

M e d i a n = O
. OOOE + OO

A v e r a g e A b s o l u t e D e v i a t i o n f r o m M e d i a n - 0 . 2 0 0

M - 5
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A p p e n d i x M : S t a t i s t i c a l A n a l y s i s R e s u l t s o f A n t i b i o t i c R e s i s t a n c e S c o r e C o m p a ri s o n s a s

R e p o r t e d b y t h e St a t i s t i c a l P r o g r a m

A N O V A : R e s u l t s

B e t w e e n T o t a l A n t i b i o t i c S c o r e s F r o m A l l S a m p l i n g S t a t i o n s

T h e r e s u l t s o f a A N O V A s t a t i s t i c a l t e s t p e r f o r m e d a t 2 1 : 5 6 o n 1 l - A U G - 2 0 0 5

S o u r c e o f Su m o f d . f . M e a n F

V a r i a t i o n Sq u a r e s Sq u a r e s

b e t w e e n 2 5 . 8 5 2 12 . 9 3 7 . 3 3 3

e r r o r 2 5 9 .
1 14 7 1 . 7 6 3

t o t a l 2 8 5 . 0 14 9

T h e p r o b a b i l i t y o f t h i s r e s u l t , a s s u m i n g t h e n u l l h y p o t h e s i s , i s 0 . 0 0 0 9

G r o u p A : N u m b e r o f i t e m s = 5 0 (U p s t r e a m A n t i b i o t i c Sc o r e s )
O . OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O . OOOE + 00 O. OOOE + 0 0 O . OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 00

O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 00 O OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 00
O . OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 00
O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 00 O . OOOE + 0 0 O. OOO E + 0 0 O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0

O . OOOE + 0 0 O. OO OE + 0 0 O . OOO E + 00 O . OOOE + 0 0 O . OOOE + 0 0 O OOO E + 0 0 O. OOOE + 0 0

O OOOE + 0 0 O OOOE + 0 0 O OOO E + 00 O . OOOE + 0 0 O . OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O OOOE + 00
O. OOOE + 0 0 O . OOOE + 0 0 O . OOO E + 00 O . OOOE + 0 0 O . OOO E + 0 0 O . OOOE + 0 0 2 . 00 4 0 0

M e a n = 0 120

9 5 % c o n f i d e n c e i n t e r v a l f o r M e a n : - 0 . 2 5 1 1 t h r u 0 . 4 9 11

St a n d a r d D e v i a t i o n = 0 6 2 7

H i g h = 4 . 0 0 L o w = O. OOOE + 0 0

M e d i a n = O. OOOE + 0 0

A v e r a g e A b s o l u t e D e v i a t i o n f r o m M e d i a n = 0 12 0

G r o u p B : N u m b e r o f i t e m s = 5 0 (E f f l u e n t A n t i b i o t i c Sc o r e s )
O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O OOOE + 00 O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0

O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O OOOE + 00 O. OOOE + 0 0 O . OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 00

O OOOE + 0 0 O OOOE + 0 0 O . OOOE + 00 O OOOE + 0 0 O OOOE + 0 0 O . OOOE + 0 0 O OOOE + 00

O. OOOE + 0 0 O . OOO E + 0 0 O. OOO E + 00 O . O OOE + 0 0 O OOOE + 0 0 O . OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0

O. OOOE + 0 0 O OOOE + 0 0 O. OOOE + 00 O. OOOE + 0 0 O . OOOE + 0 0 1 . 0 0 1 . 0 0 1 . 0 0 1. 0 0 2 . 0 0 2 . 0 0

2 . 0 0 4 . 0 0 4 0 0 4 . 0 0 4 0 0 5 . 0 0 5 . 0 0 5 . 0 0 5 . 0 0 5 . 0 0 5 0 0

M e a n = 1 . 12

9 5% c o n f i d e n c e i n t e r v a l f o r M e a n : 0 . 7 4 89 t h r u 1
. 4 9 1

S t a n d a r d D e v i a t i o n = 1 . 8 5

H i g h = 5 . 0 0 L o w = O . OOOE + 0 0

M e d i a n = O . OOOE + 0 0

A v e r a g e A b s o l u t e D e v i a t i o n f r o m M e d i a n = 1 . 1 2

G r o u p C : N u m b e r o f i t e m s = 50 (D o w n s t r e a m A n t i b i o t i c S c o r e s )
O . OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O . OOO E + 00 O OOOE + 0 0 O . OOO E + 0 0 O. O OO E + 0 0 O. OOOE + 0 0

O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O OOOE + 0 0 O . OOOE + 0 0 O . OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O OOOE + 0 0

M - 6
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R e p o r t e d b y t h e S t a t i s t i c a l P r o g r a m

O. OOOE + 0 0 O . OOOE + 0 0 O . OO OE + 0 0 O .
OOOE + 0 0 O . OOOE + 0 0 O . OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0

O. OOOE + 0 0 O. OOOE + 0 0 O. OOO E + 0 0 O . OOOE + 0 0 O . O OO E + 0 0 O . OOOE + 0 0 O OOOE + 00
O OOO E + 0 0 O OOOE + 0 0 O OOO E + 0 0 O . OOOE + 0 0 1 . 0 0 1 . 0 0 1 . 0 0 1 0 0 2 . 0 0 2 . 0 0 2 . 0 0 2 . 0 0

2 . 0 0 2 . 0 0 2 . 0 0 2 . 0 0 2 0 0 2 . 0 0 3 . 0 0 3 . 0 0 4 . 0 0 5 0 0

M e a n = 0 . 7 8 0

9 5% c o n f i d e n c e i n t e r v a l f o r M e a n : 0 . 4 0 8 9 t h r u 1 . 15 1

St a n d a r d D e v i a t i o n = 1 2 2

H i g h = 5 . 0 0 L o w = O. OO OE + 0 0

M e d i a n = O . OOOE + 0 0

A v e r a g e A b s o l u t e D e v i a t i o n f r o m M e d i a n = 0 . 7 8 0

M - 7
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