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Antibiotikaresistenta bakterier i bevattningsvatten: fdrekommer de och kan deras
spridning begrénsas genom fotokatalytisk behandling?

BEATRIX ALSANTUS, MARIA GRUDEN, CRISTER OLSSON

Sammanfattning

Enligt WHO (2014), ir antibiotikaresistens

ett av de storsta hoten mot global folkhil-

sa. Den okade forekomsten av antibioti-
karesistenta bakteriestammar ett reellt hot
mot antibiotikaanvindning i terapeutiskt
syfte virlden 6ver. En grupp av antibiotika
dir en okad resistens sprider sig globalt ir
bland s.k. B-laktamantibiotika. Anvindning
av B-laktam-baserade preparat (t.ex. peni-
cillin) dr vid behandling av vira vanligaste
infektionssjukdomar mycket utbredd, vilket
gor denna utveckling sirskilt oroande. Anti-
biotikaresistenta mikroorganismer ir myck-
et vanliga 1 naturen. Livsmedel 1 ¢j tillagad
form ir en viktig vig for verforing av dessa

bakterier till mianniskor 2.

Foreliggande studie genomfrdes i tva
steg. Steg 1 var en fallstudie dir vi under-
sokte forekomsten av bakterier resistenta
mot valda antibiotika (amikacin, gentami-
cin, kanamycin, penicillin G, ampicillin,
piperacillin, trimetoprim, kalium-tellurit
och ciprofloxacin) i tvd sydsvenska bevatt-
ningsdammar. I steg 2 undersoktes huru-
vida fotokatalytisk behandling av bevatt-
ningsvattnet kan begrinsa forekomsten av
valda antibiotikaresistenta stammar. Foto-
katalytisk behandling har sedan tidigare vi-
sat effekt mot fekala fororeningar i bevatt-
ningsvatten®.Vi konstaterade att:

* 175 av 177 isolat framtagna frin
dammvattnet hade formdiga att vixa pa
ESBL-selektivt agar

* Minga av dessa stammar var kliniskt
resistenta

e Storst var resistensen mot penicillin G,
ampicillin, amikacin, kanamycin och tri-
metoprim

* Resistens mot B-laktam-baserade antibio
tika var mycket vanligt férekommande

e ESBL-kodande gener pavisades
PCR i 11 isolat

med

Figur 1. Antibiotikaresistenta bakterier dr vanligt forekommande i ytvatten. Denna studie

undersiktes bland annat deras forekomst i vattendammar som anvinds for bevattning av
faltgronsaker. Dammen pa bilden har inte medverkat i denna studie. (foto: B. Alsanius)

 Fotokatalys inverkade pa forekomsten av
de tre teststammarna och forekomsten
minskades med log 3.

* Flodeshastigheten inverkar pd fotokata-
lysens reningsgrad; testen genomfordes
dock enbart vid forhillandevis liga flo-
den.

Studien har genomforts i samarbete med
Sydgront ek. f6r. och ocksa fatt finansiellt
stod av KSLA.

Bakgrund

Skydd mot infektionssjukdomar ir en
forutsittning for god folkhilsa och forut-
satter tillgdng till effektiva medikament mot
bakteriella infektioner. Okad forekomst av
antibiotikaresistenta bakterier dr ett globalt
hot mot anvindning av antibiotika i tera-
peutiskt syfte **
roorganismer har blivit allt vanligare 1 miljon

. Antibiotikaresistenta mik-

och hittas 1 stor utstrackning i mark, vatten
och organiska godselmedel. Forekomsten av
antibiotikaresistensgener (ARGs) 1 vatten
har okat globalt “'’. Livsmedel anses vara

en avgorande vektor for spridning av AR Gs
till minniskan did mikroorganismer och re-
sistensgener vandrar mellan olika miljder.
Eftersom frukt och gront ofta konsumeras
med en levande mikrobiota rda eller efter
minimal tillredning, intar dessa livsmed-
el en sirstillning vid spridning av ARGs
till konsumenten. Utbrottet 1 Tyskland och
Frankrike ar 2011 med flera tusen insjuk-
nade personer illustrerar denna risk pad ett
obehagligt tydligt sitt; utbrottsstammen
E. coli O104:H4 bar pa multipla resistensge-
ner mot antibiotika, daribland resistens mot
B-laktampreparat. ARGs uppkommer i mil-
joer med ett okat selektionstryck mot speci-
fika substanser med antibiotiska egenskaper.
Uppkomst och spridning av resistensgener
ir en naturlig process som pagitt ling inn-
an antibiotikapreparat borjade anvindas av
minniskan. Spridningen av resistensgener
har ett evolutiondrt syfte for de bakteriella
sambhillenas 6verlevnad och nir en bakterie
vil plockat upp en resistensgen behills den .
Nigra huvudsakliga mekanismer genom
vilka bakterier ir resistenta mot antibiotika
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ir via enzymatisk nedbrytning av prepa-
ratet, modifierade receptorer som hindrar
antibiotikan frin att attackera cellen eller
genom aktivering av efluxpumpar som
pumpar ut antibiotikan. Bakterierna uppnir
dessa formigor genom spontana mutationer
eller overforing av genetiska element, s.k.
plasmider eller transposoner, mellan bakte-
rier .

Resistens mot vira mest anvinda anti-
biotikasorter uppstir och okar i takt med
okad forskrivning till minniskor och djur
(sjukdomsbehandlande, profylaktiskt och
till djuren dven 1 tillvixtsyfte). Pd senare tid
har dven otillrickligt renat utslipp frin fa-
briker inom likemedelsindustrin ringats in
som en pidrivande faktor vid resistensupp-
komst. Produktionen av dessa likemedel
sker framforallt 1 laglonelinder som Indien
och Kina och det dr vil kint att de multi-
resistenta stammar som uppstar hir orsakar
problem i form av svirbehandlade infektio-
ner hos minniskor och djur . T det glo-
baliserade sambhillet finns manga potentiella
vigar dir sedan de resistenta bakterierna
transporteras Over resten av virlden. Detta
sker bland annat via minniskor som reser
och genom handel med djur och varor som
exempelvis firska gronsaker och frukt .
Dagens reningsverk ir inte anpassade for att
eliminera vare sig bakterier, med eventuell
resistens, eller likemedelsrester. Detta gor
att bakterier som efter att ha koloniserat
och si sminingom passerat mag-tarmka-
nalen hos en minniska till slut hittar vigen
tillbaka till naturen vartefter spridningscy-
keln fortsitter .

Forvirvad antibiotikaresistens kan fore-
komma i olika grupper av bakterier relate-
rade till livsmedelskedjan, nimligen:

* Patogener, sisom Salmonella spp., E. coli,
Campylobacter spp., Vibrio spp., Shigella
spp. eller Listeria spp. Dessa tarmsmittor
har orsakat olika utbrott relaterade till
gronsaker.

e Den naturliga tarmfloran hos djur och
manniskor, t.ex. Escherichia coli och andra
tarmbakterier inom familjen Enterobacte-
riaceae samt 1 olika species av slikten Bac-
teroides och Enterococcus.

* Den naturliga vixtmikrofloran, sisom
Enterobacteriaceae och Pseudomonadaceae.

Resistens mot antibiotika av $-lakampre-
parat (t.ex. penicillin) ir sirskilt orovick-
ande. Anvindning av B-laktampreparat ir
mycket vanlig och virden kommer under
overskidlig tid vara beroende av dessa pre-
parat for att behandla infektionssjukdomar.
Samtidigt ir resistensen mot dessa preparat
utbredd. Resistenta stammar producerar
huvudsakligen enzymer, B-laktamaser, som
klyver (hydrolyserar) substansernas verksam-
ma plats, B-laktamringen (se figur 2).

N
O

Figur 2. B-laktamring.

Det finns olika klasser av [-laktamaser
(klass A, B, C, D) . ESBL (extended
spectrum betalactamase)-bildande bakterier
hydrolyserar ocksa tredje och fjirde genera-
tionen cefalosporiner. ESBL-producerande
bakterier bir ofta ocksd pd resistens mot
andra antibiotika °. ESBL-resistens kan spri-
das via plasmider vilket ir sarskilt orovick-
ande di dessa ringar av genetiskt material
litt kan Overforas mellan bakterier genom
s.k. horisontell gentransfer. Detta gor att
spridningen av det genetiska materialet sker
extra effektivt dven mellan olika arter i en
viss miljo .

Hygienisk kvalitet av bevattningsvatten
har diskuterats 1 Sverige under ett antal ar
1619 Kvaliteten varierar och generellt sett
haller borr-, regn- resp. kommunalt vatten
hogsta standard. Ytvattenkillor respektive
behandlat eller obehandlat avloppsvatten
ir ur ett mikrobiologiskt perspektiv mer
variabla 1 avseende pd hygienkvalitet. De-
ras mikrobiologiska status paverkas bland
annat av ytavrinning, forekomsten av
strandbetande djur, bebyggelse nira strand-
kanten utan fungerande avloppsrening, ser-
vicefunktioner kopplade till vattenreservoa-
ren, men ocksa av viderlek '°. Forekomsten
och mingden av bakterier piverkas ocksd
av stamledningsnitet frin bevattningskillan

17,20

till —rampen Forekomsten av bakte-

rier som kinnetecknar fekala fororeningar

kan kort- och lingsiktigt ligga hogt respek-
tive mycket hogt over kriterier for tjanligt
dricksvatten. Bevattningsvattnets hygieniska
status kan forbittras genom olika atgirder,
t. ex. lingsamfiltrering och fotokatalys *'°.
Mot bakgrund av ovanstiende resonemang
var malet med foreliggande fallstudie att
underséka om antibiotikaresistenta bakte-
rier forekommer i vattenkillor som anvinds
for bevattning av frilandsgronsaker 1 Sverige
och om deras forekomst kan paverkas ge-
nom fotokatalys.

Hypoteser

* Antibiotikaresistenta bakterier forekom-
mer i bevattningsvattenreservoarer

* Fotokatalys reducerar forekomsten av
ESBL 1 bevattningsvatten

» Vattnets flodeshastighet under behand-
lingen har avgorande betydelse

Genomfdrande

Vattenprover (2 x 0.5 L) samlades frin tvd
bevattningsdammar och transporterades 1
kylviska till laboratoriet. Vattenproverna
odlades upp pd fem semi-selektiva bakte-
riella niringsmedier (Luria-Bertani agar
(Sigma-Aldrich: 12879), mEnterococcus
agar (Neogen: 7544), Rainbow agar (Bio-
log: 80102), 0.1 x Tryptic Soy Agar (Neo-
gen: 7100), VRBD (Merck: 1102750500))
enligt producentens anvisningar. Totalt togs
177 bakterieisolat fram.

Dessa renodlades och overfordes till
kryo-kulturer innan frysning vid -80 °C.
De renodlade bakterierna karakteriserades
biokemiskt med hjilp av Biolog GENIII
panel enligt producentens anvisningar ge-
nom jimforelse mot Omnilog-biblioteket.
Deras formaga att vixa till pi ESBL-selek-
tivt agar testades pa Brillance ESBL agar
(Oxoid: PO5302).

Ett antal isolat valdes ut for att bedoma
individuella resistensmonster med hjilp av
Etest (Biomeriéux). Dessa var isolat som
var sikrast identifierade med Omnilog GE-
NIII-systemet (Biolog) samt som ir kin-
da fOr att bira resistenser. De antibiotika
som testades var amikacin (Biomeriéux:
501350), ampicillin + sulbactam (Biome-
riéux: 501858), ciprofloxacin (Biomeriéux:
508650), imipenem (Biomeriéux: 513650),
kanamycin (Biomeriéux: 523650), levoflox-
acin (Biomeriéux: 527450), meropenem
(Biomeriéux: 513850), moxifloxacin (Bio-
meriéux: 529050), piperacillin + tazo-
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bactam (Biomeriéux: 521555), ticeracillin +
clauvulanat (Biomeriéux: 522650), trime-
toprim (Biomeriéux: 523658). Infor inoku-
leringstillfillet tillsattes 50 pl frin respektive
kryoror till 5 ml Miiller-Hinton-buljong
(Merck: 105435). Detta fick vixa Gver natt
i 35 °C pd skakbord. Direfter inokulerades
200 pl pd Miiller-Hinton-plattor (Merck:
105435). Till sist inokulerades plattorna
6ver natt 1 35 °C. Direfter avlistes graden
av resistens pa varje platta enligt tillverka-
rens anvisningar.

Fotokatalysens verkningsgrad (efficiens)
testades med en testanordning som bestod
av tvi ihopkopplade 100-L-vattentankar.
Tank 1 fungerade som blandningstank och
tank 2 som uppsamlingstank. En pump och
en fotokatalytisk enhet (Wallenius OW
Water, Model M300, effekt 15W, max flo-
de 40 1/min) kopplades mellan de tvd tan-
karna.Tva stammar av Escherichia coli, E. coli
CV601 som ir resistent mot kanamycin och
rifampicin samt E. coli stam 151 som ir re-
sistent mot ticeracillin anvindes som testor-
ganismer. Firska kulturer odlades upp dver-
natt, cellerna tvittades i steril 0.85% NaCl
och koncentrationen justerades spektrofo-
tometriskt till 10° CFU/ml. Efficienstestet
genomfordes i vixthus, dar NaCl tillsattes
till 100 1 avjoniserat vatten for at nd en kon-
centration pd 0.085%. Direfter inokulera-
des 10 ml bakteriestammarna och vattnet
blandades noggrant. Fem minuter efter in
okulering, togs det forsta provet. Direfter
pumpades med en flodeshastighet pa 10.5
I/min genom den fotokatalytiska enheten.
Den andra provtagningen genomfordes da
allt vatten hade pumpats 6ver till tank 2.
Proverna transporterades direkt till labo-
ratoriet och analyserades pd Tryptic Soya
Agar (TSA) som var antingen forsedd med
kanamycin och rifampicin eller ticeracillin.
Bakgrundsfloran analyserades pad TSA utan
tillsatt antibiotikum. Efter avslutat experi-
ment steriliserades allt forsoksmaterial inkl.
vattnet som anvindes i forsoket. Vara forsk-
ningsfrigor var:

1. Forekommer bakterier med antibiotika-
resistens 1 vattenreservoarer som anvinds
for bevattning?

2. Overlever sidana bakterier fotokatalytisk
behandling?

3.Inverkar flddeshastigheten genom den
fotokatalytiska kammaren pad 6verlevnad
av testorganismerna?

Resultat

Av de 177 isolat som inokulerades pa
ESBL-agar, uppvisade 175 stycken tillvixt
(figur 3). Resultaten av de Etest som utfor-
des visade att mdinga isolat var kliniskt
resistenta mot ett flertal B-laktampreparat
(tabell 1). Av de isolat som testades mole-
kylirt med PCR var 11 stycken birare av
plasmidburna ESBL-kodande gener.

Vid den liga flodeshasticheten som
testades var verkningsgraden av fotokataly-
sen hog; den skilde sig dock mellan de tvd
bakteriestammarna. For E. coli stam CV601
som var resistent mot bdde rifampicin och
kanamycin lig efficiensen pd 99.9% medan

dem varierade mellan 95.2% och 99.6 % for
den ticeracillin resistenta E. coli stammen
151. For den sistnimnda sjonk verknings-

graden med Skande flodeshastighet.

Diskussion

Minga tidigare studier har visat hur sjuk-
domsframkallande intestinala bakterier, som
exempelvis E. coli O157:H7, Campylobacter,
Listeria spp. och Salmonella spp., frin djur-
besittningar, nir minniskor via konsum-
tion av ¢j tillagad frukt och gronsaker.
Det dr dven kint att en betydande del av
bakterierna i sin tur nir gronsakerna via
bevattningsvattenochorganiskagodselmedel.

Aeromonas bestiarum

Serratia plymuthica

Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas aeruginosa
Exiguobacterium undae

Aeromonas veronii DNA group 10
Aeromonas media-like DNA group 5A
Sphingobacterium spiritovorum

Pseudomonas putida

U

Pseudomonas alcaligenes

Pectovorum carotovorum ss carotovorum
Enterobacter amnigenus
Aeromonasjandaei DNA group 9 I
Aeromonas hydrophila-like DNAgroup 3
Acinetobacter ursingii

Acinetobacter baylyi

|

Antal

Figur 3. De isolat med hogst likhet med GENIII-biblioteket och med formaga att vixa pa
ESBL-agar. X-axeln indikerar forekommande antal av respektive isolat.

Tabell 1. Exempel pa resistensmonster hos olika bakteriestammar isolerade fran de undersikta
dammarna. Trots samma arttillhorighet kan stammarna uppvisa olika kéinslighet. De resistenser
som hittades dr indikerade med firg motsvarande grad av resistens; rod - klinisk resistens, orange
— medelresistens, gron — viss resistens men kdnslig mot antibiotika vid behandlande dos.
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Att s3 minga av isolaten i studien uppvi-
sade formdga att vixa pd ESBL-medium
talar for att bevattningsvatten utgor en vik-
tig del i kartliggningen av hur eventuella
antibiotikaresistenta stammar skulle kunna
spridas till frilandsgronsaker under svenska
forhillanden. Som nimnts ovan finns moj-
lighet att resistens mot vissa antibiotika kan
finnas naturligt hos vissa stammar, i andra
former dn pd en plasmid. Vissa stammar
testades positivt dven molekylirt for den
plasmidburna typen av ESBL-resistens. Det
ir svirt att i litteraturen hitta stod for att
nigon av de aktuella stammarna skulle vara
naturliga birare av resistensgener mot det
breda spektrum av f-laktam-antibiotika
som fanns i det selektiva medium som
anvindes. Enligt EUCAST expert rules *
tyder svagare resistenser pa mekanismer
som efflux-pumpar och modifierade recep-
torer. D4 manga Etest visar att en stor del
av isolaten dr kliniskt resistenta mot en rad
preparat talar detta fOr att resistensen hos
dessa isolat dr plasmidburna. For att {3 ett
exakt svar pd den genetiska mekanismen
bakom resistensen krivs sekvensering av det
genetiska materialet di lokala varianter av
olika resistenser kan férekomma.Vidare kan
det konstateras att dd denna del av studien
bygger pa provtagning vid ett tillfille hade
det varit intressant att undersoka fler dam-
mar vid upprepade tillfillen for att fi en
tydligare kartliggning av utbredningsmons-
ter bland antibiotikaresistenta stammar.
Som forvintat gav den fotokatalytiska be-
handlingen en reduktion av halten testade
mikroorganismer i bevattningsvattnet, men
reningsgraden sjonk med 6kande flédeshas-
tighet fOr vissa testorganismer. Experimen-
tet genomfordes med koncentrationer av
E. coli som forekommer under kommersiella
betingelser; diremot var vattenfloden som
ir alltfor lingsamma i forhillande till vad
som krivs under kommersiella betingelser.
For att kunna oka flodet med avseende pa
6nskad reduktion av forekomsten av ming-
den antibiotikaresistenta mikroorganismer i

vattnet krivs att effekten av fotokatalytiska
enheter och mojligen ocksa antalet enheter,
okas jimfort med det antal som anvindes
1 studien. Slutsatsen blir foljaktligen att
fotokatalytisk behandling har en 6nskad
effekt vad giller reduktion av antibiotikare-
sistenta mikroorganismer forutsatt att anta-
let fotokatalytiska enheter okas.
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