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Forord

Livsmedel utgdr en av flera mdjliga spridningsvégar for antibiotikaresistenta
bakterier fran djur till ménniskor. Det dr dock oklart vilken betydelse 6verforing
av resistensgener eller resistenta bakterier fran livsmedel till minniska har for
resistensproblematiken i stort. En forutséttning for att vérdera folkhélsorisken av
livsmedelsburen antibiotikaresistens ar att det finns kunskap om savél forekomst
av som sldktskap mellan resistenta bakterier fran livsmedel, djur, ménniskor och
miljo. Denna kunskap saknas idag och behdver snabbt inhdmtas.
Resistensproblemet miste dérfor ses ur ett tvirsektoriellt perspektiv och hanteras
i samverkan mellan myndigheter i livsmedelskedjan och inom sjukvérden.

Detta kartldggningsprojekt har haft som syfte att 6ka kunskapen om fore-
komst av ESBL-bildande tarmbakterier pa kott pa den svenska marknaden och en
eventuell koppling till forekomst hos patienter. Projektet har genomforts vid
Livsmedelsverket och Statens veterindrmedicinska anstalt (SVA) och har finansi-
erats av MSB anslag 2:4 krisberedskap som ett led 1 att stirka den nationella
krisberedskapen. Livsmedelsverket har ansvarat for insamling av livsmedels-
prover och for isolering av ESBL-bildande tarmbakterier. SVA har ansvarat for
antibiotikaresistensbestimningen och den genetiska karakteriseringen av gjorda
fynd fran dessa prover. Samarbetet med Smittskyddsinstitutet initierades under
projektets ging och myndigheten har bidragit med sekvenseringsdata for
ESBL-gener frin patientisolat.
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Summary in English

Occurrence of ESBL-producing E. coli and salmonella in meat obtained
from the Swedish market

Extended spectrum betalactamase (ESBL)-producing bacteria are a rapidly
emerging public health problem. These bacteria produce enzymes that hydrolyse
antibiotics belonging to the betalactam group, including third and fourth
generation cephalosporins, which are important antimicrobial agents in human
medicine. The presence of ESBL-producing bacteria is increasingly being
reported in humans and in food-producing animals, so food may be a possible link
between the two populations. This project aimed to provide data required for
identifying the extent to which food serves as a source of human exposure to
ESBL-producing bacteria for use in future risk management strategies.

The prevalence of ESBL-producing E. coli was investigated in 518 samples
of imported meat from cattle, pigs and broilers and in 100 samples of Swedish
broiler meat. The latter samples were included due to the recent report of ESBL-
producing E. coli in Swedish broilers within the Swedish monitoring programme
SVARM. Samples of the imported meat were collected at retail stores and outlets
from June 2009 to June 2011, while the Swedish broiler meat samples were
collected at slaughter-houses during ten weeks in autumn 2010.

ESBL-producing E. coli were isolated from meat after selective culture with
cefotaxime and the isolates were characterised phenotypically and using different
molecular methods. To investigate the potential link between meat-associated
ESBLs and those found in patients in Sweden, ESBL genes identified in E. coli
from meat were compared against gene data from clinical ESBL-producing E. coli
isolates reported within the national surveillance programme SWEDRES in 2010.

ESBL-producing E. coli were found in 0-8 percent of imported beef samples,
2-13 percent of imported pork samples and 15-95 percent of broiler meat samples
available on the Swedish market. The highest prevalence was in South American
broiler meat (95 percent), followed by European broiler meat (61 percent) and
Danish broiler meat (15 percent). ESBL-producing E. coli were found in
44 percent of the Swedish broiler meat samples tested. Thus, ESBL-producing
bacteria were frequently found in broiler meat, even in countries such as Sweden
and Denmark with no use of cephalosporins in broiler production.

The most prevalent ESBL gene among clinical E. coli in Sweden, blactx.m.1s,
was found in 1 percent of the bacteria isolated from meat. The overall overlap
between gene variants in bacteria isolated from meat and from Swedish patients
was limited, indicating that meat is probably only a limited source of ESBL genes
in human medicine. Further studies are needed, including a more detailed
comparison of ESBL genes and E. coli isolates from meat and patients, to assess
the potential public health risk of these bacteria in food.

Salmonella was found in 5 of 430 imported meat samples tested. None of the
isolates was resistant to third generation cephalosporins, nor was this resistance
found among E. coli isolated from leafy greens imported from South East Asia.



However, more studies using selective culture methods are needed to properly
examine the impact of raw vegetables as a dissemination route for ESBL-
producing bacteria.



Sammanfattning

Denna kartldggning visar att ESBL-bildande E. coli féorekommer pé kott pa den
svenska marknaden och dr framforallt vanliga pa kycklingkott. Resultaten tyder
ocksaé pa att kott verkar ha en begriansad betydelse som kélla for den ESBL-
problematik som finns inom sjukvérden.

Ett av de allvarligaste och snabbast 6kande folkhdlsoproblemen dr tarmbakterier
som bildar enzymet ESBL. ESBL-bildande tarmbakterier dr motstandskraftiga
mot flera typer av antibiotika, ddribland nyare generationers cefalosporiner, som
anvinds for behandling av svara och invasiva infektioner inom humansjukvérden.
Den huvudsakliga spridningen av ESBL-bildande tarmbakterier bland manniskor
bedoms 1 forsta hand vara kopplad till anvindning av antibiotika till ménniskor
och spridning av infektioner mellan méinniskor. ESBL-bildande tarmbakterier
bakterier pavisas i 6kande omfattning dven hos livsmedelsproducerande djur, och
livsmedel kan utgora en del i spridningsvégen till minniska. Projektets syfte var
att 6ka kunskapen om livsmedels betydelse som spridningsvég for
ESBL-bildande tarmbakterier och resistensgener och ddrmed bidra till
kunskapsunderlaget for riskhantering.

Forekomst av ESBL-bildande E. coli undersoktes med selektiv odlingsmetod
pa 518 prover fran importerat kott av not, gris och kyckling fran lander inom och
utanfor EU. Provtagningen genomfordes hos grossister och 1 butiksledet fran juni
2009 till juni 2011 med hjélp av kommuner, kéttimportdrer och Livsmedelsverket.
Med anledning av fynd av ESBL-bildande E. coli hos svensk slaktkyckling inom
det nationella resistensovervakningsprogrammet SVARM undersoktes efterhand
forekomst av dessa bakterier d&ven pd 100 prover fran svenskt kycklingkatt, vilka
samlades in under en tioveckorsperiod under hosten 2010 med hjilp av
branschorganisationen Svensk Féagel. Framodlade ESBL-bildande E. coli
karakteriserades med molekyldra metoder. De ESBL-gener som pavisades hos
E. coli fran kott jamfordes med de som aterfanns hos patienter i en av
Smittskyddsinstitutet tidigare genomford punktprevalenstudie. Detta for att
undersoka eventuell koppling till férekomst av ESBL-bildande tarmbakterier hos
patienter.

ESBL-bildande E. coli forekommer pa kott pa den svenska marknaden.
Bakterier pavisades pa kott av not (0-8%) och gris (2-13%) fran olika omraden,
men 1 betydligt lagre omfattning &n for kycklingkott (15-95%), vilket
overensstaimmer med studier fran andra ldnder. Hogst var forekomsten i
kycklingkdott frdn Sydamerika med 95 procent positiva prover jamfort med dvriga
EU (ej Danmark) med 61 procent och Danmark med 15 procent. I det svenska
kycklingkoéttet var forekomsten av ESBL-bildande E. coli 44 procent. Eftersom
proverna fran svenskt kott dr insamlade under en kortare tidsperiod ar resultaten
inte direkt jamforbara. Studien visar dock att ESBL-bildande E. coli &r vanligt
forekommande pa kycklingkott, &ven kott producerat i ldnder som Sverige och
Danmark i vilka cefalosporiner inte anvidnds vid uppfodning av slaktkyckling.



Den idag vanligaste ESBL-genen 6verlag inom svensk sjukvérd pavisades i
1 procent av det totala antalet ESBL-bildande E. coli fran kott. De
livsmedelsburna generna var dock inte kopplade till den typ av plasmid och
E. coli-bakterie som vanligen infekterar manniskor. De genvarianter som
pavisades i storst utstrackning hos E. coli fran kéttproverna utgjorde en 1ag andel
av de ESBL-gener som forekom hos E. coli fran patienter. Samma typer av gener
for ESBL-produktion forekommer séledes i lag omfattning hos E. coli-bakterier
fran kott respektive patienter 1 Sverige. Detta tyder pa att kott verkar ha en
begriansad betydelse som kélla for den ESBL-problematik som finns inom
sjukvarden. Det krdvs dock ytterligare studier med utforligare jimforelser mellan
livsmedels- och patientisolat for att sdkert kunna vérdera folkhélsorisken av
ESBL-bildande tarmbakterier fran livsmedel.

Salmonella pavisades i 5 av 430 prover fran infort och importerat kott.
Diremot gjordes inga fynd av Salmonella med resistens mot tredje generationens
cefalosporiner i dessa prover. Resistentypen pavisades inte heller hos de E. coli-
bakterier som isolerats fran bladgront fran Sydostasien inom Riksprojekt 2009.
Dessa bakterier dr dock framodlade med en mindre kdnslig metod &n ovan, varfor
det inte gar att avskriva vegetabilier som spridningsvag for ESBL-bildande E. coli
enbart baserat pa dessa resultat.



Forslag till vidare atgarder

e ESBL-bildande E.coli pavisades pa kott fran samtliga undersokta djurslag.
Gentyperna fran de ESBL-bildande E.coli fran kott forekommer dven hos
en lag andel av E.coli med ESBL fran patienter. Ytterligare studier behovs
for att kunna gora mer utforliga jimforelser mellan fynd pa livsmedel
respektive hos médnniska samt for att kunna vérdera riskerna. Studier av
forekomst hos friska ménniskor 1 samhéllet dr ocksa prioriterat. Fortsatt
samverkan mellan berérda myndigheter inom landet och pé nordisk niva
och EU-niva dr i ssmmanhanget viktigt.

e Fynden av ESBL-bildande E.coli pa kott fran samtliga djurslag ger
anledning till att understryka vikten av en god livsmedelshygien som ett
effektivt sétt att forhindra spridning av antibiotikaresistens i
livsmedelskedjan. God hygien minskar risken for spridning av alla
bakterier.

e Denna studie visade att ESBL-bildande E. coli forekommer pa svenskt
kycklingkott. Preliminéra resultat av pagéende studier vid SVA tyder pé att
fynden av ESBL-bildande E.coli i svensk kyckling hdnger samman med
spridning av resistenta bakterier fran importerade avelsdjur. Denna
situation har ocksa uppmérksammats av EFSA 1 en publicerad rapport om
ESBL, i vilken man identifierat olika atgarder for att komma tillrdtta med
problemet inom EU (EFSA 2011)% I Sverige samarbetar branschen och
berorda myndigheter for att klarldgga spridningsvégar s att forekomsten
pa sikt kan elimineras.

e Eftersom selektiv odlingsmetod inte anvidndes vid undersdkning av
vegetabilier 1 denna studie, dr det prioriterat att utfora ytterligare
undersokningar av forekomst av ESBL-bildande tarmbakterier pé
vegetabilier. Det dr viktigt att inom kontrollprogram och andra studier
anvinda jamforbara metoder for provtagning och odling for att kunna
jamfora resultaten.

e Fyra av fem positiva salmonellaisolat i denna studie var multiresistenta.
Livsmedelsverket kommer under 2012 att genomfora ett Riksprojekt
tillsammans med kommunerna for att folja upp efterlevnaden av de svenska
salmonellagarantierna vid inforsel av kott och dgg. I den undersékningen
ingdr dven resistensbestimning av eventuella positiva salmonellaisolat.

? Europeiska myndigheten for livsmedelssikerhet



Resultaten fran Riksprojektet kommer att visa pa eventuella behov av
vidare dtgérder.

Generellt dr det viktigt att papeka att antibiotikaresistensproblematiken ar
ett globalt problem som maste tas pd storsta allvar och myndigheter och
branschorganisationer maste fortsétta arbeta savél internationellt som
nationellt i linje med den svenska strategiska planen mot
antibiotikaresistens. Detta innebér bland annat fortsatt arbete med minskad
antibiotikaanvindning, arbete med god djurhilsa, ett gott smittskydd, god
livsmedelshygien och kunskapshdjande dtgarder.



Inledning

Bakterier som blir resistenta, motstandskraftiga, mot antibiotika bedoms av
Virldshélsoorganisationen, WHO, och den Europeiska smittskyddsmyndigheten,
ECDC, som ett av de storsta hoten mot folkhilsan (ECDC 2007; WHO 2007).
Bara i Europa dor minst 25000 méanniskor varje ar som en direkt f6ljd av
bakterieinfektioner som inte dr behandlingsbara med antibiotika (ECDC 2007).
Verksamma antibiotika dr dessutom en forutséttning for dagens hogspecialiserade
sjukvard, till exempel vid organtransplantationer och cellgiftsbehandlingar.

Felaktig och 6verdriven anvdndning av antibiotika inom bédde den humana
och veterinira sektorn gor att antibiotikaresistenta bakterier kan selekteras fram
och spridas bland ménniskor och djur, inom sjukvarden och samhillet, lokalt som
globalt. Den huvudsakliga spridningen av antibiotikaresistenta bakterier inom
humansjukvéirden bedéms vara kopplad till anvindning av antibiotika till
ménniskor och spridning av infektioner mellan ménniskor (van de Sande-
Bruinsma, Grundmann et al. 2008). Dock kan antibiotika som anviands till
livsmedelsproducerande djur ocksa gynna tillvéixt av resistenta bakterier.
Bakterier kan sedan overforas via fororening vid slakten till animaliska livsmedel
eller via gddsel eller fororenat vatten till vegetabiliska livsmedel. Livsmedel kan
saledes utgora en spridningsvig for resistenta bakterier frén djur till manniskor.
Det ar dock oklart hur mycket av resistensproblematiken inom sjukvarden och
samhdllet som beror pé livsmedelsburen antibiotikaresistens.

En fOrutséttning for att vardera folkhalsorisken av livsmedelsburen
antibiotikaresistens &r att det finns kunskap om sévil forekomst av som sléktskap
mellan resistenta bakterier fran livsmedel, djur och ménniskor. I den riskprofil for
omradet som sammanstilldes av Livsmedelsverket och Strama VL
(Livsmedelsverket 2009) betonas att 6kad kunskap behovs framforallt om
forekomst av ESBL-bildande tarmbakterier pd importerade livsmedel och
livsmedel inforda fran EU-lander. Detta &r viktigt inte minst med tanke pa att
importen av livsmedel har dkat de senaste dren (SJV 2011). Drygt 30 procent av
allt kott och kottvaror som konsumeras i Sverige produceras i andra lander
(uppskattning baserad pa 2009 ars data fran SJV 2011b).

ESBL-bildande tarmbakterier

Faroidentifiering

Cefalosporiner hor liksom penicilliner till antibiotikaklassen betalaktamer, som
blockerar cellviggssyntesen hos vissa bakterier genom att binda till s& kallade
penicillinbindande proteiner. Tredje och fjérde generationens cefalosporiner har
till skillnad mot tidigare generationers preparat ett utvidgat spektrum och kan
dédrigenom verka pa manga olika bakterier. Tredje och fjarde generationens
cefalosporiner anvénds i stor omfattning inom humanmedicinen for behandling av
svéra och invasiva infektioner sdsom blodforgiftning och lunginflammation och
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utgor tillsammans med kinoloner och makrolider de for folkhélsan viktigaste
antibiotikaklasserna enligt WHO (WHO 2007b).

En viktig resistensmekanism mot dessa nyare generationers cefalosporiner ar
sa kallade ESBL, “extended spectrum B-lactamase”, som dr enzym med utvidgat
spektrum for nedbrytning av cefalosporiner. Dessa enzym kodas av sa kallade bla-
gener, som sitter pa dverforbara genetiska element sdsom plasmider. Bakterier
med ESBL ar ofta multiresistenta (resistenta mot tre eller fler antibiotikaklasser)
och plasmiderna kan béra pé ytterligare resistensgener, vilket innebér att
anvindning av andra antibiotika dn nyare generationers cefalosporiner kan ha
betydelse for selektion och spridning av ESBL. Enzymerna forekommer framst
hos tarmbakterier inom familjen Enterobacteriaceae, till exempel E. coli och
salmonella. Nya varianter av ESBL utvecklas konstant genom stegvisa mutationer
och idag har flera hundra varianter beskrivits, vilka ar klassificerade enligt olika
scheman (EFSA 2011). Nyligen presenterades en utvidgad ESBL-definition for
humanmedicinen inom Norden i vilken tre huvudkategorier beskrivs: ESBLa,
ESBLyM och ESBLcara (Tabell 1) (Giske, Sundsfjord et al. 2009; Strama 20009).

ESBL, ér de klassiska ESBL-enzymerna som bryter ned tredje och fjarde
generationens cefalosporiner, men inte karbapenemer eller cefamyciner. ESBL A
hdmmas av klavulansyra och delas in i1 grupper bestaende av olika
enzymvarianter: CTX-M-enzymer som kodas av blacrx.m-gener, TEM som kodas
av blatgm och SHV som kodas av blasyy (Tabell 1). ESBLy; inkluderar
plasmidmedierade AmpC-betalaktamasgener, som kodar f6r enzym som bryter
ned tredje generationens cefalosporiner och cefamyciner, men inte fjarde
generationens cefalosporiner eller karbapenemer. ESBLy;, som himmas av
kloxacillin men inte klavulansyra, bestar av flera enzymfamiljer diribland CMY -
enzymer som kodas av blacyy-gener. Utanfor Norden bendmns ESBLy; som
plasmidmedierat AmpC eller pAmpC (EFSA 2011). Kromosomalt lokaliserat
AmpC, som férekommer hos bland annat E. coli, inkluderas inte i ESBL-
definitionen. ESBLcarpa omfattar karbapenemaser, metallobetalaktamaser och
oxacillinaser, vilka orsakar resistens mot alla betalaktamantibiotika inklusive
karbapenemer, som édr sérskilt viktiga inom humansjukvarden (Tabell 1) (Giske,
Sundsfjord et al. 2009; Strama 2009).
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Tabell 1. Indelning av ESBL-enzym

ESBL-kategori | Exempel pa
(Strama 2009) enzymfamiljer

ESBLA CTX-M (inklusive
CTX-Mgrp 1, grp 2,

grp &, grp 9, grp 25);
TEM; SHV

ESBLm CMY; AAC

ESBLcARBA Klebsiella
pneumoniae
karbapenemaser
(KPC),
metallobetalaktamaser
(MBL); oxacillinaser
(OXA)

Farokarakterisering

ESBL-bildande bakterier i tarmen kan finnas som en del av normalfloran hos
ménniskor. Som bérare dr man inte sjuk, men bakterierna i tarmen kan utgdra en
reservoar av resistensgener som med tiden skulle kunna dverforas till
sjukdomsframkallande bakterier med svarbehandlade infektioner som f6ljd. Olika
undersokningar visar att 1 Sverige har ungefér 2-5 procent av symptomfria
minniskor ESBL-bildande tarmbakterier (Chabok, Tarnberg et al. 2010;
Strémdahl, Tham et al. 2011).

ESBL-bildande tarmbakterier som ger upphov till infektioner ar ett av de
allvarligaste folkhélsoproblemen. En meta-analys av Schwaber et al. (2007)
visade att dodligheten var upp till tva ganger hogre hos patienter med
blodforgiftning orsakade av ESBL-bildande Enterobacteriaceae jamfort med
patienter infekterade med bakterier som var kénsliga for tredje generationens
cefalosporiner. Inom EU var dr 2007 néstan 3000 dodsfall och drygt 120 000 extra
varddagar kopplade till infektioner i blodet orsakade av E. coli med resistens mot
tredje generationens cefalosporiner (de Kraker, Davey et al. 2011). [ samma studie
uppskattas att sjukdomsbordan kopplad till multiresistenta E. coli sannolikt snart
kommer Overtrdffa den kopplad till MRSA. Internationellt har forekomsten av
bland annat patogena E. coli och Klebsiella pneumoniae som bildar ESBL okat
under de senaste dren hos médnniska. Exempelvis dr forekomsten av
cefalosporinresistenta K. pneumoniae i blododlingar numera éver 50 procent i
flera ldnder 1 centrala och syddstra Europa (Ears-Net 2009).

Aven i Sverige har forekomsten av ESBL 6kat och fynd hos ménniska 4r
sedan 2007 anmélningspliktigt enligt smittskyddslagen. Sedan dess har man sett
en 6kning med i snitt cirka 30 procent av antalet rapporterade fall varje ar (SMI
2011). Under 2010 var den rapporterade incidensen av ESBL-bildande
Enterobacteriaceae i Sverige 53 fall/100000 invanare. De flesta positiva fynden
gjordes 1 urinprover (65 procent), medan fynd i blododlingar gjordes i 3 procent
av fallen. E. coli och salmonella med ESBL utgjorde 81 respektive mindre dn 1
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procent av samtliga rapporterade fall. ESBL, av CTX-M-typ rapporterades mest
frekvent (SWEDRES 2010).

CTX-M ir det vanligaste enzymet dverlag. Sarskilt enzymvarianten
CTX-M-15 tillhérande CTX-M grupp 1 forekommer frekvent inom
Enterobacteriaceae hos méanniskor vérlden 6ver, vilket till stor del beror pa
spridning av patogena E. coli-klonen O25b:H4-ST131 som kan innehalla
blacrx.m.15 eller andra ESBL-gener (Naseer and Sundsfjord 2011). Ett av
undantagen dr Sydamerika dar CTX-M-2 dominerar (Dhanji, Murphy et al. 2010).
Forekomst av ESBLy; har tidigare framst beskrivits i1 studier frdn USA, men fynd
av CMY-typ rapporteras allt oftare inom EU (EFSA 2011). I en svensk
punktprevalensstudie pavisades ESBLA (CTX-M eller SHV) och ESBLy (CMY)
hos 78 respektive 5 procent av cefalosporinresistenta E. coli fran méanniskor
(SWEDRES 2010). Bland ESBL 4 utgjorde CTX-M grupp 1 78 procent (varav
genvarianten CTX-M-15 av omkring 90 procent), CTX-M grupp 9 23 procent,
CTX-M grupp 2 néstan 1 procent och SHV drygt 1 procent. ESBLcarpa-bildande
tarmbakterier har sedan anmilningspliktens inférande pavisats i 33 humanprover i
Sverige. Majoriteten av fallen var kopplade till sjukvard utomlands (SWEDRES
2010; personlig kommunikation K. Tegmark Wisell, november 2011).

Tidigare har ESBL i allménhet setts frdmst i samband med utbrott inom
sjukvarden, men resistenstypen pévisas i 6kande omfattning dven ute i samhallet.
En studie vid Akademiska sjukhuset i Uppsala om antibiotikaresistens och
resande visade att 24 procent av deltagarna som vistats utanfor Nordeuropa hade
koloniserats med ESBL-bildande E. coli (Téangden, Cars et al. 2010).

Forekomst hos livsmedelsproducerande djur och pa livsmedel
ESBL-bildande E. coli och salmonella pavisas i dkande omfattning hos
livsmedelsproducerande djur och livsmedel inom EU (EFSA 2011). Detta trots att
selektiva metoder inte anvénds i de flesta nationella 6vervakningsprogrammen
inom EU, utan istillet undersoks slumpmaéssigt utvalda isolat frdn odling utan
tillsats av antibiotika (EFSA 2008). Framforallt har en 6kning av
cefalosporinresistenta, till storsta del ESBL-bildande, E. coli fran slaktkyckling
och kycklingkott uppmarksammats i vissa ldnder (Tabell 2). En hypotes &r att den
hoga forekomsten framst dr en f6ljd av anvindning av cefalosporinen ceftiofur
inom kycklingproduktionen, inklusive pa klackerier dér avelsdjur kldcks, och att
resistenta bakterier sedan sprids genom avelskedjan genom sa kallad top-down
spridning. Aven miljosmitta genom cirkulation av ESBL-bildande bakterier i
produktionsmiljon tros ha betydelse for den hoga forekomsten (EFSA 2011). Tva
brittiska undersdkningar visade nyligen att ESBL-bildande E. coli &r vanligt
forekommande i kycklingkott som importerats fran Sydamerika (Warren, Ensor et
al. 2008; Dhanji, Murphy et al. 2010). E. coli och salmonella resistenta mot tredje
generationens cefalosporiner rapporteras ocksd inom EU frén notkreatur och
slaktsvin och pa kott fran dessa djur, men i ldgre omfattning &n for kyckling och
kycklingkott (EFSA 2011).

ESBL-bildande E. coli har dven pavisats i tarminnehall fran svensk
slaktkyckling. Vid icke selektiv odling var 1 procent av E. coli-isolaten ESBL-
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bildande och vid tillsats av cefalosporin under analysen 6kade andelen ESBL-
bildande E. coli till 34 procent (SVARM 2010). I Sverige anvénds dock inte
cefalosporiner vid uppfodning av slaktkyckling och &vrig antibiotikaanvindning
ar mycket begridnsad. Méngden tredje generationens cefalosporiner som forskrevs
ar 20009 till svenska djur, framforallt hdst och nét, var ca 20 kg, vilket motsvarar
cirka en promille av den totala forsdljningen av all antibiotika till djur i Sverige
(EMA 2011). Preliminira resultat av provtagning i olika led i svensk
kycklingproduktion tyder istdllet pa spridning av ESBL-bildande E. coli-bakterier
fran importerade avelsdjur, vilket ocké rapporterats fran andra EU-medlemslédnder
(MARAN 2009; SVARM 2010). I Sverige pavisades inga ESBL-bildande
bakterier i tarminnehall fran slaktsvin och notkreatur vid den senaste
overvakningen som genomfordes av SVA dr 2008 respektive 2009 (sammanfattat
1 SVARM 2010). Inte heller i livsmedel har resistenstypen pavisats tidigare i
Sverige, men endast ett fatal begridnsade analyser har gjorts (Livsmedelsverket
2009). Inga fynd av ESBL-bildande E.coli gjordes pa svenskt kycklingk&tt med
icke selektiv odlingmetod vid det senaste svenska dvervakningstillfallet (Tabell 2)
(SVARM 2010).

Publicerade studier dir genetisk karakterisering genomforts visar att hos
livsmedelsproducerande djur och pa livsmedel inom EU dominerar ESBL 4-genen
blactx.m.1, men dven blacrx m.14, blatem.s2 och blasyy.12 har pavisats liksom andra
gener i mindre omfattning. Férekomsten av E. coli och salmonella som bildar
ESBLy av typen CMY (blacwmy.2) var begriansad for bara nagra ar sedan, men 6kar
nu bland livsmedelsproducerande djur och livsmedel inom EU. Detta beror
troligtvis till viss del pé att man tidigare frimst undersokte forekomst av de
klassiska ESBLs-enzymerna. ESBLcarpa-produktion har till dags datum inte
pévisats 1 tarmbakterier fran djur- eller livsmedel (EFSA 2011).

Nir det géller forekomst av ESBL-bildande Enterobacteriaceae pa
vegetabilier finns 1 dagsldget ett fatal publicerade studier i vilka selektiva metoder
och genetisk karakterisering har anvants. Exempelvis pavisades nyligen
Enterobacteriaceae med ESBL av typen CTX-M-1 eller SHV i 4 (5 procent) av
79 analyserade prover fran gronsaker pa den nederlindska marknaden (Reuland,
al Naiemi et al. 2011).
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Tabell 2. Andel E.coli resistenta mot tredje generationens cefalosporiner fran
kycklingkdtt. Slumpméssigt utvalda isolat fran icke selektiv odling. Brytpunkt {or
resistens: cefotaxim MIC >0.25 mg/L; ceftiofur MIC >1 mg/L.

Land” Ar Antal isolat Andel resistens
(%0)

Danmark 2006 534 0
Danmark 2008 113 1
Danmark 2010 158 1
Frankrike 2009 151 3
Kanada 2007 402 23
Kanada 2008 480 28
Nederldnderna 2007 230 15
Nederldnderna 2008 329 15
Nederldnderna 2009 328 21
Norge 2006 119 0
Tyskland 2009 194 6
USA 2007 299 7
USA 2008 306 11
Sverige 2010 77 0

"Referenser: (CIPARS ; DANMAP ; MARAN ; NARMS ; NORM/NORMVET ;
SVARM 2010; EFSA 2011)

Livsmedel som spridningsvag for ESBL-bildande tarmbakterier

Livsmedel kan utgora en del i spridningsvéigen for ESBL-bildande E. coli och
salmonella fran djur till minniskor (Livsmedelsverket 2009). Utanfor Sverige har
flera utbrott av ESBL-bildande salmonellabakterier forknippats med konsumtion
av animaliska livsmedel, framforallt kycklingkott. Exempelvis 1 Belgien aterfanns
en CTX-M-2-positiv Salmonella Virchov-klon genom hela livsmedelskedjan och
isolerades forutom fran kycklingkétt dven fran slaktkycklingar och patienter som
insjuknat i gastroenterit (Bertrand, Weill et al. 2006). Vad giller
sjukdomsframkallande ESBL-bildande E. coli-kloner finns i dagsldget inga
direkta bevis for overforing till manniskor via livsmedelskedjan (EFSA 2011). 1
en nyligen publicerad hollédndsk studie har dock identiska ESBL-gener beldgna pé
identiska plasmider pavisats hos E. coli-isolat fran kycklingkoétt, slaktkyckling och
patienter (Leverstein-van Hall, Dierikx et al. 2011). Det &r ocksa visat att
resistensgener bade 1 tarmen och 1 kdksmilj6 kan overforas fran olika bakterier till
patogena bakterier (Livsmedelsverket 2009). Livsmedelsburna bakterier skulle
séledes kunna 6verfora resistensgener till sjukdomsframkallande bakterier. Det dr
dock oklart hur ofta sé& sker och vilken betydelse sddan spridning har for
sjukvérden och samhéllet i stort.
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Syfte

Det 6vergripande syftet var att 6ka kunskapen om livsmedels betydelse som
spridningsvig for ESBL-bildande tarmbakterier och resistensgener och pa sikt
skapa underlag for beslut om riskhanteringsatgérder. Specifika méal var att:

e utveckla metoder for isolering och karakterisering av ESBL-bildande
E. coli pa livsmedel

e kartligga den aktuella forekomsten av ESBL-bildande E. coli pa infort och
importerat kott av not, gris och kyckling

e identifiera och karakterisera de gener som kodar for produktion av ESBL
hos E.coli isolerade frén livsmedel

e undersoka sldktskap hos bakterieisolat och plasmider fran livsmedel samt
jamfora resistensgener mellan de ESBL-bildande E.coli som pavisas i
livsmedel och de som infekterar ménniska

Ovriga mal som tillkom under projektperioden var att:

e kartligga den aktuella forekomsten av ESBL-bildande E. coli pa svenskt
kycklingkdtt

e kartlagga den aktuella forekomsten av antibiotikaresistenta
salmonellabakterier pa infort och importerat kott

e undersdka E.coli som isolerats fran bladgront fran Sydostasien
(Riksprojekt 2009) avseende resistens mot tredje generationens
cefalosporiner.
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Utforande

Infort och importerat kott

Valet av produkter

Kartldggningen omfattade prover av kott eller kottberedningar av nét, gris och
kyckling som forts in till Sverige fran EU-lédnder eller importerats fran
Sydamerika. Bade fryst och kylférvarat, icke virmebehandlat, kott samlades in for
analys.

Provtagning

Provtagning i den hir typen av kartldggningar &r inte 1 statistisk mening
sannolikhetsbaserad, eftersom det inte &r praktiskt mojligt att skapa en lista 6ver
hur inférda och importerade produkter forekommer i landets olika butiker (vilket
kravs for att slumpmadssigt fordela hur proverna ska tas). En oversiktlig
provtagningsplan togs dnda fram med malet att kunna jimfora andelen ESBL-
positiva prover fran de lander och omraden som star for storst del av det inférda
eller importerade kottet, samt frdn andra omraden av sérskilt intresse
(Sydamerika) (Fig. 1; Tabell 4). Provtagningen gjordes fortlopande fran och med
juni 20009 till och med juni 2011. Under projektets gdng gavs information till
provtagare fOr att styra provtagningen mot ldnder eller omraden med fa prover.

For provtagningen nyttjades Livsmedelsverkets sedan tidigare etablerade
ndtverk for utbrottsanalyser bestdende av landets storsta kommuner. Tio av dessa
kommuner deltog i omgéngar (Tabell 3). Proverna togs, dels hos grossister och
dels i butiksledet pa stormarknader och i mindre butiker. Aven ett antal
kottimportorer bidrog med prover till kartldggningen fran sina respektive
anldggningar. Prover togs ockséd av Livsmedelsverkets egen personal, bade i
butiksledet och vid grianskontrollstationerna (Tabell 3).

Varje prov omfattade minst 200 gram. Proven packades och skickades kylda
eller frysta till Livsmedelsverket. Prov av samma varumirke skulle ha olika
batchnummer och i de fall den uppgiften saknades var kravet att de hade olika
bést-fore-datum. Ifall tva identiska prov samlades in och analyserades,
inkluderades bara resultaten fran det senast inkomna provet i kartlaggningen.

17



a) Notkott

(1jw) apJreA 1101 Ae |puUY

b) Griskott

&
S, Yz
@e @Q\w
L & | &\0
4
&
S ©
\ooQ %,
L % %
0
% 0
() <,
Z %
3 %
L o,
¢
_ % %,
Q .QA\
L ) i %,
%
2,
| < %
i b4 %y,
= r A4
P <
%, £ _ “,
K4 )
v S - o,
."a \aa
& [y
%, - I3
%, [3) %
L (Z %,
% L %
.l\@ v,
ZN 1%
- %, v - &
0 (2
L <~ S,
L Q@
%
- %,
%, 2, v
7, )
SE £
¥ X
] %, "
% (2
——— %, ——— %
® © % § o “« ® © < o ©o %

W) apleA 1jelol Ae [apu
(W) apJeA 1e101 A [9pUY (b{LL) SpIEA JRI0) AR PPUY

Fig. 1. Sveriges viktigaste handelspartners (avsdndningsland) &r 2008 avseende

a) notkott, b) griskott och c) fjaderfakaott. Data fran Jordbruksverket (SJV 2009).
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Provhantering

Inkomna kéttprover hanterades enligt Livsmedelsverkets instruktion for
provhantering pa Mikrobiologiska enheten, MI-1052. Koéttsaft liksom sma bitar
frén ytan av provmaterialet, totalt 25 gram, finférdelades 1 225 ml buffrat
peptonvatten.

Analys av salmonella

Detektion av salmonella gjordes enligt senaste upplagan av metod nr 71 beskriven
av Nordisk Metodikkommitté for livsmedel (NMKL). Isolaten artbestimdes med
API20E och skickades dérefter till SVA for serotypning. Antibiotikaresistens-
undersdkning gjordes pd Livsmedelsverket med en s kallad mikrodilutionsmetod
for bestimning av lidgsta hammande koncentration (MIC; mg/L) av totalt 12
antibiotika, VetMIC GnMO {6r gramnegativa bakterier. Analys av salmonella
utfordes pa prover insamlade under 2010 och 2011. Vid fynd av salmonella
kontaktades lokal tillsynsmyndighet for vidare atgérder.

Isolering av ESBL-bildande E. coli

Detektion av E. coli resistenta mot tredje generationens cefalosporiner gjordes
enligt Livsmedelsverkets instruktion MI-m016. Nedan f6ljer en 6versiktlig
beskrivning av analysmetoden, en selektiv odlingsmetod som utvecklades av
Livsmedelsverket under projektets forsta del.

Totalt 100 ml av homogenatet blandades med 1 pg/ml cefotaxim och
anrikades vid 37°C i 18-24 h. Olika spadningar av anrikningsbuljongen spreds pa
CHROMagar™ med 1 pg/ml cefotaxim (CHROMagar™ CTX) och
CHROMagar™ ESBL, som sedan inkuberades 37°C i 18-24 h.
Cefalosporinresistenta E. coli vixer som rosa kolonier pa dessa plattor,
ESBL-bildande E. coli vixer pa bada plattyper och ESBLy;-bildande E. coli
enbart pA CHROMagar™ CTX. Den senare plattan anvédndes for prover som togs
under 2010 och 2011. Ett isolat per prov analyserades enligt nedan. I forsta hand
valdes en rosa koloni frin plattan med CHROMagar™ ESBL och om den inte
inneholl nagra kolonier valdes en rosa koloni fran plattan med CHROMagar™
CTX. Artbestdmning gjordes med API20E och ESBL-produktion verifierades
fenotypiskt med Etest® ESBL.

Missténkta ESBL-bildande E. coli skickades darefter till SVA for ytterligare
analyser och karakterisering. Misstdnkta ESBLy-bildande E. coli fran
CHROMagar™ CTX-plattan testades med Etest® AmpC {or att padvisa enzymet
AmpC och alla verifierade ESBL-bildande E. coli-isolat testades for
karbapenemasproduktion med Etest®Imipenem.

Karakterisering av ESBL-bildande E. coli

Resistens mot fjorton antibiotika undersdktes med mikrodilutionsmetod enligt
ovan. Genfamiljer for ESBL, detekterades med tva multiplex-PCR-metoder och
misstidnkta ESBLy-bildande E. coli testades med multiplex-PCR for att verifiera
om resistensgenen dr plasmidburen (pAmpC) eller inte. Specifika genvarianter
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bestimdes med DNA-sekvensering. Hur de olika bakterieisolaten &dr beslédktade
undersdktes med en genotypningsmetod, multilocus sequence typing (MLST).
Med MLST bestdms gensekvensen for sju olika gener som finns hos alla
bakterier. Varje enskild sekvens tilldelas ett specifikt nummer som tillsammans
utgor en unik sifferprofil, vilken i sin tur ges en specifik sekvenstyp (ST).
Sliktskap mellan resistensplasmider undersoktes genom naturlig 6verforing (sa
kallad konjugation) av plasmiden och sedan med replikontypning. Det senare &r
baserat pa plasmiders oférmaga att férekomma tillsammans i en vardbakterie om
de har lika replikon, startpunkt for kopiering. Med PCR kan specifika replikon
identifieras vilket mdjliggdr indelning av plasmider i s kallade Inc
("incompatibility”)-grupper.

Svenskt kycklingkott

Kartldggningen inkluderade efterhand dven prover fran svenskt kycklingkott.
Detta med anledning av de positiva fynd av ESBL-bildande E. coli som under
projektperioden gjordes i tarminnehall fran svensk slaktkyckling (SVARM 2010).
Proven fordelades pé de storsta anldggningarna i Sverige i forhallande till
respektive anlédggnings slaktvolym. Totalt 100 prov fran olika batcher av frysta
kycklingfiléer avsedda for forséljning i butik samlades in frén sju anldggningar
knutna till branschorganisationen Svensk Fagel samt fran ytterligare en
anldggning (ett prov). Provtagningen gjordes under tio veckors tid fran september
till november 2010.

Varje uttaget prov fick ett kodnummer och de kodade proven packades och
skickades frysta till Livsmedelsverket. Inkomna prover analyserades for
forekomst av ESBL-bildande E. coli enligt ovan. Analys av salmonella ingick
inte, eftersom detta gors inom kontrollprogrammet och genom kontinuerlig
overvakning av svenska djur. Forekomsten av salmonella hos svenska
livsmedelsproducerande djur ar 6verlag mycket 1ag (SVA 2010).

Importerat bladgront fran Sydostasien

I Riksprojekt 2009 undersoktes bland annat forekomst av E. coli pa farska
kryddorter och bladgronsaker som importerats till Sverige frdn Sydostasien
(Riksprojekt 2009). Proverna samlades in av kommuner och analyserades av
laboratorier som kommunerna har avtal med. Misstidnkta E. coli som isolerats fran
dessa prover med icke selektiv odling analyserades utanfor Riksprojektet med
avseende pa resistens mot tredje generationens cefalosporiner.

Ett till fem isolat per positivt prov skickades 1 ampuller fran
analyslaboratorierna till Livsmedelsverket. Bakterier fran respektive ampull
ympades 1 BHI-buljong och inkuberades vid 37°C 6ver natt. Olika spddningar av
anrikningsbuljongen spreds pA CHROMagar™ ESBL, som sedan inkuberades
37°C i 18-24 h. ESBL,-bildande E. coli vixer som rosa kolonier pa dessa plattor.
CHROMagar™ CTX anviéndes inte vid dessa forsok och séledes undersoktes inte
forekomst av ESBLy-bildande E. coli pa dessa prover.
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Resultat

Infért och importerat kott

Inkomna prover
Totalt 547 prover samlades in och analyserades (Tabell 3).

Tabell 3. Fordelning av prover bland deltagande provtagare

Provtagare 2009 | 2010 | 2011 TOTALT
Gévle kommun - - 7 7
Goteborg stad - 16 13 29
Helsingborgs kommun - 34 7 41
Link&pings kommun - - 7 7
Malmoé kommun 13 33 16 62
Norrkdpings kommun - - 14 14
Stockholm stad 40 - 16 56
Uppsala kommun 4 49 - 53
Visteras kommun - - 5 5
Orebro kommun - - 15 15
Koéttimportdrer - 35 13 48
Granskontrollen - 6 - 6
Centrala Livsmedelsverket 37 112 55 204
TOTALT 94 286 168 547

Utav dessa exkluderades analysresultaten fran 22 dublettprover frdn samma batch;
6 fran 2009, 12 fran 2010 och 4 fran 2011. Aven analysresultaten fran ett prov
frén svenskt griskott (frdn 2010) samt sex ndtkottsprov frén Nya Zeeland,
Australien och USA (3 frén 2010 och 3 fran 2011) exkluderades, eftersom dessa
inte ingick i provtagningsplanen (salmonella eller ESBL-bildande E. coli
pavisades inte i ndgot av dessa prov). Kartldggningen pé kott av ESBLy-bildande
E.coli och salmonella omfattade inte 2009 ars prover.

Saledes utgjordes kartlaggningen av ESBLA-bildande E. coli av 518 prover,
varav 430 prover inkomna under 2010 och 2011 dven analyserades avseende
ESBLy och salmonella. Provtagningsplanen uppfylldes sa nir som pa 16 prover
pé griskott frdn dvriga EU och 6 prover pd kycklingkott frdn Sydamerika
(Tabell 4).
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Tabell 4. Provtagningsplan for infort och importerat kott

Kottslag Ursprung Malsattning, | Utfall,
antal prover | antal prover
Not Irland 50 52
Ovriga EU 100 107
Sydamerika 50 58
TOTALT 200 217
Gris Danmark 50 60
Tyskland 50 57
Ovriga EU 50 34
TOTALT 150 151
Kyckling Danmark 50 54
Ovriga EU 50 52
Sydamerika 50 44
TOTALT 150 150

Forekomst av salmonella och antibiotikaresistensbestamning

Salmonella pavisades i 5 av totalt 430 analyserade prover, tre fran kycklingkott
och tva fran griskott (Tabell 5). Alla salmonellapositiva prov var av tyskt
ursprung utom ett prov av griskétt som kom fréan Italien. De serotyper som
identifierades var Salmonella Typhimurium, S. Infantis och S. Paratyphi B. variant
Java. Tva av isolaten var inte fullt typbara utan bestdmdes till Salmonella
subspecies I.

Antibiotikaresistensbestimningen visade att ett av salmonellaisolaten fran
tyskt kycklingkott var kédnsligt for samtliga testade antibiotika och att dvriga fyra
isolat var multiresistenta, det vill sdga resistenta mot tre eller flera
antibiotikaklasser. Resistens mot ampicillin, tetracyklin och sulfa var vanligast
forekommande bland dessa. Kinolonresistens pavisades hos tva av isolaten, bada
fran tyskt kycklingkott. Inget salmonellaisolat var resistent mot tredje
generationens cefalosporiner.

22



Tabell 5. Karakterisering av pavisade salmonellafynd: identifierade serotyper och
antibiotikaresistensprofiler. Skuggat filt indikerar resistens mot viss antibiotikum,
det vill sdga MIC (mg/L) > angiven brytpunkt for resistens (mg/L) enligt

EUCAST (EUCAST 2011).

Provtyp Serotyp Am | Citx Ci | Nal | Km| Gm | Sm | Tc Su Tp | Ff| Cm
Ursprung
Flaskfilé Salmonella

>64 <0.06 0.06 8 4 0.5 >256 | >64 >1024 0.5 4 4
Italien subsp. I
Flaskkarré S. Typhimurium

>64 0.12 0.06 4 2 0.5 4 >64 >1024 >32 4 4
Tyskland
Hel kyckling | Salmonella

1 0.12 0.03 4 2 0.5 8 2 256 0.5 8 8
Tyskland subsp. |
Hel kyckling | S. Paratyphi B.

. 64 0.25 0.5 >256 1 <0.25 32 >64 >1024 >32 16 256

Tyskland variant Java
Kycklingfilé | S. Infantis

>64 0.12 0.5 >256 2 0.5 8 2 >1024 0.5 8 4
Tyskland

"Brytpunkter for resistens: ampicillin (Am) MIC >8 mg/L; cefotaxim (Ctx) MIC
>0.5 mg/L; ciprofloxacin (Ci) MIC >0.06 mg/L; nalidixinsyra (Nal) MIC >16
mg/L; kanamycin (Km) MIC >16 mg/L; gentamicin (Gm) MIC >2 mg/L;
streptomycin (Sm) MIC >16 mg/L; tetracyklin (Tc) MIC >8 mg/L;
sulfametoxazol (Su) MIC >256 mg/L; trimetoprim (Tp) MIC >2 mg/L; florfenicol
(Ff) MIC >16 mg/L; chloramfenicol (Cm) MIC >16 mg/L.

Férekomst av ESBL-bildande E. coli och antibiotikaresistensbestamning

NOtkott

ESBL-bildande E. coli pavisades i 9 (8 procent) av 107 analyserade prover fran
europeiskt (ej irlindskt) notkott (Tabell 6a). Over hilften av dessa fynd gjordes i
kott av hollandskt ursprung. ESBLA-bildande E. coli pavisades inte i irlaindskt
eller sydamerikanskt notkott (Tabell 6a), medan ESBLy;-bildande E. coli inte
pavisades 1 notkott av ndgot ursprung (Tabell 6b). Sju av de nio ESBL s-bildande
E. coli-isolaten var multiresistenta, dvs resistenta mot tre eller flera
antibiotikaklasser.
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Tabell 6a. Forekomst av ESBLA-bildande E. coli pa infort och importerat notkott.
Samtliga prov 2009-2011

Ursprung Antal Antal (%)
prov E. coli med
ESBLa
Irland 52 0(0)
Tyskland 39 2
Nederléanderna 28 5
Ovriga” 40 2
Totalt 6vriga EU 107 9(8)
Brasilien 26 0
Uruguay 24 0
Argentina 8 0
Totalt Sydamerika 58 0 (0)

"Danmark, Estland, Italien, Litauen, Polen, Storbritannien, Osterrike

Tabell 6b. Total forekomst av ESBL-bildande E. coli pa infort och importerat
notkott. Data frén 2010-2011

Ursprung Antal Antal E. coli | Antal Totalt antal
prov med ESBLA | E. colimed | (%) E. coli
ESBLm med ESBL
Irland 40 0 0 0(0)
Tyskland 35 1 0 1
Nederlanderna 25 5 0 5
Ovriga” 36 2 0 2
Totalt 6vriga EU 96 8 0 8 (8)
Brasilien 18 0 0 0
Uruguay 18 0 0 0
Argentina 6 0 0 0
Totalt Sydamerika 42 0 0 0 (0)

*Danmark, Estland, Italien, Litauen, Polen, Storbritannien, Osterrike

Griskott

ESBL-bildande E. coli pavisades i tva procent (1 av 60) av griskéttsproven fran
Danmark, fem procent (3 av 57) frdn Tyskland och tolv procent (4 av 34) fran
ovriga EU (Tabell 7a). Samtliga positiva prover fran évriga EU hade sitt ursprung
i Italien. Fynd av cefalosporinresistenta E. coli av ESBLy-typ gjordes i ett prov
fran polskt kott (Tabell 7b). Alla ESBL-bildande E. coli var multiresistenta
forutom ett isolat fran italienskt kott.
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Tabell 7a. Forekomst av ESBL-bildande E. coli pa infort och importerat griskott.
Samtliga prov 2009-2011.

Ursprung Antal Antal (%)
prov E. coli med
ESBL A
Danmark 60 1(2)
Tyskland 57 3(5)
Italien 23 4
Ovriga* 11 0
Totalt 6vriga EU 34 4(12)

*Finland, Nederldnderna, Polen, Spanien

Tabell 7b. Total forekomst av ESBL-bildande E. coli pa infort och importerat
griskott. Data frén 2010-2011.

Ursprung Antal Antal E. coli | Antal Totalt antal
prov med ESBLA | E. coli med | (%) E. coli
ESBLu med ESBL

Danmark 44 1 0 1(2)
Tyskland 44 3 0 3(7)
Italien 20 3 0 3
Ovriga* 11 0 1 1
Totalt 6vriga EU 31 3 1 4 (13)

*Finland, Nederldnderna, Polen, Spanien

Kycklingkott
ESBL-bildande E. coli pavisades i 40 (91 procent) av de 44 analyserade proven
fran sydamerikanskt, i huvudsak brasilianskt, kycklingkoétt, medan forekomsten
var 42 procent hos de 52 analyserade proven fran 6vriga EU (ej Danmark)
(Tabell 8a). Inga fynd av ESBLa-bildande E. coli gjordes i danskt kycklingkdtt.
ESBLy-bildande E. coli pavisades i prover fran samtliga inkluderade omraden
(Tabell 8b).

Omkring 90 procent av de ESBL 4 bildande E. coli-isolaten fran évriga EU
och Sydamerika var multiresistenta. Av de ESBLy-bildande isolaten var 7 (70
procent) isolat fran kott frdn dvriga EU (ej Danmark) och bada isolaten fran
sydamerikanskt kott multiresistenta. De ESBLy-bildande E. coli-isolaten fran
danskt kott var enbart resistenta mot betalaktamer, forutom ett isolat som ocksa
var resistent mot aminoglykosider.
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Tabell 8a. Forekomst av ESBL-bildande E. coli pa infort och importerat
kycklingkdott. Samtliga prov 2009-2011.

Ursprung Antal Antal (%)
prov E. coli med
ESBLa
Danmark 54 0 (0)
Tyskland 30° 14
Ovriga” 22 8
Totalt dvriga EU 527 22 (42)
Brasilien 41 39
Ovriga™ 3 1
Totalt Sydamerika 44 40 (91)

*Estland, Finland, Frankrike, Nederldnderna, Kroatien, Lettland, Polen
Argentina, Chile
“Ett prov var dven positivt for ESBLy

Tabell 8b. Total forekomst av ESBL-bildande E. coli pa infort och importerat
kycklingkdott. Data frén 2010-2011.

Ursprung Antal Antal E.coli | Antal Totalt antal
prov med ESBLA | E. coli med | (%) E. coli
ESBLu med ESBL

Danmark 46 0 7 7 (15)
Tyskland 28 14° 9 23
Ovriga” 16 3 1 4
Totalt dvriga EU 44 17" 10 27 (61)
Brasilien 40 38 0 38
Ovriga™ 3 1 2 3
Totalt Sydamerika 43 39 2 41 (95)

*Estland, Finland, Frankrike, Nederldnderna, Kroatien, Lettland, Polen
Argentina, Chile
“Ett prov var dven positivt for ESBLy

Molekylar karakterisering

NOtkott

ESBL-produktionen hos E. coli fran infort notkott orsakades av tre genvarianter:
blactx.m.1 (n=6), blactxm.15 (n=2) och blatgwm.s: (n=1). De tva isolaten som
inneholl blacrx.m.15 kom fran notférs fran Nederldnderna respektive Osterrike och
tillhérde MLST-typen ST10. Preliminéra resultat tyder pa att ESBL-genen i bada
fallen &r beldgen pa en plasmid tillhérande replikontyp Incl1. Totalt identifierades
sju olika MLST-typer, vilket indikerar hog diversitet bland bakterieisolaten fran
notkott.
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Griskott

Foljande fyra genvarianter pavisades hos E. coli fran infort griskott: blacrxm.
(n=6), blacrtx.m-14 (n=1), blargm sz (n=1) och blacmy.> (n=1). Totalt identifierades
sex olika MLST-typer, vilket tyder pd hog diversitet d&ven bland bakterieisolaten
fran griskott.

Kycklingkott

Hos E. coli fran kycklingkdtt som forts in fran EU-ldnder pavisades framforallt
blacmy-2 (n=18) samt blacrx.m.1 (n=11), liksom andra gener i mindre omfattning
(Fig. 2a). Ett isolat fran tyskt kycklingkdtt inneholl tva ESBL-gener, blagyy.12 och
blacmy-. I E. coli fran sydamerikanskt kycklingkott pavisades tre genvarianter:
blactx-m-2 (n=20), blactx.m-s (n=20) och blacmy-» (n=2) (Flg 2b)

Fem av sju danska isolat tillhorde MLST-typ ST38 (av totalt tre MLST-
typer) och bar pa blacyy.» med indikationen att genen &r beldgen pa en plasmid
tillhdrande replikontyp IncK. Ingen dominerande MLST-typ kopplad till en
specifik ESBL-gen kunde identifieras hos isolaten fran kycklingkdtt fran 6vriga
EU (totalt 21 MLST-typer) eller Sydamerika (totalt 24 MLST-typer).

Bcmy-2

Octx-m-1 mcmy-2
B cbem-2 @ ctx-m-2
Bctx-m-25

Otem-19, -52 Octx-m-8
Oshv-12

Fig. 2. Fordelning av de ESBL-gener som pavisades hos E. coli fran a) 39 positiva
prover fran kycklingkott som forts in frdn EU-ldnder (Danmark, Estland, Finland,
Frankrike, Kroatien, Lettland, Nederldnderna, Polen, Tyskland) och b) 42 positiva
prover fran kycklingkott som importerats frdn Sydamerika (Argentina, Brasilien,
Chile). Ett E. coli-isolat inneholl bade en blasyy.12-gen och en blacyy-2-gen.

Svenskt kycklingkott

Forekomst av ESBL-bildande E. coli och antibiotikaresistensbestamning
ESBL- och ESBLy-bildande E. coli pavisades i 4 (4 procent) respektive 40

(40 procent) av 100 analyserade prover. Utav de 44 ESBL-bildande E. coli-
isolaten var 10 (22 procent) multiresistenta, dvs resistenta mot tre eller flera
antibiotikaklasser, medan 23 (52 procent) var resistenta enbart mot betalaktamer.
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Molekylar karakterisering

De fyra ESBL4-bildande E. coli-isolaten fran svenskt kycklingkétt innehdll genen
blacrx.m.1 och samtliga 40 E. coli med ESBLy; var positiva for genen blacyy.o.
Totalt idenfierades 17 stycken olika MLST-typer fran det svenska kottet, varav
ST38 var den vanligaste med 13 (30 procent) av isolaten. Samtliga isolat
tillhérande ST38 inneholl genen blacwy-» och preliminéra resultat tyder pa att
genen ir beldgen pa en plasmid tillhdrande replikontyp IncK.

Genetisk jamforelse mellan ESBL-bildande E. coli
fran kott och patienter

De ESBL-gener som pévisades hos E. coli fran kottproverna jamfordes med
motsvarande gener som tidigare pavisats hos E. coli fran patienter i en
punktprevalensstudie av Smittskyddsinstitutet februari till april 2009 tillsammans
med nya framtagna sekvenseringsdata for vissa patientisolat (Tabell 9)
(SWEDRES 2010; personlig kommunikation C. Jernberg och K. Tegmark Wisell,
november 2011). Kollektionen bestar av konsekutiva ESBL-bildande E. coli som
isolerats fran urin fran patienter i saval 6ppen som slutenvérd och som samlats in
fran landets samtliga laboratorier (undantaget Uppsala). Detta som ett forsta steg
for att fa en béttre uppfattning om i vilken omfattning ESBL-problematiken bland
ménniskor kan hirrora fran ESBL-bildande tarmbakterier fran livsmedel.

Den vanligast forekommande gengruppen bland patientisolaten var CTX-M
grupp 1 (Tabell 9), varav den klart dominerande genvarianten bland dessa,
blacrx.m.1s, dterfanns i E. coli fran tva prover’ av nétkétt motsvarande drygt 1
procent av ESBL-bildande E. coli isolerade fran kottproverna totalt. Den
néstvanligast forekommande genvarianten pa europeiskt kycklingkdtt samt
overlag, blactx.m.1, utgjorde sannolikt en 1ag andel inom CTX-M grupp 1 liksom
av generna bland patientisolaten totalt sett. Den vanligast forekommande
genvarianten pa svenskt kycklingkott och kycklingkott infort fran EU-ldnder,
blacmy-2, utgjorde hogst 7 procent av generna bland patientisolaten, dér hela
CMY-gengruppen utgjorde 7 procent av totala antalet ESBL och ESBLy. P&
motsvarande sitt utgjorde de vanligast forekommande genvarianterna pa
sydamerikanskt kycklingkott, blactx.m.2 och blactxm.s, hogst 1 respektive
0 procent av generna bland patientisolaten (Tabell 9).

3 Se dven Resultat, Infort och importerat kott, Molekylér karakterisering, Notkott
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Tabell 9. Fordelning av de ESBL-gengrupper och genvarianter som péavisades hos
E. coli fran 143 ESBL-positiva prover fran svenskt, infort och importerat kott
samt fran 288 ESBL-positiva humanprover fran Smittskyddsinstitutets
punktprevalensstudie fran 2009 (SWEDRES 2010). Ett E. coli-isolat fran kott
med ESBL av SHV-typ (blasyy.12) innehdll dven gen ur CMY -gruppen (blacmy-2).
Tva av patientisolaten ur CTX-M grupp 1 innehéll d&ven gen ur CMY -gruppen.

ESBL-gengrupper och
genvarianter

Kottisolat (n=143):
antal (%) E. coli med
specifik ESBL-typ

Patientisolat (n=288):
antal (%) E. coli med
specifik ESBL-typ

aCTX-M grupp 1, varav: 29 (20) 2204 (71)
blacTx-m-15 2 .
blacrx-m-1 27 -

aCTX-M grupp 9, varav: al (1) 260 (21)
blacrx-m-14 1 -

aCTX-M grupp 2, varav: 23 (16) a2 (1)
blacTx-m-2 23 -

aCTX-M grupp 8, varav: 20 (14) 0 (0)

bIaCTX_M_g 20 0

aCTX-M grupp 25, varav: al (1) 0 (0)

blacTx-m-25 1 0

aSHV, varav: 4 (3) a5 (2)
blasuy-12 4 -

oTEM, varav: s (3) 0 (0)
blarem-19 1 0
blarem-sz 4 0

aCMY, varav: 61 (43) al9 (7)
blacmy-> 61 -

"Sekvensering av patientisolat inom CTX-M grupp 1 samt CMY-gruppen har
gjorts inom ett bredare material med 6verlapp utav kollektionen fran
punktprevalensstudien 2009 med kompletterande stammar frdn 2010. Cirka

90 procent av patientisolaten inom CTX-M grupp 1 inneh6ll genen blactxm.1s och
cirka 4 procent var positiva for blacrx.m.1. Inom CMY-gruppen inneholl 90
procent av patientisolaten blacyy .
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Importerat bladgront fran Sydostasien

Forekomst av ESBL-bildande E. coli
Ingen resistens mot tredje generationens cefalosporiner pavisades hos
59 presumtiva E. coli isolerade med icke selektiv odling fran farska kryddor och

bladgronsaker fran Sydostasien.
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Diskussion

Forekomst av ESBL-bildande E. coli och salmonella samt
antibiotikaresistensbestamning

Kartlaggningen beskriver den aktuella forekomsten av ESBL-bildande E. coli och
salmonella pa kott pa den svenska marknaden, kunskap som tidigare saknats och
som behovs for att virdera folkhilsorisken att sddana bakterier och tillhdrande
resistensgener sprids till ménniskor via livsmedel.

Resultaten visar att ESBL-bildande E. coli var vanligt forekommande pa
kycklingkott som forts in till Sverige fran EU-lédnder utanfor Norden eller
importerats fran Sydamerika. ESBL-bildande E. coli pavisades ocksé pa
kottprodukter av not (0-8%) och gris (2-13%) fran olika omraden, men i betydligt
lagre omfattning 4n for kycklingkott (15-95%), vilket 6verensstimmer med vad
som rapporterats tidigare av EFSA (2011). Hogst var forekomsten i kycklingkott
frdn Sydamerika med 95 procent positiva prover jamfort med dvriga EU (ej
Danmark) med 61 procent och Danmark med 15 procent. Férekomsten var séledes
hogre dn i den danska kartlaggning déar ESBL-bildande E. coli pavisades i 50
procent av proverna fran importerat kycklingkdtt och 1 9 procent av proverna fran
inhemskt, danskt kott (selektiv odling) (DANMAP 2010). En forklaring till det
kan vara att varje prov frdn den danska studien omfattade 5 g jamfort med denna
studie med 25 g kott/kottsaft per prov. Det framgar inte heller vilka importlander
som ingick i provtagningen, vilket forstas har betydelse for resultatet. I samma
studie pavisades ESBL-bildande E. coli i en procent av proverna fran danskt
griskott, vilket dr 1 samma storleksordning som rapporteras hir.

I svenskt kycklingkott pavisades ESBL-bildande E. coli i 44 procent av
proverna. Forekomsten var séledes hog, men fynden var inte ovdntade med tanke
pa att 34 procent av proverna var positiva d& tarminnehall fran svensk
slaktkyckling nyligen undersoktes och att kycklingkott 14tt fororenas vid slakten
(SVARM 2010). Det ar viktigt att podngtera att proverna fran svenskt
kycklingkdtt samlades in under en relativt kort tidsperiod (10 v) sent under
studien. Proverna fran infort och importerat kott var diremot insamlade under en
tvadrsperiod, vilket innebér att resultaten inte &dr direkt jamforbara. Exempelvis
okade forekomsten av ESBL-bildande E. coli fran danskt kycklingkétt 6ver tid,
vilket innebdr att andelen positiva prover fran danskt kott sannolikt hade blivit
hogre om dessa prover hade samlats in under samma tidsperiod som det svenska
kycklingkéttet (ej redovisade data). Studien visar dock att ESBL-bildande E. coli
ar vanligt forekommande pa kycklingkott, dven kott producerat 1 1ander som
Sverige och Danmark i vilka cefalosporiner inte anvinds vid uppfédning av
slaktkyckling. Orsaken tros som tidigare nimnts vara spridning av resistenta
bakterier fran importerade avelsdjur.

ESBL-bildande E. coli med resistens mot ytterligare antibiotikaklasser sisom
kinoloner och aminoglykosider var vanligt forekommande pé infort och
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importerat kott, undantaget Danmark och Finland. Anviandning av andra
antibiotika &n nyare generationers cefalosporiner kan séledes ha betydelse for
selektion och spridning av de multiresistenta E. coli-isolaten.

Fynden av drygt en procent salmonella pa infort kott visar pa behovet av
efterlevnad av kraven i de svenska salmonellagarantierna (forordning 1688/2005)
vid infrsel/import av kott. Den hdga forekomsten av resistens hos salmonella 1
vissa linder, till exempel Tyskland och Spanien, forklaras till stor del av spridning
av vissa multiresistenta varianter (EFSA 2011). Aven hir var fyra av fem pavisade
salmonellaisolat fran kyckling- respektive griskott multiresistenta med
resistensmonster dverensstimmande det som nyligen redovisades 1 EUs
zoonosrapport for dessa bakterier och kottslag (EFSA 2011). Inget av pavisade
salmonellaisolat var dock resistent mot tredje generationens cefalosporiner, medan
zoonosrapporten visade pa fyra procents forekomst bland isolaten fran tyskt
kycklingkdtt, den vanligaste smittkéllan f6r salmonella i denna studie.

Inte heller nagot av E. coli-isolaten fran sydostasiatiskt bladgront var
resistent mot tredje generationens cefalosporiner. Resultatet ska dock tolkas med
forsiktighet, eftersom bakterierna odlats fram utan tillsats av cefalosporiner. Det
gér darfor inte att avskriva vegetabilier som spridningsvig for ESBL-bildande
E. coli enbart baserat pa dessa data. For att oka kunskapen pa omréadet planerar
Livsmedelsverket, SVA och Smittskyddsinstitutet en kartliggning av
ESBL-bildande tarmbakterier pa vegetabilier med selektiv odlingsmetod.

Metodik

Selektiv odling av provmaterialet i bade buljong och pa agar anvéndes for
isolering av ESBL-bildande E. coli fran kétt, vilket ocksa Europeiska
Livsmedelssidkerhetsmyndigheten, EFSA, rekommenderar for den hir typen av
riktade ESBL-kartldggningar (EFSA 2011). Selektiv odling dr en kénsligare
metod dn den utan tillsats av antibiotika som vanligen anvénds i1 de nationella
Overvakningsprogrammen inom EU. Andelen ESBL-positiva prov forvéntas
darfor bli hogre hiar och resultatet dr inte jamforbart med data frén
overvakningsprogrammen i absoluta tal. Kartldggningen av salmonella var i
huvudsak en prevalensstudie och darfor valdes inte selektiv odling. For att
undersoka ESBL-bildande salmonella specifikt bor dock samma metodik
anvindas som for isolering av ESBL- bildande E. coli. Aven E. coli-isolaten frin
bladgront dr framodlade utan tillsats av aktuellt antibiotika, da dessa initialt inte
togs fram 1 syfte att resistensbestimmas.

En begransning i vart tillvigagangsitt, av praktiska skil, var att endast en
koloni per positivt prov analyserades och att detta i forsta hand var en koloni frdn
plattan med CHROMagar™ ESBL. Detta medfor en risk att missa ytterligare
ESBL-enzymvarianter hos andra E. coli-bakterier fran ett och samma prov, i
synnerhet av typen ESBLy;, som enbart vixer pA CHROMagar™ CTX.
Exempelvis pavisades E. coli med olika ESBL-gener hos tva par analyserade
dublettprover fran samma batch (ej redovisade data). Andelen (procent) ESBLy
kan séledes vara hogre dn vad som rapporteras hér och dérfor har bara antalet
E. coli med ESBLy angivits.
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Molekylar karakterisering

Hos minniskor, djur och livsmedel med ESBL-bildande tarmbakterier &dr det vissa
genotyper, sérskilt av CTX-M-typ, som dominerar i olika geografiska omréaden
(Smet, Martel et al. 2010). Resultaten fran denna kartliggning bekréftar detta.
Gener som kodar for CTX-M-1 dominerade i E. coli fran kottprover fran EU, foljt
av CMY-2 (framst kycklingkdtt). Dessa tva genotyper samt CTX-M-14, TEM-52
och SHV-12 ér de som rapporteras mest frekvent i samband med ESBL-bildande
E. coli pa livsmedel inom EU (EFSA 2011). De senare tre genotyperna pavisades
ocksa i denna kartlaggning, men i mycket ligre omfattning 4n CTX-M-1 och
CMY-2.

I sydamerikanskt kycklingkott diremot dominerade ESBL av typen
CTX-M-2 och CTX-M-8. CTX-M-8 pavisades enbart i isolat fran det
sydamerikanska kycklingkdttet medan inga av dessa prover var positiva for
CTX-M-1. ESBL av typen CTX-M-2 och CTX-M-8 dominerade ocksé hos
ESBL-bildande E. coli fran kycklingk&tt som importerats fran Sydamerika till
Storbritannien (Dhanji, Murphy et al. 2010). I den ovan ndmnda danska studien
utgjorde CTX-M-1 och CMY-2 merparten av alla positiva fynd fran importerat
kott medan ddremot CTX-M-8 inte pavisades 1 nigot prov.

Aven i E.coli frin svenskt kycklingkott pavisades gener som kodar for
CTX-M-1 och i synnerhet CMY-2. Inte helt ovéntat var det samma resistensgener
1 ungefdr samma fordelning som tidigare har pavisats i tarminnehdll fran svensk
slaktkyckling (SVARM 2010).

Totalt 12 blacmy-2-positiva E.coli fran svenskt, 5 blacmy-2-positiva E.coli fran
danskt och 1 blacyyo-positiva E.coli fran finskt kycklingkoétt var av samma
MLST-typ och hade samma resistensmonster. Prelimindra resultat fran
replikontypningen tyder pé att plasmiderna som innehaller blacyy . 1 dessa isolat
tillhor samma Inc-grupp. Det dr ocksé virt att notera att den danska
kycklingproduktionen kdper in en stor del av sina fordldradjur frén Sverige. Detta
stodjer teorin om vertikal spridning av dels bakterier men &ven plasmider inom
kycklingproduktionen. Resultaten av MLST och resistensmonster for E. coli-
isolaten fran kott fran samtliga omraden tyder dverlag pd en hog diversitet bland
bakterieisolaten. Ytterligare studier behdvs for att undersoka sldktskap mellan
olika ESBL-plasmider i bakteriepopulationen.

Genetisk jamforelse mellan ESBL-bildande E. coli
fran kott och patienter

Flera av de ESBL-gener som pavisades hos E.coli fran kottproverna aterfinns
aven hos E.coli fran patienter. Det var dock inte samma resistensgener som
dominerade hos E.coli pa kott och hos E.coli fran patienter. E. coli med
blacrx.m.15, den idag vanligaste ESBL-typen 6verlag inom svensk sjukvard,
péavisades i E. coli fran tva prover av notkott fran Nederlanderna respektive
Osterrike, vilket motsvarar 1 procent av totala antalet positiva kottisolat. De
livsmedelsassocierade generna var dock sannolikt beldgna pa plasmider av
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replikontyp Incl1 och de bédda isolaten tillhorde MLST-typ ST10, medan de
CTX-M-15-positiva isolat som infekterar ménniska vanligen bér genen pa IncFII-
plasmider och tillhér ST131 (Naseer and Sundsfjord 2011). Genen blacrx.m.1s har
overlag pavisats i enstaka fall 1 prover fran livsmedel inom EU (EFSA 2011),
vilket dverensstimmer med resultatet fran denna kartlaggning.

De tvéa genvarianter som pavisades i storst utstrdckning hos E.coli fran
kottproverna, blacyy.2 och blactxm.1, utgjorde totalt sett en lag andel av de
ESBL-gener som forekom hos E. coli bland humanfallen i den
punktprevalensstudie som genomfordes av Smittskyddsinstitutet fran februari till
april 2009 (SWEDRES 2010). Detta dr sannolikt ldgre &n i1 studien av Leverstein
et al. (Leverstein-van Hall, Dierikx et al. 2011) som visar att genvarianterna som
var vanligast (91 procent) i holldndskt kycklingkétt, blactx.wm.1, blargm.s2 och
blasuy.12, utgjorde 34 procent av ESBL-generna hos E. coli fran holldndska
patienter. Detta trots att studien inte inkluderade ESBLy-bildande E. coli.

Eftersom provtagningen av kott inte verlappar helt i tiden med insamlingen
av patientisolat, dr det forstds svért att direkt koppla ihop forekomsten av
ESBL-gener och ESBL-bildande E. coli fran de aktuella kottproverna med
ndmnda humanfall. Det dr dock troligt att férdelningen av gener for livsmedels-
respektive patientisolaten inte forandras dramatiskt pa sa kort tid, vilket mojliggor
en jdmfOrelse av provtyperna.

Sammanfattningsvis visar denna kartldggning att ESBL-bildande E. coli
forekommer pé kott pd den svenska marknaden. Férekomsten 4r nagra procent for
not- och griskott, men ar betydligt vanligare pa kycklingkott. Samma typer av
gener forekommer i 1ag omfattning hos E. coli-bakterier fran kott respektive
patienter i Sverige. Ytterligare studier av plasmiderna pa vilka ESBL-generna ar
beldgna krivs dock for att med sdkerhet kunna faststélla att livsmedel har en
begransad betydelse som killa for spridning av ESBL-gener till patienter. For att
vérdera folkhélsorisken att ESBL-bildande E. coli och tillhérande gener sprids till
méinniskor via livsmedel behovs, forutom prevalensdata for kott och vegetabilier,
dven haltdata for olika livsmedel. Det behovs ocksa dkad kunskap om sldktskap
hos ESBL-bildande tarmbakterier och ESBL-plasmider fran bade livsmedel, djur
och ménniskor, inklusive friska individer i samhallet.
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Finansiering

Myndigheten for samhéllsskydd och beredskap var huvudfinansiir och stod for
merparten av kostnaderna, inklusive Livsmedelsverkets provinkdp samt utgifter
for transport, metodutveckling och analyser. Utgifter i samband med provtagning
bekostades av respektive provtagande deltagare.

Tack

Ett stort tack riktas till kommuner, granskontrollen, kottimportorer och Svensk
Fégel for deltagande i provtagningen och bidrag av prover. Vi vill ocksa tacka
medverkande laboratorier for utskick av E. coli-isolat fran sydostasiatiskt
bladgront (Riksprojekt 2009).
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