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Ifalge Verdens helseorganisasjon (WHO) er sepsis en av de starste helseutfordringene i var tid. Antibiotika-indu-
sert frigj@ring av lipopolysakkarid (LPS) fra yttermembranen til Gram-negative bakterier er medvirkende til den
hgye dgdeligheten ved sepsis. Mengden LPS som frigj@res kan vaere avhengig av klassen av antibiotika. Denne
studien undersgkte mengden frigjort LPS ved G eksponere E. coli for tolv antibiotika fra dtte ulike klasser. Limulus
amebocyte lysate (LAL) assay ble brukt for G kvantifisere mengden frigjort LPS fra Igsninger med minimum-
inhibitory concentrations og standard lab-konsentrasjoner av antibiotika. Resultatene viste at kloramfenikol,
spektinomycin, tetrasyklin, og zeocin ga hgyere verdier frigjort LPS enn ubehandlet Igsning, og burde derfor
brukes med forsiktighet i behandling av sepsis. Studien viste ingen klar sammenheng mellom generell virknings-
mekanisme og frigj@ring av LPS. LPS-frigj@ring ser i stedet ut til G vaere knyttet opp til antibiotikaklasse og deres
spesifikke virkningsmekanismer.

Introduksjon

Sepsis er en livstruende tilstand som oppstér nar en kraftig immunrespons fordrsaker skade pa kroppens
vev og organer (Mayo Clinic, 2021). Den utlgsende arsaken er i de fleste tilfeller en avgrenset bakteriein-
feksjon, for eksempel lungebetennelse, urinveisinfeksjon eller mage-tarminfeksjon (NHI, 2020). Disse
infeksjonene kan utvikle seg til systemiske infeksjoner, og dermed gke risiko for sepsis. Til tross for

store fremskritt innen behandling av kritisk syke pasienter, er sepsis fremdeles en vesentlig dedsarsak
over hele verden (Vincent, et al., 2009). WHO ansléar at sepsis er arsaken til ca. 20 % av alle dgdsfall pa
verdensbasis (World Health Organization, 2020). Antibiotika er det viktigste verktayet ved behandling
av bakterieinfeksjoner, og er ngdvendig i behandlingen av sepsis. Likevel har moderne fremskritt innen
antibiotikaforskning ikke lykkes i & lase den hoye dedsraten (Halbach, et al., 2017). Studier antyder at
antibiotika forarsaker en hgyere dedelighet under antibiotikabehandling enn det opprinnelig antatt.
Dette er fordrsaket av at antibiotikabehandling medferer frigjoring av immunologisk aktive komponenter
(pyrogener) fra bakteriens cellevegg (Lepper, et al., 2002).

Den mest potente gruppen av pyrogener involvert i patogenesen ved sepsis er endotoksiner (Opal, 2007).
Endotoksiner, ogsé kjent som lipopolysakkarider (LPS), finnes i yttermembranen hos Gram-negative bak-
terier, som Escherichia coli (E. coli) (Gorbet & Sefton, 2004). Tilstedeverelse av LPS i blodet hos pasienten
fordrsaker en kraftig immunrespons ved & aktivere Toll-like reseptor 4 (TLR4) i det medfedte immunfor-
svaret. Toll-like reseptorer (TLRs) spiller en viktig rolle i den innledende immunaktiveringen (Lu, Yeh, &
Ohashi, 2008). De fungerer som medfgdte immunsystemsensorer ved & gjenkjenne en rekke mikroorga-
nismer. Aktiveringen av TLRs induserer en inflammatorisk respons for & bekjempe bakterieinfeksjonen.
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Dette resulterer i lokal vasodilatasjon, frigjering av cytotoksiske kjemikalier, og adeleggelse av det inva-
derende patogenet (Esteban, Ferrer, Alsina, & Antonio, 2013). Denne responsen er fordelaktig i forsvaret
mot bakterielle infeksjoner, men kan under noen forhold, vere skadelig mot kroppen selv. LPS-aktivering
av TLR4 er et typisk eksempel pa en overdrevet immunreaksjon som forer til feber, toksisk sjokksyndrom,
sepsis, og dad.

Antibiotika deles inn i ulike klasser etter virkeméate og kjemisk struktur. Antibiotikaklasser inkludert i
studien er aminoglykosider, [3-laktam-antibiotika, polypetid-antibtioika og tetrasykliner. De resterende
antibiotikaene faller utenfor denne vanligste inndelingen. Ampicillin og karbenicillin tilhgrer klassen
-laktam-antibiotika, og hemmer bakteriell celleveggsyntese. B-laktam-antibiotika er baktericid, da de
virker som irreversible hemmere av enzymet transpeptidase som binder glykopeptider og peptidoglykaner
ibakteriens cellevegg (Liabg, 2021). Polymyksin B er et baktericid polypeptid-antibiotika som virker ved &
destabilisere fosfolipidene og lipopolysakkaridene som utgjer yttermembranen til Gram-negative bakteri-
er (Wanger, et al., 2017). Aminoglykosider som gentamicin, streptomycin og kanamycin er baktericide, og
hemmer proteinsyntesen ved a binde seg til 30s ribosom subenheten. I tillegg har de en destabiliserende
virkning p& yttermembranen hos Gram-negative bakterier (Norsk legemiddelhandbok, 2016). Spektino-
mycin er et aminocyklitol-antibiotikum, som deler egenskaper med aminoglykosider, men er bakteriosta-
tisk (Chopra, 2012). Tetrasykliner og kloramfenikol ligner ogsa aminoglykosider, men binder seg til 50s
ribosom subenheten, og er i tillegg bakteriostatiske. Rifampicin vil hemme proteinsyntesen ved & forme
et stabilt kompleks med RNA-polymerase (Wikipedia Contributors, 2021). Trimetoprim er bakteriostatisk
ved 4 hemme enzymet dihydrofolatreduktase som stopper celledeling, og hindrer videre vekst av bakterien
(Patrick, 2022). Zeocin er baktericid, og forérsaker celledad ved & spalte opp DNA i cellen gjennom en
rekke reaksjoner (Trastoy, Defais, & Larminat, 2005).

Ulike klasser av antibiotika har vist & variere i deres evne til & frigjore LPS fra bakteriens cellevegg (Lepper,
et al., 2002). Ved behandling av en systemisk Gram-negativ infeksjon, har en studie vist at noen klasser av
B-laktam-antibiotika forer til en betydelig gkning av frigjort LPS, samtidig som behandling med karbapene-
mer og aminoglykosider farer til relativt sma mengder frigjort LPS (Lepper, et al., 2002). P4 grunn av disse
observasjonene er det viktig a etablere kjente malinger av hvor mye LPS som frigjeres nar bakterier utset-
tes for antibiotika. Dette gjor det enklere a forutse frigjort LPS i klinisk behandling av pasienter. Tidligere
studier har i tillegg antatt at antibiotika sin evne til 4 frigjore LPS er direkte knyttet til virkningsmekanisme
(Jackson & Kropp, 1992). For & undersgke den mulige sammenhengen mellom virkningsmekanismen til
antibiotika og LPS-frigjering ble det i denne studien malt antibiotika-indusert LPS-frigjering hos E. coli.

Véar hypotese er at mengden antibiotika-indusert frigjort LPS hos E. coli avhenger av antibiotikaenes
virkningsmekanisme.

Metode

For & undersgke hvordan ulike typer antibiotika pévirker frigjering av LPS hos Gram-negative bakterier
ble det benyttet Escherichia coli K-12 BW 25113. E. coli er en modellorganisme som ofte benyttes i fors-
kning. Dette er p& grunn av bakteriens egenskap til & vokse raskt med lite nering, samt muligheten til &
manipulere DNA-et. I tillegg ble hele genomet til K-12 slekten kartlagt i 1997 (Blattner, et al., 1997). Grun-
net den hoye konsentrasjon av LPS i yttermembranen, samt at E. coli ogsa er blant bakteriene som oftest
forarsaker sepsis hos mennesker, vil det vaere relevant & bruke E. coli for & undersgke sepsis.

Utvalget av antibiotika er gjort for & inkludere flere klasser og virkningsmekanismer, samt bade bakteriosta-
tiske og baktericide antibiotika (se Tabell 1). Antibiotika inkludert i studien er ampicillin (Thermo-Fisher),
gentamicin (PanReact AppliChem), kanamycin (PanReact AppliChem), karbenicillin (Thermo-Fisher),
kloramfenikol (Sigma-Aldrich), polymyksin B (SigmaAldrich), rifampicin (Sigma-Aldrich), spektinomycin
(Merck), streptomycin (PanReact AppliChem), tetrasyklin (PanReact AppliChem), trimetoprim (Serva) og
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zeocin (InvivoGen). Samtlige antibiotika benyttes til behandling av bakterielle infeksjoner hos mennesker,
og minimum inhibitory concentrations (MIC) ble valgt for & etterligne kliniske forhold. MIC er laveste
konsentrasjon av et antibiotikum som hemmer vekst hos bakterien, og benyttes ofte klinisk hos pasienter
(Wikipedia Contributors, 2021). Forsgket ble ogsd gjort pa kulturer med standard lab konsentrasjoner
(SLK) av ampicillin, kanamycin, rifampicin og streptomycin. Standard lab konsentrasjoner er hgyere enn
MIC, og brukes i forskning for & oppna maksimal virking. Dette ble gjort for & sammenligne forskjellen
av frigjort LPS fra E. coli mellom hgye og lave konsentrasjoner av samme type antibiotika. Oversikt over
antibiotika er gitt i Tabell 1.

Tabell 1. Oversikt over antibiotika benyttet i studien (A-A), og dets minimum inhibitory concetration
(MIC). Ampicillin, kanamycin, rifampicin og streptomycin har standard lab konsentrasjon (SLK) 1 til-
legg til MIC. Konsentrasjonen til antibiotikumet er mdlt 1 ug/ml. Oversikt over om antibiotikumet er
baktericid eller bakteriostatisk, og dets virkemekanisme. Produsenten til antibiotikumet er ogsd henvist.

Antibiotika Konsentrasjon Baktericid/ Generell virknings- Produsent

(ng/ml) Bakteriostatisk mekanisme
Ampicillin (MIC/SLK) 5,00/100,00 Baktericid Inhiberer celleveggsyntesen  Thermo-Fisher
Gentamicin (MIC) 11,36 Baktericid Inhiberer proteinsyntesen PanReact AppliChem
Kanamycin (MIC/SLK) 23,00/50,00 Baktericid Inhiberer proteinsyntesen PanReact AppliChem
Karbenicillin (MIC) 32,00 Baktericid Inhiberer celleveggsyntesen  Thermo-Fisher
Kloramfenikol (MIC) 8,00 Bakteriostatisk  Inhiberer proteinsyntesen Sigma-Aldrich
Polymyksin B (MIC) 4,50 Baktericid Svekker yttermembranen Sigma-Aldrich
Rifampicin (MIC/SLK) 12,00/50,00 Baktericid Inhiberer proteinsyntesen Sigma-Aldrich
Spektinomycin (MIC) 16,00 Bakteriostatisk  Inhiberer proteinsyntesen Merck
Streptomycin (MIC/SLK) ~ 23,00/100,00  Baktericid Inhiberer proteinsyntesen PanReact AppliChem
Tetrasyklin (MIC) 4,00 Bakteriostatisk  Inhiberer proteinsyntesen PanReact AppliChem
Trimetoprim (MIC) 10,00 Bakteriostatisk  Inhiberer DNA-syntesen Serva
Zeocin (MIC) 2,00 Baktericid @delegger dobbeltradet InvivoGen

DNA

Tilberedelse av bakterier

I 15 ml sterilt M9 minimal medium (M6895-Sigma) ble det innokulert E. coli som kom fra fryst kultur.
Bakteriekulturen ble inkubert over natten ved 37 °C til stasjonar fase. Deretter ble bakteriekulturen sen-
trifugert (3000 x g i 10 min), og supernatant fjernet for 4 unnga kontaminering av endotoksiner. Bakterie-
kulturen ble resuspendert i 20 ml M9, og inkubert ved 37 °C til OD600 ~ 1. Deretter ble bakteriekulturen
fortynnet med sterilt Mg til en OD600 pa 0,1. M9 brukt i forseket ble sterilisert ved filtrering gjennom et
0,22 pm filter. Dette ble gjort for & unngéd kontaminering av ville mikrober, som sopp og bakterier.

Tilberedelse av antibiotika med bakteriekultur

Det ble laget 16 losninger med 4 ml M9o. Lesningene ble tilsatt utvalgt antibiotika i konsentrasjoner som
vist i Tabell 1. I tillegg ble det laget bufferkontroll (M9) og ubehandlet kultur, som ikke er tilsatt antibio-
tikum (ubehandlet lgsning). Lasningene med 4 ml Mg ble inokulert med 4 pl fra fortynnet bakteriekultur
ved OD ~ 0,1. Bakteriekulturene ble inkubert i 6 timer ved 37 °C, med unntak av ubehandlet kultur. Denne
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ble inkubert ved 4 °C for a forhindre fri vekst av bakterier, som ville fort til betydelig storre bakgrunns-LPS-
frigjoring. 2 ml av lesningene ble filtrert gjennom 0,22 um sproytefilter for & fjerne bakteriene, og deretter
lagret ved -20 °C for senere analyse.

Limulus amebocyte lysate assay

Limulus amebocyte lysate assay (LAL) er gjeldende standard for & bestemme LPS-konsentrasjoner i los-
ninger, og er ekstremt sensitivt, med en sensitivitet ned til ca. 0,1 ng/ml (1 x 107°g/ml) LPS, som tilsvarer
1 endotoksinenhet per milliliter (EU/ml). LAL-assay ble gjennomfort etter produsentens protokoll.

Protokollen i korte trekk (illustrert i vedlegg 1):
Endotoksin standard-lgsningene ble fortynnet slik beskrevet pa hetteglasset, og 4 ml av folgene standard-
losninger ble klargjort:

Standard 1 Standard 2 Standard 3 Standard 4 Blank
1,0 EU/ml 0,5 EU/ml 0,25 EU/ml 0,1 EU/ml 0 EU/ml

Lyofilisert amebocyttlysat ble rekonstituert i 1,7 ml endotoksinfritt vann. Kromogen substans ble rekon-
stituert i 3,4 ml endotoksinfritt vann. Rekonstituering ble utfort ved a rotere hetteglassene forsiktig for &
unnga skumdannelse. Hetteglassene ble varmet opp til 37 °C

510 minutter for bruk. Endotoksinfri 96-brgnnsplate ble pre-ekvilibrert til 37 °C p& varmeblokk. 50 ul av
endotoksinstandarder, blank og prever ble overfort til bronnene. 50 pl av rekonstituert amebocyttlysat ble
overfort til brennene. Tiden ble malt fra lysat ble tilsatt den forste brennen. Etter at lysatet var tilsatt alle
brennene ble platen banket forsiktig pa siden for a blande lgsningene. Losningene ble inkubert ved 37 +
1°C1i 8 minutter. Etter ngyaktig

8 minutter ble 100 ul kromogen substans tilsatt hver brgnn og blandet ved & banke forsiktig pa siden av
platen. Losningene ble inkubert ved 37 °C i 6 minutter. Etter ngyaktig 6 minutter ble 50 pl 1 % eddiksyre
tilsatt for & stoppe reaksjonen. Lgsningene ble blandet slik forklart tidligere. Platen ble umiddelbart lest
ved 405 nm i en mikroplateleser (Synergy HTX). Alle standardlesninger og prever ble gjennomfert som
triplikater. Gjennomsnittsverdier og standardavvik ble beregnet for hver standardlgsning og preve. Dose-
respons-sammenheng ble fastsatt ved regresjon av standardlgsningene og brukt til & beregne endotoksin-
konsentrasjonene i provene.

For & kartlegge et aktuelt fortynningsvindu for videre prover ble det gjennomfort en analyse av polymyksin
B og bakgrunn uten antibiotika (se Tabell 1). Polymyksin B ga uventede lave verdier i LAL-assayet. Verdie-
ne til polymyksin B ga naermere o0 EU/ml. Dette var det motsatte av hva vi forventet grunnet at polymyksin
B gdelegger yttermembranen til bakterier, og vil dermed medfere store mengder LPS frigjorelse. De uven-
tede resultatene viste seg & skyldes at polymyksin B binder LPS og hemmer enzymaktiviteten i LAL-assay
(Tamura, Johannes, & Nagaoka, 2021). P4 grunn av uklare resultater for polymyksin B, var det vanskelig &
fastsla et presist fortynningsvindu. Det endelige fortynningsvinduet ble dermed fra 103-105 ut fra verdiene
kalkulert fra bakgrunnsprovene.

Resultater

Resultater fra LAL-assay viste at konsentrasjon av LPS i Mg (bufferkontroll) var 0,0 + 0,0 EU/ml (gjen-
nomsnitt + standardavvik). Ubehandlet E. coli (ubehandlet lgsning) frigjorde LPS i konsentrasjon 143,1
+ 53,3 EU/ml. Fire av tolv antibiotika forarsaket en hoyere konsentrasjon frigjort LPS fra E. coli enn den
ubehandlede lgsningen. Tetrasyklin frigjorde storst mengde LPS med en konsentrasjon pd 1020,9 + 292,7
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EU/ml, etterfulgt av spektinomycin (990,8 + 155,4 EU/ml), kloramfenikol (494,4 + 38,8 EU/ml), og zeo-
cin (294,3 + 79,3 EU/ml). De resterende antibiotikaene ga lavere LPS-verdier enn ubehandlet lgsning.
Dette inkluderte folgene antibiotika med konsentrasjon av frigjort LPS i synkende rekkefolge: streptomy-
cin; 121,9 + 9,8 EU/ml, rifampicin; 108,9 + 29,7 EU/ml, ampicillin; 96,0 + 3,7 EU/ml, kanamycin; 64,6 +
5,4 EU/ml, karbenicillin; 47,3 + 17,5 EU/ml, gentamicin; 37,2 + 5,7 EU/ml, og trimetoprim; 32,9 + 7,9 EU/
ml. Polymyksin B ga ingen resultat ved LAL-assay, og er derfor ikke inkludert i Tabell 2 og Figur 1.

Tabell 2. Oversikt over antibiotika (A-A), og dets minimum inhibitory concetration (MIC). Gjennomsnitt-
lig LPS-utslipp fra E. coli, samt standardavvik ved bruk av antibiotika ved MIC. Konsentrasjonen til
antibiotikumet er malt i ug/ml. Gjennomsnitt og standardavvik av frigjort LPS er mdlt i endotoksinenhet
per milliliter (EU/ml).

Antibiotika Konsentrasjon Gjennomshnitt Standardavvik
(EU/mI) (EU/mI)
(ng/ml)
Ampicillin (MIC) 5,00 96,0 3,7
Gentamicin (MIC) 11,36 37,2 +5,7
Kanamycin (MIC) 23,00 64,6 15,4
Karbenicillin (MIC) 32,00 47,3 +17,5
Kloramfenikol (MIC) 8,00 4944 +38,8
Rifampicin (MIC) 12,00 108,9 +29,7
Spektinomycin (MIC) 16,00 990,8 +155,4
Streptomycin (MIC) 23,00 1219 19,8
Tetrasyklin (MIC) 4,00 1020,9 +292,7
Trimetoprim (MIC) 10,00 32,9 +7,9
Zeocin (MIC) 2,00 294,3 +79,3

Malinger av frigjort LPS fra E. coli ved bruk av standard lab konsentrasjoner (SLK) av antibiotika viste
at ampicillin frigjorde 72,5 + 19,3 EU/ml (gjennomsnitt + standardavvik), kanamycin; 116,0 + 5,1 EU/
ml, rifampicin; 117,1 + 46,6 EU/ml, og streptomycin; 171,3 + 4,2 EU/ml. En T-test ble gjennomfort for a
bestemme statistisk signifikans mellom LPS-frigjering indusert av antibiotika i MIC og SLK. Signifikans-
nivaet benyttet i studien er 0,001, som er vanlig i medisinsk forskning. P-verdiene var folgende: ampi-
cillin; 0,17, kanamycin; 0,00030, rifampicin; 0,79, og streptomycin; 0,00058. P-verdiene tilsier at kun
lgsningene med kanamycin og streptomycin viser en statistisk signifikant forskjell mellom LPS-frigjoring
av antibiotikaene i MIC og SLK.
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Antibiotika-indusert frigjering av LPS ved MIC
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Figur1. Mdaling av antibiotika indusert frigjoring av LPS fra Escherchia colived minimum inhibitory conce-
trations (MIC). Mg minimal medium (bufferkontroll), ubehandlet losning (kontrolluten antibiotika), ampi-
cillin; 5,00 ug/ml, gentamicin; 11,36 ug/ml, kanamycin; 23,00 ug/ml, karbenicillin; 32,00 ug/ml, kloram-
fenikol; 8,00 ug/ml, rifampicin; 12,00 ug/ml, spektinomycin; 16,00 ug/ml, streptomycin; 23,00 ug/ml,
tetrasyklin; 4,00 ug/ml, trimotoprim; 10,00 ug/ml, zeocin; 2,00 ug/ml. Her er konsentrasjonen MICpdalle
antibiotika. Gjennomsnitt og standardavvik avfrigjort LPSer maltiendotoksinenhet per milliliter (EU/ml).

Tabell 3. Oversikt over antibiotika (A-A), og dets minimum inhibitory concetration (MIC) og standard
lab konsentrasjon (SLK). Gjennomsnittlig LPS-utslipp fra E. coli, samt standardavvik ved bruk av anti-
biotika ved MIC og SLK. P-verdi beregnet ved bruk av gjennomsnitt og standardavvik. Konsentrasjonen
til antibiotikumet er malt i ug/ml. Gjennomsnitt og standardavvik av frigjort LPS er mdlt i endotoksinen-
het per milliliter (EU/ml).

Antibiotika Konsentrasjon  Gjennomsnitt (EU/ml)  Standardavvik P-verdi
(EU/mlI)
(ng/ml)
Ampicillin (MIC/SLK) 5,00/100,00 96,0/72,5 +3,7/19,3 0,17
Kanamycin (MIC/SLK) 23,00/50,00 64,6/116,0 15,4/5,1 0,00030
Rifampicin (MIC/SLK) 12,00/50,00 108,9/117,1 +29,7/46,6 0,79
Streptomycin (MIC/SLK) ~ 23,00/100,00 121,9/171,3 +9,8/4,2 0,00058
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Antibiotika-indusert frigjering av LPS
MIC mot SLK
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Figur 2. Sammenligning av frigjort LPS fra Escherchia coli ved bruk av minimum inhibitory concetra-
tion (MIC) og standard lab konsentrasjon (SLK) av samme antibiotika. Denne sammenligningen er gjort
pa ampicillin; 5,00/100,00 ug/ml, kanamycin; 23,00/50,00 ug/ml/, rifampicin; 12,00/50,00 ug/ml,
og streptomycin; 23,00/100,00 ug/ml. Her er den forste konsentrasjonen MIC og den andre konsentra-
sjonen SLK (MIC/SLK). Gjennomsnitt og standardavvik av frigjort LPS er mdlt i endotoksinenhet per
milliliter (EU/ml).

Diskusjon

Fire av de elleve undersgkte antibiotikaene ga okt LPS-frigjoring fra E. coli. De resterende syv antibiotika-
ene ga lavere LPS-verdier enn ubehandlet losning. Antibiotikaene som ga gkt utslipp av LPS var spektino-
myecin, tetrasyklin, kloramfenikol og zeocin.

Studien viste ingen klar ssmmenheng mellom generell virkningsmekanisme (se Tabell 1) og LPS-frigjering.
LPS-frigjering ser i stedet ut til & veere knyttet opp til antibiotikaklasse og deres spesifikke virkningsmeka-
nismer. Av de fire antibiotikaene som ga gkt utslipp av LPS, fungerer tre avdem som hemmende p& pro-
teinsyntesen, i.e. spektinomycin, tetrasyklin og kloramfenikol. Samtidig ga rifampicin og gentamicin, som
ogsa hemmer proteinsyntesen, ingen gkning av frigjort LPS. En studie fra 1993 kan mulig forklare den lave
LPS-frigjeringen hos gentamicin (Evans & Pollack, 1993). Ved & méle prosentvis LPS-frigjoring og bakte-
rieded hos E. coli ved en rekke ulike konsentrasjoner av antibiotika, si studien at alle antibiotika frigjorde
LPS pa en “konsetrasjonsavhengig méte”. Resultatene antydet ogsa at gentamicin i konsentrasjon 11,36 pg/
ml ikke er hay nok til  veere baktericid. Disse observasjonene kan samlet forklare hvorfor gentamicin ga
lavere LPS-frigjoring enn de andre proteinsynetsehemmende antibiotikaene. Til tross for dette har vi ikke
nok grunnlag til & med sikkerhet si at proteinsyntesehemmende antibiotika induserer frigjoring av sterst
mengde LPS av klasser inkludert i studien. Samtidig ser vi at antibiotika fra samme klasse gir lignende ut-
slipp av LPS. Dette gjelder for bdde p-laktam-antibtioika og aminoglykosider. For fremtidige forsek skulle
vi gjerne undersgkt om denne sammenhengen ogsa gjelder for flere klasser antibiotika.
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Ettersom {-lakatam-antibiotika er aggressivt baktericid og i tidligere studier har gitt gkning av frigjort LPS,
forventet vi gkning av LPS hos ampicillin og karbenicillin. Studien ga uventede resultater, da ampicillin og
karbenicillin ga utslipp pa henholdsvis 96,0 + 3,7 EU/ml og 47,3 + 17,5 EU/ml. Begge malingene ligger
derfor under ubehandlet lgsning. Ampicillin i konsentrasjon 100 pg/ml ga heller ikke gkt frigjoring av LPS.
Disse resultatene stattes av forskningen til professor i medisin J. C. Hurley (Hurley, 1995). Hurley pastar
at det ikke finnes bevis for at antibiotika med rask baktericid virkning kan resultere i plutselig lysering av
bakterier og frigjoring av celleveggkomponenter. Han fastslar videre at aggressiv baktericid antibiotika
derfor ikke forarsaker forverring av sepsis, som kunne vaert unngatt med bruk av antibiotika med et lang-
sommere handlingsforlep. Disse observasjonene kan tyde pa at yttermembranen holdes intakt ved bakte-
rieded forarsaket av -laktam-antibiotika, og filtreres bort. Med studiens eksperimentelle oppsett méles
ikke bakteriell ded, bare frigjort LPS i lgsning, og dette er en svakhet ved det eksperimentelle oppsettet.
Fremtidige forsgk burde inkludere elektronmikroskopi av behandlede lgsninger for & undersoke neermere
hvordan antibiotika virker pa E. coli. Ved & plate behandlede bakterier pad LB-plater vil det veere mulig 4
male i hvilken grad av bakteriene der ("colony forming units” (CFU) per ml).

En annen svakhet med studien er at utslipp av LPS in vitro ikke ngdvendigvis er representativt for LPS
utslipp in vivo. Menneskekroppen har flere mekanismer som angriper og destabiliserer den bakteriemem-
branen. Dode bakterier vil derfor sannsynligvis gé i opplesning fortere hos pasienten enn in vitro, som kan
oke sannsynligheten for antibiotika-indusert sepsis. Fremtidige forsek i dyremodeller vil kunne fastsette
effekten av antibiotikaene under fysiologiske forhold.

Ved sammenligning av frigjort LPS fra E. coli ved bruk av MIC og SLK av samme antibiotika var det ingen
klare resultater. Ut ifra p-verdiene ble det bevist en statistisk signifikant forskjell mellom LPS-frigjoring i
MIC og SLK konsentrasjoner hos kanamycin og streptomycin. Resultatene fra bdde kanamycin og strep-
tomycin antydet at standard lab konsentrasjon (SLK) av antibiotika frigjorde en storre mengde LPS fra E.
coli enn det minimum inhibitory concentration (MIC) gjorde. Ampicilin og rifampicin ga uklare resultater,
og man kan derfor ikke trekke noen konklusjon fra disse antibiotikaene. Fordi 50% av prevene var uklare,
kan vi ikke trekke en generell konklusjon som sier at det er en sammenheng mellom konsentrasjonen av
antibiotika og frigjort LPS. Derimot kan vi si at det er sannsynlig at kanamycin og streptomycin forer til
sterre mengde frigjort LPS ved en hayere konsentrasjon av antibiotikaen.

Konklusjon

Kloramfenikol, spektinomycin, tetrasyklin, og zeocin ferer trolig til okt utslipp av endotoksiner fra E. coli
in vitro, og ber derfor brukes med forsiktighet i behandling av bakterieinfeksjoner, serlig i tilfeller med
okt risiko for sepsis. Vi kan ikke si sikkert om effekten er like omfattende for andre antibiotika under fy-
siologiske forhold, og flere eksperimenter (som beskrevet over) er nadvendig for & undersgke dette videre.

Anerkjennelser
Prosjektet ble gkonomisk stettet av Thermo Fisher, og utfort i samarbeid med UiO. Vi vil gi en spesiell takk
til Daniel Hatlem og Dirk Linke som ga god veiledning gjennom hele prosjektet.
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Vedlegg

Workflow

1. Pre-equilibrate the plate to 37:1°C for 10 minutes.

2. Reconstitute Endotoxin Standard [ES) to 10 EUfmL with Endetoxin-Fres Water [EFW].
D D 3. Mix vigorously for 15 minutes.
EFW ES
. 4. Prepare 1.0 EWmL Stock from 10 EUYmL Endotoxin Standard Solution.

” 5. Vartex for 2 mirutes.
D e 105k

LT TR TP T

&. Using 1.0 EWmL Stock, prepare a series of endatoxin dil utions.
7. Vartex for 1 mirute,
- AN N, A E. Prepare samples according to information in the user quide.

1gm tfm AR BEEL

1. Gently swirl and avaid faaming. Lysate reagent must be used within 5 minutes.

LT D . Recorstitute the Amebooyte Lysate with 1.7 mL EFAL

Lysaie

11. Keeping the plate at 37:1°C, add 50 pL of each endatoxin dilution, sample, and blank to the plate
wells [triplicates).
AN AU G O

. 12 Keeping the plate at 37:1°C, add 50 pL of Amebocyte Lysate Reagent ta the wells following the
saime order of addition as the endotoxin diluticn and sampiles.
x 13 Mix well by gently tapping on the side of the plate.

14, Cover and incubate for time T1 [High or Low] as indicated on the Lysate [abel.

15. Recenstitute Chromogenic Substrate [SUB] with 3.4 mL of EFW.
hn T4, Pre-warm the solution for § minutes at 37:1°C.
17. Keeping the plate at 37:1°C, add 100 pL of Chromogenic Substrate Soluticn ta each well

| -
v '. following the same crder of addition as previcus skeps.
] — 18. Mix well by gently tapping on the side of the plate.
e %
sue

19. Incubate for & minutes at 3721°C.

(e 0. Add 50 pl of 25% acebic ackd bo each well to stop the reaction.
21. Mix well by gently tapping on the side of the plate.
ER . ‘ Z2. Read the absorbance at 405 nm.
scaic g

Pierce™ Chromogenic Endotoxin Ouant KRt User Guide 5

Vedlegg 1: LAL protokoll
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