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Forord

Antibiotikaresistens &r ett av de storsta globala hoten mot folkhalsan och modern
sjukvard. Ett av de allvarligaste resistensproblemen ar sa kallade ESBL (Extended
Spectrum Beta-Lactamase)-bildande tarmbakterier, daribland Escherichia coli-
bakterier, vilka pavisas alltmer inom sjukvarden och i samhallet. Konsekvenserna
ar valdokumenterade och innefattar 6kad dodlighet, forlangda vardtider och 6kade
kostnader for sjukvarden. | Sverige har antalet fall 6kat med upp till 33 procent
per ar de senaste aren. ESBL-bildande E. coli, liksom andra resistenta bakterier,
utgor en allt storre andel av den mikrobiologiska mangfalden och sprids allt oftare
mellan manniskor, livsmedelsproducerande djur, livsmedel och miljén. Antibio-
tikaresistens ar darfor ett gemensamt problem for flera sektorer och dar begreppet
“en vérld — en hidlsa” dr centralt. Det betyder att myndigheter inom livsmedels-
kedjan, sjukvarden och miljon maste samarbeta for att hantera problemet.

Livsmedelsverket, Statens veterindrmedicinska anstalt (SVA) och Folkhalsomyndig-
heten har genomfort ett kunskapsuppbyggande projekt: ”Antibiotikaresistens — Livs-
medels roll som kalla och spridningsvég for ESBL-bildande E. coli och potentiell
betydelse for folkhédlsan”. Syftet har varit att ka forstaelsen for hur ESBL-bildande
E. coli cirkulerar mellan manniskor, livsmedelsproducerande djur, livsmedel och
miljon, och specifikt vilken roll livsmedel har for spridningen till ménniskor.
Projektet har finansierats av Myndigheten for samhallsskydd och beredskap, anslag
2:4 krisberedskap, som ett led i att starka den nationella krisberedskapen pa omradet.

Uppsala och Stockholm, november 2014.
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Summary

Antibiotic resistance is a major threat to global health and affects many different
sectors throughout society. ESBL (including pAmpC)-producing Escherichia coli
can cause difficult-to-treat infections with few treatment options and its preva-
lence is rapidly increasing in Sweden and in other countries. The increase is seen
both within the healthcare sector and in the wider community. In Sweden, ESBL-
producing Enterobacteriaceae, including E. coli, is the most commonly reported
resistance type, with 8131 cases during 2013.

The main aim of this study was to investigate food as a potential source and dis-
semination route for ESBL-producing E. coli to humans. A further aim was to
examine how this type of resistance is distributed in humans, foods, foodprodu-
cing animals and the environment. By investigating the prevalence and genetic
similarities between ESBL-producing E. coli from different parts of the environ-
ment, an indirect measure of dispersion between settings was obtained. Such
information is important for future risk management of foodstuffs in relation

to ESBL-producing E. coli.

The study used analytical data on approximately 5300 samples taken from foods
(domestic and imported), food-producing animals, healthy volunteers, severely ill
patients, the environment and sewage water. All samples were collected in Swe-
den. The prevalence of ESBL-producing E. coli was determined by selective cul-
tivation. To investigate similarities between ESBL-producing E. coli from differ-
ent sample groups, molecular typing and antibiotic resistance determination fol-
lowed by descriptive statistics were used

E. coli producing ESBL were frequently found on chicken meat, regardless of
origin, but also occurred to a lesser extent on imported pork, beef, leafy vegeta-
bles and farmed fish foodstuffs. ESBL-producing E. coli isolated from imported
foods and foods from other EU countries differed from those isolated from foods
produced in Sweden. A limited number of the ESBL-producing E. coli found in
foods and food-producing animals were of the same type as those found in severe-
ly ill patients and healthy individuals. The carriage rate of ESBL-producing E.
coli in the healthy study population was close to5 per cent. In many countries,
carriage of ESBL-producing bacteria is widespread and the results from this study
confirm previous findings that travelling outside the Nordic countries increases
the risk of becoming a carrier. The same types of ESBL-producing E. coli found
in severely ill patients and healthy individuals were also found in the Swedish
environment and sewage water.
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In conclusion, the study indicated that food on the Swedish market is a limited
contributor to the prevalence of ESBL-producing E. coli within the healthcare
sector. It also showed that there are three separate populations of ESBL-producing
E. coli in Sweden today, one in Swedish foods and food-producing animals, one
in imported foods and foods from other EU-countries, and one in humans. The
results provide a picture of the current Swedish situation regarding occurrence of
ESBL (including pAmpC)-producing E. coli. However, antibiotic resistance is
dynamic. The national setting is influenced by changes in global epidemiology
and the situation can change rapidly. Therefore, continuous monitoring of the
prevalence of ESBL-producing bacteria in foods and in the environment is needed
so that future risks can be assessed and management plans updated. Limiting the
spread of resistance and maintaining the efficacy of antibiotics is a major chal-
lenge in the world today.
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Sammanfattning

Antibiotikaresistens berdér manga olika sektorer och ar ett betydande hot mot den
globala folkhdlsan, med konsekvensen att vanliga infektioner kan leda till dods-
fall. ESBL-bildande Escherichia coli kan orsaka svarbehandlade infektioner och
okar snabbt inom sjukvarden och samhallet i bade Sverige och i andra lander.

| Sverige &r nu ESBL-bildande Enterobacteriaceae, inklusive E. coli, den vanlig-
aste anmélningspliktiga resistensen med 8131 fall under 2013.

Studiens syfte var att 0ka kunskapen om livsmedels betydelse som ké&lla och moj-
lig spridningsvég for ESBL-bildande E. coli till ménniskor och darmed bidra till
underlaget for riskhantering. Syftet var ocksa att battre forsta hur denna antibioti-
karesistens cirkulerar mellan ménniskor, livsmedel, livsmedelsproducerande djur
och miljon. Genom att undersoka férekomsten av, och likheter mellan, ESBL-
bildande E. coli fran olika delar av var omgivning kan man fa ett indirekt matt

pa spridning mellan olika miljoer.

I denna studie ingar analysdata fran sammanlagt cirka 5 300 olika prov fran livs-
medel, livsmedelsproducerande djur, friska och sjuka manniskor, miljon samt
avloppsvatten. Alla prov samlades in i Sverige och férekomsten av ESBL-bild-
ande E. coli undersoktes med en selektiv odlingsmetod. Molekyléra metoder och
antibiotikakénslighetstester foljt av beskrivande statistik anvéndes for att under-
soka om de resistenta E. coli som pavisats i olika typer av prov var av samma
slag.

E. coli med ESBL var vanligt i kycklingkott oavsett ursprungsland, men fanns

i mindre omfattning aven i infort (det vill saga fran annat EU-land) kott av gris
och not samt i enstaka inforda bladgrénsaker och importerad odlad fisk. ESBL-
bildande E. coli i livsmedel som inforts fran annat EU-land eller importerats fran
lander utanfor EU var av annan typ an de som pavisades i svenska livsmedel. Ett
fatal ESBL-bildande E. coli som hittades i livsmedel och hos livsmedelsprodu-
cerande djur var av samma slag som de som fanns hos sjuka och friska manniskor.
Knappt fem procent av friska individer i Sverige var barare av ESBL-bildande
E. coli. | flera lander &r bararskapet stérre och resultaten visar att utlandsresor
Okar risken att bli barare av ESBL-bildande tarmbakterier. Samma typ av ESBL-
bildande E. coli som orsakar sjukdom hos manniskor och som till stor del &ven
fanns hos den friska befolkningen, pavisades aven i miljon och i avloppsvatten.

Sammanfattningsvis visar resultaten att livsmedel pa den svenska marknaden

I dag utgor en begrénsad kalla till férekomsten av ESBL-bildande E. coli inom
sjukvarden i Sverige. Vidare tyder resultaten i sin helhet pa att det i Sverige idag
finns tre i stort separerade populationer av ESBL-bildande E. coli, en for svenska
livsmedel och livsmedelsproducerande djur, en for importerade/inforda livsmedel
samt en for ménniska. Studien ger en bild av hur 1&get i Sverige ser ut idag
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gallande ESBL-bildande E. coli i var omgivning. Samtidigt sker en global sprid-
ning av antibiotikaresistens och da resistensproblemet ar dynamiskt kan laget
snabbt dndras. Forekomsten av ESBL-bildande tarmbakterier i livsmedel och

i var omgivning behover darfor féljas kontinuerligt for att kunna bedoma fram-
tida risker och uppdatera atgardsplaner. Att begransa resistensspridning och
bevara effekten av antibiotika &r ndgra av vara storsta utmaningar.
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Inledning

Bakterier som blir resistenta, motstandskraftiga, mot antibiotika bedéms av
Vérldshélsoorganisationen, WHO, som ett av de storsta hoten mot folkhalsan
(2014). Bara i Europa dor minst 25 000 manniskor varje ar som en direkt foljd av
bakterieinfektioner som inte &r behandlingsbara med antibiotika (ECDC, 2007).
Sedan 80-talet har valdigt fa antibiotikagrupper tagits fram och mediciner som
kan ersatta antibiotika saknas fortfarande. Det betyder att forutsattningarna for
dagens hogspecialiserade sjukvard hotas da den kraver verksamma antibiotika till
exempel vid behandling av infektioner, organtransplantationer, kirurgiska ingrepp,
neonatalvard och cellgiftsbehandlingar (WHO, 2014). Den 6kade forekomsten av
antibiotikaresistenta bakterier leder ocksa till 6kande kostnader for samhallet,
bland annat har det uppskattas att antibiotikaresistens kostar sjukvarden i EU
drygt 14 miljarder kronor per ar (KOM, 2011).

Tarmbakterier som bildar enzymer av typen ESBL (Extended Spectrum Beta-
Lactamase) &r den typ av anmélningspliktiga antibiotikaresistenta bakterier inom hu-
manmedicinen som 6kar snabbast i Sverige och utgor dven ett alarmerande halsohot
internationellt (EFSA, 2011a; Swedres/Svarm, 2013; WHO, 2014; Woerther et al.,
2013). Manga EU-lander har idag en endemisk situation, dar i vissa fall 25 procent av
invasiva Escherichia coli bildar ESBL (EARS-Net, 2012). ESBL-enzymet gor att
bakterien kan bryta ner cefalosporiner, en antibiotikagrupp som anvands vid behand-
ling av svara infektioner. Antibiotikan blir da verkningslos och infektionerna svarbe-
handlade (faktaruta 1, figur 2). Enligt europeiska myndigheten for livsmedelssaker-
het, Efsa (2011a) ar det sannolikt att ESBL-resistens kan dverforas fran livsmedels-
producerande djur (speciellt slaktkycklingar) till méanniskor via livsmedel. Kunskapen
ar dock inte fullstandig, inte minst nér det galler hur och i vilken grad livsmedel
bidrar till spridningen till ménniskor.

Overanvandning av antibiotika till manniskor och djur gor att andelen antibiotika-
resistenta bakterier snabbt 6kar inom sjukvarden och i samhéllet, bade i Sverige och

I andra lander. Uppkomsten och spridningen av antibiotikaresistenta bakterier inom
humansjukvarden bedoms framst bero pa nédvandig och onddig antibiotikaanvand-
ning till manniskor och spridning av infektioner mellan manniskor (van de Sande-
Bruinsma et al., 2008). Antibiotika som anvands till djur ar ocksa av betydelse for
spridningen da det leder till att andelen resistenta bakterier dkar och att dessa kan
foras Gver till manniskor bland annat via direktkontakt med djuren. En annan viktig
vag for sadan dverforing &r att resistenta bakterier fran djur som halls for produktion
av livsmedel kan 6verforas till animaliska livsmedel vid slakt samt till vegetabiliska
livsmedel vid odling och bevattning via godsel eller via godsel- eller avloppspaverkat
vatten. Livsmedel kan foljaktligen vara en maéjlig spridningsvag for resistenta bakte-
rier fran djur till manniskor (figur 1), speciellt i lander med 1ag férekomst hos méanni-
skor men med hog forekomst i livsmedel och hos livsmedelsproducerande djur (Efsa,
2009). Det &r dock annu inte klarlagt hur mycket av resistensproblematiken inom
sjukvarden och i samhéllet som beror pa antibiotikaresistenta bakterier i maten.
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Syfte

Syftet med studien var att 6ka kunskapen om hur stor betydelse livsmedel har som
kalla och mojlig spridningsvag for ESBL-bildande E. coli till manniskor i Sverige
samt att battre forsta hur denna typ av antibiotikaresistens cirkulerar mellan livs-
medel, friska och sjuka manniskor, livsmedelsproducerande djur, miljon samt
avloppsvatten. Studien ska ge ett underlag for beslut om relevanta riskhante-
ringsatgarder.
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Figur 1. Antibiotikaresistensens kretslopp. Antibiotikaresistenta bakterier kan dverforas
mellan olika miljéer som sjukhus, djurproduktion och den yttre miljon. Vid anvandande
av antibiotika rubbas den mikrobiologiska mangfalden genom att bakterier utsatts for

ett selektivt tryck. Det leder till att resistenta bakteriestammar overlever och forokar sig
medan de som ar kansliga slutar att tillvéxa eller dor. De antibiotikaresistenta bakterier-
na inklusive de resistensgener de bér pa kan sedan spridas och cirkulera mellan olika
miljoer (modifierad efter Anderson och Hughes (2014)).
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Bakgrundsfakta om ESBL
och ESBL-bhildande tarmbakterier

ESBL-bildande tarmbakterier och hur de sprids

E. coli ingdr i den normala tarmfloran hos friska manniskor och djur. De allra
flesta E. coli & harmltsa, men &nda ar det en bakterie som orsakar flest urinvégs-
infektioner, blodforgiftningar, hjarnhinneinflammationer hos for tidigt fodda barn
samt mag-tarminfektioner (WHO, 2014). Personer med nedsatt allméantillstand
eller immunforsvar ar sarskilt k&nsliga.

Vissa E. coli-typer & mer benégna att orsaka sjukdom hos ménniska som till
exempel urinvadgsinfektion och mag- och tarminfektioner. Férutom mag- och
tarminfektionerna behandlas dessa ofta med sa kallade betalaktam-antibiotika,

till exempel penicilliner, cefalosporiner och karbapenemer. Inom humanmedicinen
ar cefalosporiner sarskilt viktiga for behandling av svara infektioner som blodfér-
giftning och lunginflammation. Tillsammans med kinoloner och makrolider utgér
cefalosporiner de viktigaste antibiotikaklasserna for folkhalsan enligt WHO (2007).

Om E. coli-bakterier forvarvat resistens genom att producera ESBL-enzymer

kan infektionerna vara mycket svarbehandlade eftersom ESBL bryter ner betalak-
tamantibiotika (faktaruta 1, figur 2). | Sverige ar E. coli den dominerande ESBL-
bildande bakteriearten, men andra arter av tarmbakterier kan ocksa bara pad ESBL-
enzymer, till exempel Klebsiella pneumoniae (Swedres/Svarm, 2013).

Awven vid mindre allvarliga infektioner leder infektioner med ESBL-bildande bak-
terier till forlangda vardtider och ckade vardkostnader (Giske et al., 2008). Studier
har ocksa visat att infektion med ESBL-bildande bakterier leder till en 6kad déd-
lighet (Giske et al., 2008; Schwaber and Carmeli, 2007). Vanliga spridningsvagar
ar via handerna till exempel efter toalettbesok, indirekt via féremal och via vatten
eller livsmedel som foérorenats.

Det finns manga varianter av ESBL som har varierande formaga att bryta ner
betalaktam-antibiotika (faktaruta 1). Dessutom kan ESBL-resistensen spridas pa
manga olika satt. En sorts spridning ar sa kallad klonal spridning, som betyder att
en och samma bakterie (klon) med ESBL-resistens forokar sig och cirkulerar i sin
omgivning. Ett annat satt ar att sjélva generna som kodar for ESBL-enzymerna
kan 6verforas till andra nérbesléktade bakterier inom familjen Enterobacteria-
ceae. ESBL-generna sitter ofta pa plasmider (faktaruta 2), som i manga fall har
stor benagenhet och mojlighet att genom sa kallad konjugation 6verforas bade
mellan olika E. coli-stammar samt mellan E. coli och andra bakterierarter (fak-
taruta 2, Figur 3). ESBL-generna kallas for bla-gener och betecknas vetenskapligt
som till exempel blactx.m, blacmy, bla spv och sa vidare. For 6kad lasbarhet
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bendmns fortsattningsvis dessa ESBL-gener med gemena bokstéver, det vill séga
motsvarande ctx-m, cmy och shv. Det finns olika typer av plasmider som bar pa

ESBL-generna och de kan i sin tur finnas i olika typer av E. coli-bakterier. Vissa
plasmidtyper har lattare for att verforas mellan bakterier och vissa E. coli-typer
ar mer bendgna att orsaka infektion.

Foérutom gener som kodar for ESBL, kan de 6verféringsbara plasmiderna dven
innehalla gener for annan antibiotikaresistens. Det betyder att ESBL-bildande
tarmbakterier ofta &r multiresistenta, det vill sdga resistenta mot minst tre antibio-
tikaklasser. Det gor att infektioner orsakade av dessa bakterier kan vara &n mer
svarbehandlade. Inom humanmedicinen dominerar E. coli-typ ST131 med den
specifika ESBL-genen ctx-m-15 (Naseer and Sundsfjord, 2011), (faktaruta 3).

Fakta 1: ESBL och cefalosporiner

ESBL ar en forkortning for "Extended spectrum beta-lactamase” och ar ett samlings-
namn fér en grupp enzymer som inaktiverar betalaktam-antibiotika sdsom cefalospo-
riner. Det finns valdigt manga grupper av ESBL-enzymer, till exempel CTX-M och
CMY-2. De produceras framst av tarmbakterier som tillhér familjen Enterobacteria-
ceae dar Escherichia coli ar vanligast.

Cefalosporiner ar mycket viktiga antibiotika som anvéands for behandling av infektioner
som till exempel blodforgiftning, urinvagsinfektioner, lunginflammationer. ESBL-
enzymet gor cefalosporinet overksamt och leder till att antibiotikabehandlingens

effekt uteblir, se figur 2.

Aktivt cefalosporin Inaktivt cefalosporin

Figur 2. ESBL-enzymet bryter upp cefalosporinets betalaktamring, vilket leder till
att antibiotikumet blir overksamt. R* och R? &r variabla regioner som skiljer sig
mellan olika typer av cefalosporiner (modifierad efter Kuhn (2004).
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Fakta 2: Plasmid

En plasmid &r ringformat DNA som &r separerad fran bakteriens kromosomala DNA.
Plasmider bar pa gener som kan ge bakterien fordelar for dess 6verlevnad i vissa
miljéer, till exempel resistens mot olika antibiotika. Kromosomens gener star daremot
for bakteriens livsviktiga funktioner. Gener som kodar for ESBL-enzymer och annan
antibiotikaresistens finns oftast pa plasmider.

En och samma plasmid kan innehalla flera olika resistensgener. Det innebar att ESBL-
bildande bakterier ofta ar multiresistenta, det vill séga resistenta mot tre eller flera an-
tibiotikaklasser. Det innebar i sin tur att om nagon annan antibiotika an betalaktamer
anvands, men som gynnar nadgon av de andra resistensgenerna, sa sker det samtidigt
en indirekt selektion fér samtliga resistensgener pa plasmiden.

Det finns flera olika typer av plasmider. Exempel p& nagra olika plasmidtyper ar Inc-11,
Inc-Fll och Inc-K.

Plasmider kan latt overféras mellan bakterier nar de tillfélligt kopplas ihop. se figur 3

Plasmid DNA

med ESBL-gener
) Kromosomalt DNA

Kromosomalt DNA

ESBL-bildande tarmbakterie Ej ESBL-bildande tarmbakterie

ESBL-bildande tarmbakterie Ej ESBL-bildande tarmbakterie

Plasmid DMNA
med ESBL-gener

ESBEL-bildande tarmbakterie ESBEL-bildande tarmbakterie

Figur 3. Principskiss 6ver hur plasmider med ESBL-gener 6verfors mellan bakterier
genom konjugation.
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Fakta 3: MLST typning av E. coli

Typning av E. coli kan goéras med MLST (Multilocus sequence typing) som &r en mo-
lekylarbiologisk typningsmetod som anvands for att bedéma hur néra beslaktade olika
isolat ar inom en och samma bakterieart. Metoden bygger pa skillnader i gener som &r
nodvandiga for E. coli bakteriens funktion och darfor finns bevarade pa kromosomen
hos alla isolat.

Resultatet kallas for sekvenstyper som forkortas ST. Exempel pa vanliga ST-typer hos
ESBL-bildande E. coli & ST131, ST648 och ST38. (EFSA, 2013a; Enright and Spratt,
1999).

Forekomst av ESBL-bildande tarmbakterier
i var omgivning

Forekomst hos manniska

Aven om Sverige jamfort med andra lander har ett gott lage avseende ESBL-
bildande tarmbakterier, sa har det skett en kraftig 6kning av antalet ESBL-fall de
senaste aren (Swedres/Svarm, 2013) | Sverige blev ESBL-bildande tarmbakterier
inom familjen Enterobacteriaceae anmalningspliktiga for de kliniska mikrobiolo-
giska laboratorierna ar 2007. Sedan dess har antalet rapporterade fall 6kat mellan
13 och 33 procent varje ar (Swedres/Svarm, 2013) Under 2013 rapporterades
drygt 8 100 nya fall av ESBL, varav 88 procent hittades i arten E. coli. Inter-
nationellt &r den dkande férekomsten av ESBL-bildande tarmbakterier ett stort
problem och fran att ha varit en vardrelaterad smitta har epidemiologin under de
senaste aren utvecklats till en global spridning aven i samhallet (Woerther et al.,
2013). Inom humansjukvarden i Norden delas sedan 2009 ESBL-kategorierna

in enligt tabell 1 (Giske et al., 2009).

Kartlaggningar visar att kategorin ESBL tillhdrande gruppen CTX-M (tabell 1)
ar den vanligaste enzymgruppen i Sverige och i stora delar av varlden. | denna
grupp ar ESBL-varianten CTX-M 15 den allra vanligaste (Brolund et al., 2013;
Helldal et al., 2013; Woerther et al., 2013). | Sydostasien och Sydamerika &r dock
ESBL-varianterna CTX-M 14 respektive CTX-M 2 vanliga (Woerther et al.,
2013). I USA och Asien &r kategorin ESBLy, med enzymgruppen CMY vanligt
forekommande, (tabell 1), men fynd av CMY -typ rapporteras ocksa allt oftare

i Europa (D'Andrea et al., 2011).

Friska manniskor kan ocksa bara pa ESBL-bildande tarmbakterier. Andelen friska
bérare varierar mellan Sverige och andra lander, men det behdvs fler studier om
forekomst (Woerther et al., 2013). | Sverige berdknas 2 till 5 procent vara friska
barare medan i andra lander kan bararskapet uppga till 60 procent (Chabok et al.,
2010; Folkhalsomyndigheten, 2012; Stromdahl et al., 2011). Utlandsresor till om-
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raden dar ESBL-bildande tarmbakterier ar vanligt forekommande innebar en okad
risk for bararskap (Tangden et al., 2010). Vissa personer kan bara pa ESBL-bild-
ande bakterier i flera ar, men for de allra flesta forsvinner bakterierna inom ett ar.
Det &r inte kant vad som paverkar detta och det gar inte heller att forutséaga vilka
som |Gper storst risk att fa ett langvarigt bararskap (Alsterlund et al., 2012; Folk-
halsomyndigheten, 2012; Téngden et al., 2010). Som bérare av ESBL-bildande
tarmbakterier & man inte sjuk, men bakterierna kan spridas till riskgrupper i sam-
hallet och dar orsaka infektion hos till exempel aldre och immunsvaga personer.

Tabell 1. Indelning av ESBL- kategorier i Norden. ESBL definieras som
overforbara betalaktamaser som bryter ner antibiotikaklasserna cefalos-
poriner och eller karbapenemer.

ESBL-kategori Exempel pa enzymer?® Kommentar

ESBLA CTX-M (inklusive CTX-M Utanfér Norden benéamns
grupp 1, 2, 8, 9 och 25); dessa som ESBL
TEM; SHV

ESBLwm CMY; AAC Utanfér Norden benamns

dessa som pAmpC

ESBLcarea KPC; MBL; OXA Dessa utgdr en mer elakartad
resistens, som ger extremt
resistenta bakterier. Utanfor
Norden benamns dessa som
karbapenmaser

“Generna som kodar for dessa ESBL-enzymer skrivs i denna rapport fortséttningsvis med gemener,

exempelvis ctx-m, tem, shv, cmy, aac och s vidare. Det vetenskapliga skrivsattet av ESBL-gener ar
till exempel blacrx.m1s men vi har i denna rapport frangatt detta skrivsatt for att oka lasbarheten.

Forekomst hos livsmedelsproducerande djur och i livsmedel

ESBL-bildande tarmbakterier, framst E. coli och salmonella, pavisas allt oftare
hos livsmedelsproducerande djur och i livsmedel inom EU. Férekomsten mellan
landerna och mellan olika djurslag varierar fran 0 till 94 procent (Seiffert et al.,
2013). Hogst ar forekomsten hos slaktkyckling och pa kycklingkott (DANMAP,
2012; Efsa, 2011b; Egea et al., 2012; Kola et al., 2012; Overdevest et al., 2011,
Seiffert et al., 2013).

Foérekomst av ESBL-bildande E. coli hos svenska livsmedelsproducerande djur
och kott ar generellt 1ag, under tva procent (Swedres/Svarm, 2012). Undantaget &r
slaktkyckling och varphons. Vid dvervakningstillfallena 2012 och 2013 var fore-
komsten 13 procent hos varphons och 40 procent hos slaktkyckling (Swedres/
Svarm, 2012, 2013). Bland ESBL-bildande E. coli-isolat fran fjaderfa och svenskt
kycklingkott dominerade genen for ESBL-gruppen CMY-2, déar den utgjorde mer
an 90 procent av generna som identifierades (Egervéarn et al., 2011; Swedres/
Svarm, 2012). Smittsparning inom slaktkycklingproduktionen har visat att ESBL-
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bildande E. coli finns hos avelsdjur som importeras fran Storbritannien och den
hoga forekomsten bland svenska slaktkycklingar beror sannolikt pa spridning av
resistenta bakterier fran dessa (Nilsson et al., 2014). Indikationer pa sadan sprid-
ning har ocksa rapporterats fran andra EU-lander (Dierikx et al., 2013; Efsa,
2011a). Till skillnad fran manga andra lander, anvands cefalosporiner 6verhuvud-
taget inte inom svensk uppfodning av slaktkycklingar. Aven annan anvéandning av
antibiotika &r begransad i Sverige, exempelvis behandlades endast 0,13 procent av
svenska slaktkycklingflockar under 2013 (Swedres/Svarm).

Kunskapen om forekomst och betydelse av ESBL-bildande tarmbakterier pa vege-
tabilier ar liten (Efsa, 2011a, 2013b). De studier som gjorts visar pa lag forekomst,
men oftast saknas selektiva odlingsmetoder och molekyl&r karaktarisering av bak-
terierna (Egea et al., 2011; Hassan et al., 2011; Skockova et al., 2013). | en neder-
landsk undersokning av inhemska gronsaker pavisades ESBL-bildande bakterier

i 6 procent av proven (Reuland et al., 2014).

Forekomst i miljon och avloppsvatten

Miljon och speciellt olika vattenmiljoer ar mojliga spridningsvagar for resistenta
bakterier, inkluderat ESBL-bildande tarmbakterier. Kunskapen om férekomsten
och betydelsen av dessa bakterier i vatten ar emellertid bristféllig (Efsa, 2011a).
| Sverige har inte heller nagon storre undersokning i miljon gjorts innan 2013,
Fynd av ESBL-bildande E. coli har rapporterats i vattenprov fran Svartan och
Hjélmaren (Jass and Olsson, 2013).

| andra lander har ESBL-bildande tarmbakterier pavisats i flera olika miljcer.

| europeiska vattendrag ar ESBL-gruppen CTX-M vanligast och den har ocksa
pavisats i Nordamerika, Afrika och Asien (Chen et al., 2010; Chouchani et al.,
2013; Dhanji et al., 2011; Hu et al., 2013; Jass and Olsson, 2013; Kim et al., 2008;
Mataseje et al., 2009; Tacao et al., 2012; Zurfluh et al., 2013). ESBL-bildande

E. coli har dven hittats i Antarktis (Hernandez et al., 2012).

ESBL-bildande E. coli i olika vattendrag har troligen framst sitt ursprung fran
méanniskor, men de kan aven komma fran djur (Hu et al., 2013; Zurfluh et al.,
2013). Den mest direkta végen till vattendrag ar genom avloppsreningsverk dar

de ocksa pavisats i utgadende vatten. ESBL-bildande tarmbakterier kan finnas i alla
sorters avloppsvatten, inkluderat avloppsvatten fran sjukhus (Galvin et al., 2010;
Korzeniewska et al., 2013; Reinthaler et al., 2010; Wellington et al., 2013).

ESBL-bildande tarmbakterier har ocksa pavisats i olika typer av jordar i Europa
(Hartman et al., 2012; Walsh and Duffy, 2013). Att dessa bakterier numera verkar
vara allmant spridda i miljon indikeras av att de har pavisats i spillning fran vilda
masfaglar i Sverige och aven fran vilda faglar och andra vilda djur i 6vriga varl-
den (Bonnedahl et al., 2010; Guenther et al., 2011; Hernandez et al., 2013;
Wallensten et al., 2011).
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Livsmedel som spridningsvag

Svenskt gris- och notkott utgor idag troligen en begrénsad kélla for vidare sprid-
ning till manniskor eftersom ESBL-bildande tarmbakterier inte pavisats i kott fran
gris och nét samt att férekomsten ar lag bland livsmedelsproducerande djur. Un-
dantaget kan vara svenska slaktkycklingar och svenskt kycklingkétt dar férekoms-
ten i bada fallen ar sa hog som 40 procent (Swedres/Svarm, 2013). SVA och Folk-
halsomyndigheten kunde dock inte pavisa nagon direkt koppling mellan E. coli-
isolat fran slaktkyckling och sjuka manniskor i en tidigare studie (Borjesson et al.,
2013). En tysk studie har visat att konsumtion av kycklingkdtt inte &r en riskfaktor
for bararskap, men att konsumtion av griskott kan vara en mojlig riskfaktor
(Leistner et al., 2013). Vidare skiljer sig inte bararskapsfrekvensen hos vegetaria-
ner och veganer jamfort med kottatare visare en studie av Koniger et al. (2014).
Konsumtion av livsmedel, bland annat kycklingkdtt, ar en vanlig orsak for salmo-
nellainfektion inom EU (Efsa and ECDC, 2014). Utomlands har ocksa infektion
med ESBL-bildande salmonella kopplats ihop med férekomst hos slaktkyckling
och pa kycklingkétt (Bertrand et al., 2006; Doublet et al., 2014; Dutil et al., 2010).

ESBL carsa-bildande tarmbakterier ar speciellt oroande

Bland de storsta orosmolnen inom svensk sjukvard idag &r en utbredning av
ESBLcarsa (eller karbapenmaser). Karbapenemas-bildande tarmbakterier ar resi-
stenta bade mot cefalosporiner och karbapenemer, vilket ar sarskilt illavarslande
da karbapenem ar det antibiotika som oftast ar sista alternativet vid behandling av
multiresistenta bakterier. | Sverige ar forekomsten Iag, ar 2013 rapporterades end-
ast 38 fall och majoriteten hade en utlandskoppling (Swedres/Svarm, 2013). | 6v-
riga Europa 0kar ESBLcarsa Snabbt, framforallt i de s6dra delarna (Canton et al.,
2012). | Sverige har ESBLcarea-bildande bakterier inte pavisats hos djur, men i
Europa har nagra fall beskrivits hos friska livsmedelsproducerande djur och sjuka
séllskapsdjur (Woodford et al., 2014). Férekomst av ESBLcarsa-bildande bakte-
rier har ocksa beskrivits i vattenmiljoer och avloppsvattenreningsverk (Woodford
etal., 2014). Sedan 2012 &r fall av ESBLcarsa i Sverige anmalningspliktiga bade
for laboratoriet och for behandlande lakare samt att smittsparning maste utforas.
Awven fynd hos djur i Sverige ar anmalningspliktigt och anmalan ska goras till
bade Jordbruksverket och Lansstyrelsen.
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Utforande

Foérekomsten av ESBL-bildande E. coli i olika delar av kretsloppet undersoktes
genom att samla in och analysera prover fran olika kategorier samt genom att in-
hamta data fran tidigare undersokningar och évervakningsprogram. ESBL-bild-
ande E. coli fran manniskor, djur, livsmedel, livsmedelsproducerande djur, miljon
och avloppsvatten analyserades. For att undersoka eventuella kopplingar mellan
ESBL-bildande E. coli fran de olika provkategorierna genomférdes provinsam-
lingarna koordinerat bade tidsmassigt (2009-2013) och for vissa provtyper dven
geografiskt (samma kommuner). Av tabell 2 framgar vilka provtyper som ingick

i de olika kategorierna samt i vilken studie proven samlats in, se aven Urval och
provinsamling. Isoleringen av ESBL-bildande E. coli fran olika provtyper gjordes
pa likartat satt och den efterféljande molekylara karaktariseringen utférdes med
samma metoder (figur 4; se d&ven Analyser och bilaga 2).

Provinsamling

Livsmedels- Importerade, inférda och Friska Sjuka Miljs
producerande djur svenska livsmedel minniskor ménniskor ) N

Avlopp
oy
)
4
.

ESBL-bildande E.

Forekomst: isolering coliisolat

Sekvenstyp (ST)

Jamforelse: Molekylar
karaktéarisering

P
i
"
n
« /

Plasmidtyp(lnc) " Ssszizczcss:c G

Figur 4. Tillvagagangssatt i denna och tidigare studier for undersékning av forekomsten
av ESBL-bildande E. coli i olika delar av var omgivning. Prov fran olika kategorier sam-
lades in for isolering och molekylarbiologisk karaktarisering av ESBL-bildande E. coli.

| provkategorin livsmedel undersoktes bade svenska livsmedel och livsmedel som forts in
fran andra EU-lander eller importerats fran lander utanfor EU. | provkategorin miljo
ingick provtyperna trutspillning och ravatten.
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Tabell 2. Sammanstallning av provkategorier, provtyper, ursprung, provinsamlings-
period och referenser.

Provkategori Provtyp Ursprung Tid fér prov- Referens
insamling (ar)
Sverige
. Infort .
Bladgronsaker 2012-2013 Denna studie
Importerat
Blandat®
Sverige ] SVARM 2010° ]
Kycklingkott Infort ggigégﬁc SV\SqreS/S\larm |29%3
Livsmedel Importerat i orjessonetal *
Egervarn et al 2011™
Notkott Infort 2010-2011 Egervarn et al 2011
Importerat
Griskott Infort 2010-2011 Egervarn et al 2011
Importerat
Fisk och skaldjur Importerat 2013 Denna studie
Slaktkyckling Sverige
Livsmedels- Vérph@ns Sverige SVARM 2010-2011
producerande : : 2010-2012 Swedres/Svarm
djur Gris Sverige 2012-2013
Kalv Sverige
Friska Sverige 2012-2013 Denna studie
Méanniskor
Sjuka Sverige 2011-2012 Denna studie
| Trutspillning Sverige 2013 Denna studie
Miljo
Ravatten Sverige 2012 Egervarn et al 2013
Avloppsvatten — Sverige 2013 Denna studie

#Salladsmix med ingredienser fran minst tva olika EU-lander, inklusive Sverige.

P Svenskt kétt.

© Infort kott frdn andra EU-lander samt importerat kott frn lander utanfor EU.

4 Danskt kott

Urval och provinsamling

Livsmedel

Kartlaggningen av bladgronsaker omfattade prov fran svenska produkter, produk-
ter inforda fran andra EU-lander (infort) och importerade produkter fran lander
utanfor EU (tabell 2). Till bladgrénsaker raknades alla typer av sallad och spenat
samt kalvaxter fran vilka bladen &ts. Krukodlade produkter eller sammansatta
livsmedel (till exempel lunchsallader) ingick inte i kartldggningen. De produkter
som ingick var oférpackade eller forpackade med eller utan skyddad atmosfar.
For att ge en representativ bild av utbudet i Sverige deltog Livsmedelsverkets perso-
nal samt nio av landets storsta kommuner (Stockholm stad, Gavle, Helsingborg, Lin-
képing, Malmd, Norrkoping, Uppsala, Vasteras och Orebro) i omgangar med att ta
prov hos grossister, vid torghandel, pa stormarknader och i mindre butiker. Prov-
tagarna uppmuntrades att, om mojligt, ta prov vid flera tillfallen for att fanga arstids-
variationer. Malet var att samla in 500 prov.
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Kartlaggningen av livsmedel inkluderade ocksa en pilotstudie med prover av importe-
rad odlad fisk och odlade eller vildfangade skaldjur framst fran Sydostasien (tabell 2).
Frysta, icke varmebehandlade eller blancherade produkter i butiksledet samlades in
for analys av Livsmedelsverkets personal. Malet var att samla in sammanlagt cirka
30 prov.

Varje livsmedelsprov omfattade minst 100 gram. Fisk-, skaldjursprodukter respektive
salladspasar av samma varumérke skulle ha olika batchnummer eller olika bést-fore-
datum. Om tva identiska prov samlades in och analyserades, ingick bara resultaten
fran det senast inkomna provet i kartlaggningen. Fran varje prov togs en koloni av
ESBL-bildande E. coli ut till karaktérisering.

Aven resultat fran en tidigare publicerad kartlaggning ingick i jamforelsen av ESBL-
data mellan olika provkategorier (Egervérn et al., 2011). | den kartlaggningen under-
soktes forekomst av ESBL-bildande E. coli i kétt av nét, gris samt kyckling. Daruto-
ver ingick dven ESBL-bildande E. coli insamlade 2013 fran en tidigare studie pa
farskt svenskt och danskt kycklingkétt (Borjesson et al., Manuskript) (tabell 2). For
urval och insamling av kéttprover hanvisas till separata rapporter (Egervérn et al.,
2011; SVARM, 2010).

Livsmedelsproducerande djur

For att kunna jamfora ESBL-bildande E. coli i livsmedel mot dito i friska livsmedels-
producerande djur, inkluderades bade data pa férekomst samt isolat av ESBL-bild-
ande E. coli som samlats in inom den svenska veterindra 6vervakningen av antibioti-
karesistens, SVARM ! (tabell 2). Analyserna gjordes med selektiv odling av tarmin-
nehall fran not, gris och fjaderfa (slaktkyckling och varphons). Fran varje prov togs
en koloni av ESBL-bildande E. coli ut till karaktarisering. Mer information om prov-
tagning finns redovisat i SVARM-rapporter 2010-2013 (SVARM, 2010, 2011,
Swedres/Svarm, 2012, 2013).

Friska manniskor

For att undersoka forekomsten av ESBL-bildande E. coli i den normala tarmfloran
hos Sveriges befolkning rekryterades friska frivilliga personer mellan 18 och 72 ar till
studien (tabell 2). De bodde i kommunerna: Stockholms stad, Goteborgs stad, Gavle,
Helsingborg, Linkoping, Malmo, Uppsala, Vsteras och Orebro. Rekryteringen gjor-
des genom att cirka 11 500 slumpmassigt utvalda personer fick brev hem med en
forfragan om att delta i studien, en samtyckesblankett samt en enkat med fragor om
kanda riskfaktorer for bararskap (bilaga 1). Vid en komplett ifylld och inskickad en-
kéat samt en underskriven samtyckesblankett erh6ll de frivilliga deltagarna material
for avforingsprovtagning hemma. Malet var att samla in 2 000 prover. Fran varje prov
togs en koloni av ESBL-bildande E. coli ut till karaktérisering. Studien har provats
och godkants av den lokala etikprévningsnamnden i Stockholm (diarienummer
2012/1204-31/4).

! Svensk veterinar antibiotikaresistens monitorering (Www.sva.se)
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Sjuka méanniskor

For att jamfora med de allvarligaste infektionerna som ESBL kan orsaka, ingick

i studien ett urval av E. coli -isolat fran blod isolerade fran patienter med blodforgift-
ning (tabell 2). Isolat som var resistenta mot cefalosporinerna ceftazidim och/eller
cefotaxim samlades in fran deltagande sjukhus med respektive kliniska mikrobiolo-
giska laboratorier i Stockholm, Halmstad, Linkoping, Vaxjo, Orebro, Skovde,
Kalmar, Visby, Kristianstad, Vasteras, Eskilstuna, Malmo, Boras, Géavle, Umea,
Jonkoping, Lund och Sundsvall. Fran varje blododling skickades ett isolat in till
Folkhalsomyndigheten.

Miljon

Prov fran individuella spillningar fran trutar samlades in av forskare vid Institutionen
for zoonotisk ekologi och epidemiologi, Linné Universitetet, Kalmar. Proven togs i
Svarte Mosse i Goteborg, vid sjon Kvismaren i Orebro och ett sophanteringsomréade
(Spillepeng) i Malmo (tabell 2). Fran varje prov togs en koloni av ESBL-bildande

E. coli ut till karaktarisering.

| jamforelsen av ESBL-data mellan olika provkategorier ingick i miljokategorin dven
ESBL-bildande E. coli isolerade fran ravatten (tabell 2). For urval och insamling av
ravattenprover, se separat rapport (Egervarn et al., 2013).

Avloppsvatten

Prover fran avloppsvatten samlades in vid Henriksdals reningsverk i Stockholm vid
12 tillfallen (tabell 2). Proverna samlades in av forskare vid Avdelningen for mikro-
biologi, tumdr och cellbiologi, Karolinska institutet, Solna (Kwak et al., accepterad
2014). Reningsverket tar varje dag emot 250 000 m* avloppsvatten frén en halv mil-
jon invanare i Stockholm. Proven togs fran de dygnsprov som samlas vid renings-
verket droppvis under 24 timmar. Fran varje insamlat prov isolerades ett flertal bak-
teriekolonier. FOr mer utforlig beskrivning av urval och provinsamling hanvisas till
Kwak et al (accepterad 2014).

Analyser

Isolering av ESBL-bildande E. coli

For att undersoka forekomsten av ESBL-bildande E. coli fran de olika proverna
anvéndes selektiva odlingsmedier med antibiotika (bredspektrum-cefalosporiner).
Misstankta E. coli artbestamdes och formagan att producera ESBL verifierades.
For utforligare metodbeskrivningar, se bilaga 2.

Karaktéarisering av ESBL-bildande E. coli

For att avgora hur pass lika pavisade ESBL-bildande E. coli var karaktéariserades
isolat enligt rekommendationer fran Efsa (2011a). Detta innebar att olika mole-
kyldra metoder anvandes for att bestamma typ av ESBL-gener, plasmidtyp (Inc)
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och E. coli -typ (ST-typ) (faktaruta 4, figur 5). Vidare undersoktes bakteriernas
kanslighet mot 14 olika antibiotika for att pavisa om isolaten var multiresistenta.
For utforligare metodbeskrivningar, se bilaga 2.

Statistisk analys

Beskrivande statistik anvandes vid analys av erhallna data for att se det eventuella
overlappet mellan ESBL-bildande E. coli fran manniskor, livsmedel, avlopp,
miljo och livsmedelsproducerande djur. Ett 6verlapp skulle i sin tur indikera att
spridning forekommer mellan provkategorierna. Data analyserades fran de olika
provkategorierna med avseende pa E. coli-typ (ST), plasmidtyp och ESBL-gen.
Resistensdata analyserades med binar logistisk regression och riskfaktorer for
bararskap berdknades med logistisk regression. For utforligare metodbeskriv-
ningar, se bilaga 2.

Fakta 4: Molekylar karaktarisering av bakterieisolat

Bakterieisolat som bildar ESBL-enzym behover karaktariseras for att man ska veta
om det sker ndgon spridning mellan olika provkategorier. Det racker inte att bara veta
vilken ESBL-gen som isolatet bar p& utan man maste ocksa ta reda pa plasmid- och
E. coli-typ. | den har studien har karaktariseringen gjorts pa tre nivaer, se aven figur 4.

Niva 1. Gen: Olika ESBL-enzym har olika egenskaper och formagor att bryta ner anti-
biotika. Genom att analysera vilken gen av ESBL som isolatet bar pa kan man se vilka
provkategorier som liknar varandra. | denna rapport bendmns ESBL-gener med ge-
mener t.ex. ctx-m-15, cmy-2

Niva 2. Plasmidtyp: De flesta ESBL-gener sitter pa en plasmid. Genom att ta reda pa
vilken plasmidtyp (Inc) genen sitter pa kan man avgéra om dessa gener och plasmider
sprids var for sig, gemensamt eller pa bada satten.

Niva 3. E. coli-typ: Gener och plasmider kan forflytta sig mellan olika E. coli-typer
(ST). Det ar viktigt att f4 en bild av vilka sekvenstyper (ST) som kan bara pa ESBL-
gener och plasmider eftersom isolat som har samma gen, plasmid och ST-typ ar
mycket lika.

Figur 5. Beskrivning av de olika
nivaer som ingar nar ett ESBL-bildande
E. coli-isolat ska karaktariseras,
(a) ESBL-genen anger vilken (a) Gen

(t.ex. ESBL-generna (c) Kromosom

ESBL-variant som isolatet ctx-m-15 och cmy-2) (t.ex ST131 och ST10

o
producerar; \
(b) ESBL-genen sitter pa en \
plasmid som kan typas (Inc);

ESBL-bildande bakterie, t.ex. E.coli

(c) Inom arten E. coli finns
genetiska skillnader pa

b) Pl id
kromosomen som genom typ- s,
. - . . Inc-Flij
ning kan delas in i olika sekvens- o
typer (ST).
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Resultat

Forekomst av ESBL-bildande E. coli
| olika provkategorier

Livsmedel

Sammanlagt analyserades 630 prov av bladgronsaker fran Sverige, EU och lander
utanfor EU (tabell 3, bilaga 3). ESBL-bildande E. coli pavisades i tva prov

(0,3 procent), bada proven bestod av ekologiska salladsmixar innehallande rucola,
spenat och réd mangold fran Italien. Proven kom fran samma leverantor, men
provtogs vid olika tillfallen, november 2012 och maj 2013 (tabell 3).

I pilotstudien av importerad fisk och skaldjur analyserades totalt 29 prov (tabell 3;
bilaga 3). ESBL-bildande E. coli pavisades i ett av proven, fryst pangasiusfilé fran
Vietnam (tabell 3).

Resultat fran den tidigare publicerade svenska kartlaggningen av kott fran nét,
gris och kyckling visade att ESBL-bildande E. coli forekom pa kott pa den
svenska marknaden med varierande forekomst beroende pa kottets ursprung.
ESBL-bildande E coli pavisades pa kétt av not (O till 8 procent), gris (2 till

13 procent) och kyckling (23 till 95 procent) fran olika omraden (tabell 3)
(Egervérn et al., 2011; Borjesson et al. Manuskript).

Livsmedelsproducerande djur

Forekomst av ESBL-bildande E. coli hos svenska livsmedelsproducerande djur
analyserades under perioden 2010-2012 inom den svenska dvervakningen av anti-
biotika resistens, SVARM. ESBL-bildande E .coli pavisades med selektiv odling

i tarminnehall fran 32 procent av slaktkycklingar (SVARM, 2010), 2 procent av
grisar (SVARM, 2011), 1 procent av kalvar samt 13 procent av varphdns (Swed-
res/Svarm, 2012) (tabell 3). De isolat av ESBL-bildande E.coli som samlats in
inom SVARM har anvénts i denna studie.

Friska manniskor

Av de 2 589 friska personer som svarade pa enkéaten skickade 2 134 in ett avfo-
ringsprov. ESBL-bildande E. coli isolerades fran 101 av dessa personer, vilket ger
ett bararskap pa 4,8 procent (tabell 3). | undersokningen ingick personer mellan
18 och 72 ar, med en Gverrepresentation av dldre svarande. Det var ocksa fler
kvinnor &n man som deltog i studien, 1 230 respektive 892. Bérarskapet var nagot
hogre hos mén &n hos kvinnor (5,1 respektive 4,5 procent), men skillnaden var
inte statistiskt signifikant.
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Identifierade signifikanta riskfaktorer for bararskap var resa utanfér Norden under
de senaste sex manaderna samt vard utomlands, inklusive Norden. Det senare
vardet bor dock tolkas med forsiktighet eftersom antalet studiedeltagare som sokt
vard utomlands var lagt.

Sjuka méanniskor

Aren 2011 och 2012 fick Folkhalsomyndigheten via landets kliniska mikrobiolo-
giska laboratorier in 715 anmalningar i SmiNet? av misstankt ESBL-bildande

E. coli isolerade fran blodférgiftningar. Av dessa insamlades i denna studie 387
isolat som var bekraftat ESBL-positiva och som sedan ingick i jamférelsen av
ESBL-bildande E. coli mellan olika provkategorier (tabell 3).

Miljo

Totalt togs 273 spillningsprov fran trutar, varav 99 i Orebro, 100 i Malmé och 74
i Goteborg. ESBL-bildande E. coli pavisades i 29 prov, vilket ger en forekomst pa
11 procent (tabell 3). Dessa prov ingick &ven som en del av en annan studie. Dar-
for odlades dessa prov pa medium som till viss del hammar bakterier som bildar
AmpC-enzym, vilket kan medfora att andelen ESBL positiva isolat i denna kate-
gori kan vara underskattad.

| denna sammanstallning ingar dven prov fran en tidigare svensk kartlaggning dar
forekomsten av ESBL-bildande E. coli i 98 ravattenprov fran fem svenska vattenverk
undersoktes (Egervarn et al., 2013). ESBL-bildande E. coli pavisadess i 27 vatten-
prov, varav 25 av dessa togs vid tva av de fem vattenverken (tabell 3).

Avloppsvatten

Totalt identifierades 55 olika ESBL-bildande E. coli-isolat fran alla de 12 prov
av orenat avloppsvatten som samlats in (tabell 3) (Kwak et al., accepterad 2014).
Eftersom avloppsproven samlades in droppvis fran ett konstant flode under 24
timmar, sa var risken liten att identifiera samma ESBL-bildande E. coli fran
samma prov.

2 Elektroniskt anmalningssystem for anmélningspliktiga smittsamma sjukdomar enligt smittskyddslagen

(www.sminet.se)antal
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Tabell 3. Antalet insamlade prov och antalet (%) positiva prov for ESBL-bildande E. coli.

Provkategori Provtyp Ursprung Antal prov Antal positiva (%)
Sverige 147 0(0)
Infort 365 2(0,5)
. Importerat 10 0 (0)
Bladgroénsaker Blandat® 108 0 (0)
Totalt 630 2(0,3)
Sverige 159 74 (47)
Infort 109 42 (38)°
Kycklingkott Importerat 43 41 (95)
Livsmedel Totalt 311 157 (51)
Infort 136 8 (6)°
Notkott Importerat 42 0(0)
Totalt 178 8 (4)
Griskott Infort 119 8 (7)°
Fisk och skaldjur Importerat 29 1(3)
Livsmedel
totalt 1267 176 (14)
Slaktkyckling 100 32 (32)
Varphons 69 9(13)
Livsmedels-
producerande Gris Sverige 184 3(2)
djur
Kalv 742 9 (1)
Djur totalt 1095 53 (5)
Friska 2134 101 (5)
Méanniskor Sverige
Sjuka 387° 387 (100)
Trutspillning 273 29 (11)
Sverige
Miljo Ravatten 98 27 (28)
Milj6 totalt 371 56 (15)
Avloppsvatten - Sverige 12 12 (100)"

a
b

" totalt 55 ESBL-positiva isolat erhélls frdn dessa 12 positiva prov.

salladsmix med ingredienser fran minst tva olika EU-lander, inklusive Sverige.
varierar mellan 23-61 procent mellan olika EU-lander.
¢ varierar mellan 0-8 procent mellan olika EU-lander.

4 varierar mellan 2-13 procent mellan olika EU-lander.
© totalt 387 prov av bekraftat ESBL-positiva blodisolat fran sjuka personer samlades in.
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Likheter och fordelning av ESBL-bildande E. coli
fran livsmedel, livsmedelsproducerande djur, ménniskor,
miljo och avloppsvatten

For att ta reda pa hur lika populationerna av ESBL-bildande E. coli fran olika
kategorier ar, karaktariserades de pavisade bakterierna (faktaruta 4). Karaktar-
iseringen gjordes genom att undersoka om isolaten fran olika provkategorier hade:

- Samma ESBL-gen, t.ex. ctx-m-15

- Samma ESBL-gen pa samma plasmid-typ (Inc), t.ex. ctx-m-15/Incll

- Samma ESBL-gen pa samma plasmid i samma E. coli-typ (ST-typ),
t.ex. ctx-m-15/Incl1/ST10

For varje punkt ovan okar graden av differentiering mellan isolaten, det vill séga
isolat som har samma ESBL-gen/plasmid-typ/ST-typ ar genetiskt mycket mer lika
varandra an isolat som bara har samma ESBL-gen. Darutéver undersoktes om
isolaten var multiresistenta, vilket innebér resistens mot fler &n tre olika antibio-
tikaklasser.

For att specifikt undersoka livsmedels roll som kalla och mgjlig spridningsvég till
manniska redovisas nedan fordelningen av ESBL-gener, plasmid-typer och ST-
typer inom provkategorierna. Jamforelsen har utgatt ifran vad som var vanligast
forekommande i livsmedelsproverna och som dessutom aterfanns hos manniskor.

ESBL-gener

Oversiktligt s& grupperas isolaten fran svenska livsmedel med isolaten fran livs-
medelsproducerande djur eftersom de hade en mycket lik profil pa genniva
(figur 6). Daremot skilde inforda/importerade livsmedel sig fran denna grupp.
Isolaten fran friska och sjuka manniskor, miljo och avloppsvatten bildade ytter-
ligare en tydlig grupp dar fordelningen av gener liknade varandra (figur 6).

Den procentuella fordelningen av olika ESBL-gener i de olika provkategorierna
redovisas i tabell 4. Den vanligaste ESBL-genen i livsmedel och som dominerade
pa svenska livsmedel (kycklingkott) var cmy-2. Denna ESBL-gen forekom i cirka
en fjardedel av utlandska livsmedel och var dessutom vanligast bland isolaten fran
svenska livsmedelsproducerande djur, framforallt fjaderfa.

Bland E. coli fran friska och sjuka manniskor var istallet ctx-m-15 den vanligast
féorkommande genen. Denna gen fanns inte i ESBL-bildande E. coli som isolerats
fran svenska livsmedel, men forekom i ESBL-bildande E. coli isolerade fran en
liten andel av infort/importerat livsmedel (n6tkott). Den utgjorde ocksa en lagre
andel av ESBL-generna fran livsmedelsproducerande djur (kalvar och grisar).

I milj6- och avloppsvattenproverna dominerade genen ctx-m-15, men isolat med
cmy-2 forekom ocksa, dock i lagre omfattning (figur 6).
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ESBL-genen ctx-m-1 férekom i alla provkategorier (figur 6). Denna gen var van-
ligt forekommande i inforda/importerade livsmedel, svenska livsmedelsproduce-
rande djur, friska manniskor och i miljén, men var ovanligare hos sjuka manni-
skor och avloppsvatten. Den pavisades aven i de tva ESBL-positiva proven fran
bladgronsaker.

Andra ESBL-gener som pavisades i E. coli fran flera provkategorier var ctx-m-55,
shv-12 och tem-52, men férekomsten var generellt lag. Det enda ctx-m-55-posi-
tiva isolatet fran livsmedel var fran importerad pangasiusfilé. Denna ESBL-gen
var ovanlig hos ménniskor.

Genvarianterna ctx-m-2 och ctx-m-8 var vanliga i isolat fran importerat/infort
livsmedel, framst brasilianskt kycklingkott, men aterfanns i lag forekomst hos
isolaten fran sjuka manniskor. Generna ctx-m-14 och ctx-m-27 foérekom néstan
uteslutande i isolaten fran manniskor, miljon och avloppsvatten, endast ett prov
av infort griskott inneholl ctx-m-14.

De vanligaste ESBL-generna inom provkategorier (procent)

Ovriga gener

100
90 ] tem-52
80 I
70 M ctx-m-55
60 shv-12
50
40 M ctx-m-8
30
M ctx-m-2
20
10 ctx-m-14
0
ctx-m-1
3 cmy-2
&
O
W ctx-m-15

Figur 6. Fordelning av olika ESBL-gener inom och mellan respektive provkategori. Urvalet
av de typer som redovisas med genbeteckning ar baserat pa de genuppsattningar som var
vanliga hos livsmedelsisolat och som dessutom aterfanns hos E. coli frdn manniskor.
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Tabell 4. Fordelning av ESBL-gener inom de olika provkategorierna i procent samt antal
analyserade E. coli-isolat (n). Urvalet av de ESBL-gener som redovisas med gen-
beteckning ar baserat pa de som aterfanns hos livsmedelsisolat och som dessutom ater-
fanns hos E. coli fran méanniskor.

Gen Infort/ Svenska Livsmedels- Friska Sjuka Miljd  Avlopps-
importerat  livsmedel producerande manniskor manniskor vatten
livsmedel djur

% (n) % (n) % (n) % (n) % (n) % (n) % (n)
ctx-m-15 2(2) 0 9 (5) 43 (43) 64 (241) 41(23)  42(23)

cmy-2 24 (25) 95 (70) 60 (32) 6 (6) 7 (26) 13 (7) 6 (3)

ctx-m-1 22 (23) 5 (4) 26 (14) 11 (11) 3(13) 11 (6) 4(2)

ctx-m-14 1(1) 0 0 19 (19) 9 (33) 14 (8) 16 (9)

ctx-m-2 20 (21) 0 0 0 0,3 (1) 0 0

ctx-m-8 19 (20) 0 0 0 0,5 (2) 0 0

shv-12 2@3) 0 0 2(2) 1(4) 7 (4) 0

ctx-m-55 1(1) 0 0 2(2) 1(4) 5(3) 2(1)

tem-52 4 (4) 0 2 (1) 0 0,3 (1) 0 0

Sg.iﬁa 2(2) 0 2 (1) 18 (18) 14 (54) 9 (5) 31 (17)

Total antal 102 74 53 101 379° 56 55"

%379 av 387 isolat gick att typa avseende ESBL-gen
® 55 isolat fran 12 avloppsvattenprov

ESBL-gener och tillhdrande plasmider

Alla ESBL-bildande E. coli-isolat gick av bade biologiska och analystekniska
anledningar inte att plasmidtypa. Darfor &r antalet isolat med gen/plasmid l&gre
an antal isolat dar enbart ESBL-genen bestamts (tabell 4 och 5).

Den procentuella fordelningen av olika ESBL-gener/plasmidtyp i de olika provka-
tegorierna redovisas i tabell 5. ESBL-gener som pavisades hos E. coli fran livs-
medel och méanniskor var ibland kopplade till samma plasmidtyp (figur 7). E. coli
fran svenska livsmedel (kycklingkott) bildade dock en egen grupp eftersom den
innehdll begrénsat antal ESBL-gen/plasmid kombinationer (figur 7). Inférda/ im-
porterade livsmedel hade ocksa en egen profil medan friska- och sjuka manniskor,
miljo och avloppsvatten var mer lika sinsemellan i sina profiler (figur 7).

Den vanligaste kombinationen av ESBL-gen/plasmidtyp hos E. coli fran livsme-
del och livsmedelsproducerande djur var cmy-2/IncK, men cmy-2/Incll och ctx-
m-1/Incl1 férekom ocksa. Dessa tre kombinationer aterfanns dven hos isolaten
fran friska och sjuka manniskor, men i lagre omfattning (tabell 5). Kombinationen
cmy-2/Incll och ctx-m-1/Incl1 forekom hos E. coli fran samtliga provkategorier.
Hos isolat fran friska och sjuka manniskor aterfanns genen cmy-2 éven pa flera
andra plasmidtyper.
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Hos isolaten fran manniskor dominerade ctx-m-15 kopplad till olika IncF-
plasmider, vilket inte forekom i isolat fran livsmedel eller djur. Genen ctx-m-15
var ocksa i lagre omfattning kopplad till en Incl1-plasmid hos friska och sjuka
manniskor. Denna kombination fanns i tva livsmedelsprov (infort notkott) och
fyra fran livsmedelsproducerande djur (tabell 5).

Kombinationen ctx-m-55/IncF11, som pavisades i isolatet fran det enda ESBL-
positiva provet fran importerad fisk, forekom inte alls hos ESBL-bildande E.

coli fran manniskor. ESBL-genen ctx-m-27, som hittades i isolat fran manniskor,
miljo och avloppsvatten, var enbart kopplad till olika typer av IncF plasmider.
ESBL-genen ctx-m-14 var kopplad till ett flertal olika plasmider, bland annat
IncF11 hos friska och sjuka manniskor. | det enda isolatet med ctx-m-14 fran livs-
medel (infort griskott) satt ESBL-genen ocksa pa en IncFlI plasmid (figur 7,
tabell 5).

ESBL-gener och tillhérande plasmidtyper hos provkategorier (procent)
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Figur 7. Fordelning av ett urval av ESBL-gener med tillhgrande plasmider inom respek-
tive provkategori. Urvalet av de kombinationer som visas &r baserat pa de profiler som
var vanliga hos livsmedelsisolat och som dessutom aterfanns hos E. coli frdn manniskor.
Resterande andel, upp till 100 procent, utgjordes av 6vriga ESBL-plasmidkombinationer
som varierade mellan och inom kategorierna.
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Tabell 5. ESBL-gen/plasmid (Inc)-kombinationer inom de olika provkategorierna. For-
delningen anges i procent samt antal analyserade E. coli-isolat (n). Urvalet av de gen-
uppsattningar som ar redovisade baseras pa de profiler som fanns i E. coli hos bade
livsmedel och ménniskor.

% (n) % () % (n) % (n) % (n) % () % (n)
cmy-2/ Inck 19 (17) 72 (53) 48 (24) 1(1) 1(3) 0 0
ctx-m-1/ Incl1 16 (14) 5 (4) 24 (12) 7() 2(5) 0@ 60
cmy-2/ Incl1 5 (4) 20 (15) 6(3) 1(1) 1(3) 0@ 60
ctx-m-15/ Incl1 2(2) 0 8 (4) 12 (8) 6 (13) 7(2) 0
ctx-m-8/ Incl1 21 (19) 0 0 0 1(2) 0 0
ctx-m-1/ IncFl| 1(1) 0 0 0 0.4 (1) 0 0
ctx-m-14/ IncFl 1(1) 0 0 3(2) 3(7) 0 0
tem-52/ Incl1 3(3) 0 2(1) 0 0.4 (1) 0 0
ctx-m-1/ IncN 1(1) 0 0 1(1) 04 (1) 0 0
Ovriga komb. 31 (27) 3(2) 12 (6) 74 (51) 84,4 (194) 73(23) 88 (16)
[ 89 74 50 69 230 31 18

@ For en andel isolat har plasmidtyp ej kunnat bestammas. Darav skillnad i totalt antal typade jamfért med tabell
4.

ESBL-gener och tillhérande plasmider i olika E. coli-typer (ST)

Plasmiderna, som var kopplade till ESBL-generna, forekom i E. coli tillhérande
manga olika sekvenstyper (ST) (faktaruta 3). Sammanlagt identifierades fler &n
150 olika STs bland de 778 isolat dar ST kunde identifieras. FOr livsmedel var
ST10 (19 procent), ST38 (21 procent) och ST155 (11 procent) vanligt forekom-
mande. Hos livsmedelsproducerande djur var ST10 (13 procent) foljt av ST68 och
ST57 (vardera 8 procent) vanliga. Hos friska och sjuka manniskor var ST131 (17
respektive 44 procent), men aven ST10 (8 respektive 4 procent) samt ST38 (10
respektive 8 procent) vanligt forekommande. ST10 (17 respektive 6 procent),
ST38 (8 respektive 21 procent) samt ST131 (4 respektive 21 procent) identifiera-
des dven i miljo och avloppsvatten.

Ingen specifik kombination av gen/plasmid/ST hittades i samtliga provkategorier.
Déremot utgjorde ”6vriga kombinationer” en stor andel (86-100 procent) i alla
kategorier. Dock aterfanns de tre kombinationerna ctx-m-15/Incl1/ST10, ctx-m-
1/Incl1/ST155 och cmy-2/IncK/ST57 hos isolat fran infort/importerat livsmedel,
livsmedelsproducerande djur samt hos manniskor (tabell 6).
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Isolat med kombinationen ctx-m-15/Incl1/ST10 aterfanns i tva prov av infort not-
kott, hos tva friska manniskor, en sjuk manniska och hos en svensk kalv. Kombi-
nationen ctx-m-1/Incl1/ST155 aterfanns hos ett prov av infort kycklingkott, tre
svenska kycklingar och en frisk manniska. Kombinationen cmy-2/IncK/ST57
aterfanns hos tva prov av infort kycklingkoétt, tre svenska kycklingar och en frisk
maéanniska (tabell 6).

Hos sjuka manniskor var ctx-m-15/olika IncF/ST131 och ctx-m-27/olika IncF/
ST131 vanliga kombinationer, med 20 respektive 13 procent av fallen. Dessa tva
kombinationer forekom ocksa i fem respektive tva procent hos friska manniskor,
men pavisades varken hos livsmedel, livsmedelsproducerande djur eller miljo.
Daremot forekom ctx-m-27/olika IncF/ST131 bland tva procent av ESBL-isolaten
fran avloppsvatten.

Generellt kan man saga att E. coli-isolaten fran provtyperna sjuka och friska man-
niskor i storre utstrackning var lika varandra (gen/plasmid/ST) och att provtyperna
svenskt kycklingkott och slaktkycklingar pAminde om varandra.

Tabell 6. Fordelning av ESBL-gen/plasmid (Inc)/E. coli-typ (ST) kombinationer som ater-
fanns i livsmedel och andra provkategorier. Férdelningen anges i procent och antal ana-
lyserade E. coli-isolat(n). Urvalet av de kombinationer som visas baseras pa de profiler
som fanns hos livsmedelsisolat och som dessutom aterfanns hos E. coli fran manniskor.

Gen, Infort/ Svenska Livsmedels- Friska Sjuka Miljo6  Avlopps-
plasmid, importerat livsmedel producerande méanniskor manniskor vatten
E. coli-typ livsmedel djur

% (n) % (n) % (n) % (n) % (n) % (n) % (n)
ctx-m-15/Incll/
ST10 2(2) 0 2(1) 3(2) 0,5 (1) 0 0
cmy-2/IncK/
el 2(2) 0 6 (3) 2(1) 0 0 0
ctx-m-1/Incl1/
ST155 1(1) 0 6 (3) 2(1) 0 0 0
Ovriga komb. 95 (84) 100 (72) 86 (43) 93 (55) 99,5 (211) 100 (29) 100 (16)
Totalt antal
n=5272 89 72 50 59 212 29 16

#For en andel isolat har plasmidtyp och ST inte kunnat bestimmas. Dérav skillnad i totalt antal typade jamfort
med tabell 4 och 5.

Multiresistens

E. coli-isolaten fran de olika provkategorierna var resistenta mot antibiotika i
varierande grad. Alla isolat var resistenta mot minst en cefalosporin, vilket ESBL-
genen i E. coli-isolaten ger upphov till. Andelen multiresistenta isolat, det vill
séga resistens mot tre eller fler antibiotikaklasser, var hogst hos sjuka ménniskor
foljt av avlopp, friska ménniskor, miljo och inférda/importerade livsmedel
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(figur 8). Resistens mot kinoloner, aminoglykosider, tetracyklin, trimetoprim och
sulfa var 6verlag vanligt férekommande medan resistens mot colistin och flor-
fenikol var ovanligt.

Multiresistenta isolat forekom ocksa hos proven fran svenska livsmedelsproduce-
rande djur och svenska livsmedel, men i betydligt 1agre omfattning jamfort med
ovriga provkategorier (figur 8).

Tva ESBL-bildande blodisolat fran patienter var ocksa resistenta mot karbapenemer

och hade ocksa tidigare identifierats som ESBLcarsa-bildande E. coli. Inga E. coli
med ESBLcarea pavisades i 6vriga analyserade prover fran nagon kategori.

Andel multiresistenta isolat (%)
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Figur 8. Andelen multiresistenta ESBL-bildande E. coli-isolat per provkategori.
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Diskussion

Finns ESBL-bildande E. coli i livsmedel?

Resultaten fran denna och en tidigare studie (Egervarn et al., 2011) visar att
ESBL-bildande E. coli férekom i varierande grad i olika typer av livsmedel.
Bakterierna var framfor allt vanliga pa kycklingkott, bade av svenskt och ut-
landskt ursprung, men fanns aven pa infort och importerat kétt fran nét och gris.
De ESBL-bildande E. coli som pavisats i svenskt kycklingkott bar pa samma gen
i samma plasmid och tidigare smittsparningsarbete tyder pa att orsaken till fore-
komsten &r vertikal 6verféring i produktionspyramiden fran importerade djur
(Nilsson et al., 2014). Mycket fa ESBL-bildande E. coli hittades i bladgronsaker,
vilket dverensstammer med flera andra internationella studier (Egea et al., 2011,
Hassan et al., 2011; Reuland et al., 2014; Skockova et al., 2013). Resultaten &r
dock inte direkt jamforbara eftersom olika odlingsmetoder har anvants och tidi-
gare studier ofta analyserat for andra tarmbakterier &n bara E. coli. Uppskatt-
ningsvis en dryg tredjedel av proven fran bladgronsaker inneholl E. coli-bakterier
(Egervarn and Flink, 2014), vilket tyder pa att andelen E. coli med ESBL var lag
i bladgrénsaker. Ett fynd av ESBL-bildande E. coli gjordes ocksa i prov fran im-
porterad odlad pangasiusfisk. Efsa (2011a) har tidigare papekat att det saknas data
over forekomsten av ESBL-bildande tarmbakterier i saval vegetabilier som i fisk
och skaldjur. En uppféljande, storre kartlaggning av fisk och skaldjur &r darfor
angel&gen.

Blir vi sjuka av samma ESBL-bildande E. coli som hittas i livsmedel?
Karaktériseringen av ESBL-gener och tillhgrande plasmider samt typen av

E. coli-bakterie visade ett litet 6verlapp mellan de ESBL-bildande isolat som
hittades i livsmedel och de som hittades bland sjuka ménniskor. I nuldget sker det
enligt dessa data en mycket begransad spridning av ESBL direkt mellan livsmedel
och sjuka manniskor i form av samma E. coli-typ med samma ESBL gen, pa
samma plasmidtyp. Nar det galler sjalva ESBL-generna sa skulle spridning mellan
livsmedel och sjuka ménniskor kunna spela en roll fér de vanligaste genvarianter-
na i livsmedel, cmy-2 och ctx-m-1. Daremot gar det inte uttala sig om vare sig
omfattning eller riktning pa spridningen. Andra studier har ocksa beskrivit att
kott, inkluderat kycklingkott, inte verkar vara en betydande kalla for forekomst av
ESBL-bildande bakterier hos méanniskor (Belmar Campos et al., 2014; Carmo et
al., 2014). Det har ocksa visats att konsumtion av kott inte &r en riskfaktor for att
fa urinvéagsinfektion med ESBL-bildande tarmbakterier (Soraas et al., 2013). |
kontrast till ovanstaende resultat har nederlandska studier beskrivit identiska
ESBL-varianter hos E. coli bakterier fran kycklingkatt, slaktkyckling och patien-
ter. Forskarna drar slutsatsen att upp till 40 procent av kliniska isolat kan

ha sitt ursprung fran slaktkyckling och kycklingkétt (Kluytmans et al., 2013;
Leverstein-van Hall et al., 2011). Uppfoljande studier med hogupplosliga typ-

ESBL-BILDANDE E.COLI | VAR OMGIVNING — LIVSMEDEL SOM SPRIDNINGSVAG TILL MANNISKA 33



ningsmetoder som sekvenserar hela arvsmassan visar dock att spridning troligen
inte &r direkt (de Been et al., 2013).

| den har studien aterfanns ett mindre antal mycket genetiskt lika ESBL-bildande
isolat bland prover fran livsmedel och friska manniskor. Huruvida isolaten hos de
friska manniskorna har spridits fran livsmedel kan vi inte veta fran den har stu-
dien, men det star klart att mycket lika ESBL-bildande E. coli kan existera i bada
dessa miljoer. Det finns fa studier att jamféra med och den héar studien bidrar med
viktiga nya data att utga ifran for framtida undersokningar. Det ar angeléaget for att
fa en uppfattning om spridningsriktning och for att fa en tydligare bild av livsme-
dels eventuella paverkan pa ESBL hos manniskor.

Hur cirkulerar ESBL bildande E. coli i var omgivning?

Spridningsmonstret for ESBL &r komplext dar bade ESBL-gener, ESBL-gener
pa olika plasmidtyper och bakterietyper kan spridas. Det ar darfor svart att visa
hur och i vilken riktning resistensen sprids. Att som i denna studie undersoka
forekomsten av och likheter mellan ESBL-bildande E. coli i olika provkategorier
kan ett indirekt matt pa spridning av ESBL- bildande E. coli, med dess gener och
plasmider, mellan olika miljoer erhallas. Aven om endast nagra fa av de E. coli
bakterier som hittades var av samma slag, var sjalva ESBL-generna mer spridda
mellan olika provkategorier. Det visar pa vikten av att kunna uppskatta betydelsen
av Overforing av enbart ESBL-gener mellan olika E. coli-typer samt vilken bety-
delse den genbérande plasmiden spelar i sammanhanget.

Jamforelsen av ESBL-gener visade att E. coli fran svenska livsmedel och livsme-
delsproducerande djur i stor utstrdckning inneh6ll samma gener. Inférda och im-
porterade livsmedel skilde daremot sig fran svenska livsmedel och livsmedelspro-
ducerande djur, vilket inte ar forvanande da epidemiologin for ESBL skiljer sig
runt om i varlden. P& motsvarande satt var isolaten fran manniskor, miljon och
avloppsvatten likartade. Detta tyder pa att det i dagslaget finns tre i stort separe-
rade populationer av ESBL-bildande E. coli en for svenska livsmedel och livsme-
delsproducerande djur, en for importerade/inférda livsmedel och en for manniska.
Det indikerar ocksa att sjuka, och till viss del dven friska méanniskor utgér kallan
for de ESBL-bildande bakterier som hittas i avlopp och miljon.

I den hér studien, som &r den hittills storsta bararskapsstudien som genomforts
bland den friska befolkningen i Sverige, var férekomsten av ESBL-bildande E.
coli cirka 5 procent, vilket 6verensstammer med tidigare svenska och europeiska
studier (Chabok et al., 2010; Stromdahl et al., 2011; Woerther et al., 2013). Precis
som i den svenska undersokningen av Tangden et al. (2010) utgjorde resor utanfor
Norden de senaste manaderna en ékad risk for bararskap. Med en 6kad andel
ESBL-barare i samhéllet, sa 6kar ocksa risken for ESBL-bildande bakterier bland
de som orsakar infektioner. Med god uppfattning om hur vanligt det &r att méanni-
skor bar pa ESBL, sa kan det underlatta for sjukvarden att anpassa sin beredskap
for ESBL-infektioner. Det ar darfor av vikt att fortsatta studier initieras for att
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studera bararskap da forekomsten av ESBL-bildande tarmbakterier ar mycket hog
i manga lander. Ett scenario som man oroar sig for inom humansjukvarden &r att
béararskapet av ESBLcarsa Ska 0ka pa ett liknande sétt som skett med ESBL och
ESBLy. Detta skulle fa drastiska konsekvenser bland annat eftersom vanliga in-
fektioner da blir annu mer svarbehandlade om inte kraftiga motatgarder satts in.

Ar ESBL-bildande E. coli &ven resistenta mot andra antibiotikaklasser?

En hog andel av ESBL-bildande E. coli fran de olika provkategorierna var som
forvantat resistenta mot ytterligare antibiotikaklasser utover cefalosporiner.
Isolaten fran svenska livsmedelsproducerande djur och svenskt kétt var i lagre
grad multiresistenta &n de fran infért och importerat kott. Det kan spegla att Sve-
rige jamfort med manga andra lander har en mycket lag antibiotikaférbrukning
hos djur som halls for livsmedelsproduktion (EMA, 2014). Isolaten fran friska och
sjuka manniskor hade bada hdga andelar multiresistens. | bada dessa provkatego-
rier fanns vissa ESBL-gener och plasmider som ofta var kopplade till multire-
sistens, till exempel ctx-m-15 pa olika IncF-plasmider (resultat ej redovisade).
Denna grupp av gen/plasmid hittades ocksa i miljon och i avloppsvatten, vilket
kan forklara varfor deras nivaer av multiresistens ocksa var ganska haoga.

Finns ESBL-bildande E. coli spridda i miljon?

ESBL-bildande E. coli har tidigare visats vara vanligt férekommande i vissa
svenska ravatten (Egervarn et al., 2013) och forekom, inte ovéntat, i vart tionde
spillningsprov fran trutar. Resultaten stammer dverens med data 6ver forekomsten
av E. coli med ESBL av CTX-M-typ hos trutar i olika delar av Sverige (Bonne-
dahl et al., 2010; Wallensten et al., 2011) och ger tillsammans med fynden i ra-
vatten en bild av forekomsten av ESBL-bildande E. coli i miljon i Sverige.

Ytterligare en indikator pa att denna typ av resistens ar spridd i var omgivning

ar fynden av ESBL-bildande E. coli i orenat avloppsvatten, vilket &ven flera inter-
nationella undersokningar har rapporterat (Galvin et al., 2010; Korzeniewska et
al., 2013; Reinthaler et al., 2010). Kwak et al. (accepterad 2014) undersokte flodet
av E. coli och ESBL-bildande E. coli i orenat avloppsvatten fran Henriksdals
reningsverk i Stockholm. I studien konstaterades att &ven om 99,93 procent av

E. coli-bakterierna renas bort betyder det fortfarande att 12 miljoner ESBL-
bildande E. coli slapps ut i Ostersjon varje sekund. Vad det sedan blir av dessa
bakterier vet vi i dagslaget inget om, kanske klarar de inte av att konkurrera med
de battre anpassade bakterierna i dstersjovattnet. Resultaten pekar anda pa att
renat avloppsvatten utgor en mojlig brygga for spridning av ESBL-bildande

E. coli mellan manniskor och miljén, men mer forskning behovs pa detta omrade.
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Slutord

Sammanfattningsvis bekraftar studien att ESBL-bildande E. coli forekommer

i var omgivning hos saval manniskor och djur som i livsmedel, miljon och av-
loppsvatten. Livsmedel pa den svenska marknaden ser ut att i dagslaget utgora
en begransad kalla till den ESBL-problematik som finns inom sjukvarden. Att
samma typer av ESBL-gener och plasmider anda férekom i lag omfattning hos
E. coli bade fran livsmedel och ménniskor talar for att resistenstypen kan spridas
mellan livsmedel och ménniskor.

Studien ger en 6gonblicksbild av hur det ser ut i Sverige idag med ESBL-bildande
E. coli i var omgivning. Historiskt sett har det skett snabba skift i spridnings-
monstret, sarskilt for ESBL-gener da bakterier och resistensgener ar dynamiska
och resistenslaget snabbt kan &ndras. Forekomsten av ESBL-bildande tarmbakte-
rier i livsmedel och i var omgivning behdver darfor foljas kontinuerligt bade i
Sverige och i andra lander. Att begransa resistensspridning och bevara effekten

av antibiotika ar en av var tids storsta utmaningar.

Finansiering

Myndigheten for samhallsskydd och beredskap (MSB; anslag 2:4 krisberedskap)
var huvudfinansiér och stod for merparten av kostnaderna, inklusive Livsmedels-
verkets provinkop samt utgifter for transport, metodutveckling och analyser. Ut-
gifter i samband med provtagning bekostades av respektive provtagande kommun.

Tack!

Ett stort tack riktas till alla kommuner som deltagit med provtagning av bladgron-
saker, till alla frivilliga som deltagit i bararskapsstudien samt till alla sjukhus och
regionala sjukhuslaboratorier som bidragit med bakterieisolat fran sjuka manni-
skor. Vi vill ocksa tacka Jonas Bonnedahl och Johan Stedt vid Linné Universitetet
for provtagning av trutspillning samt Inger Kiihn, Roland Mdllby och Patricia
Colque vid Karolinska institutet for provtagning av avloppsvatten.
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Enkat for bararskapsstudien

Enkat

Enk3ten kan ocksa besvaras pa webben pa, lank hittar du pa: www.smi.se/esblstudie. Du ombeds dar

fylla i ett [6senord, det ar esblstudie. Du ombeds dven fylla i enkatlD, det ar den femsiffriga koden
som finns langst ner pa den hér sidan.

Markera med kryss, anvénd svart eller blg kulspetspenna. Om du kryssar fel — fyll rutan och skriv att
du markerat fel dérefter markerar du det rdtta svaret med kryss. Vik inte enkdten néir du stoppar den
i svarskuvertet.

1. Personnummer (AAMMDD - nnnn):

2. Har du varit utomlands det senaste halvaret? Om inte, kryssa nej och hoppa till fraga 4

[ O Nej - till fraga 4

3. Om ja pa fraga 2, var reste du da? Om du besokt flera ldnder ange samtliga.
D Norden |:| Grekland |:| Italien |:| Spanien D Turkiet
[] Ovriga Europa
D Thailand D Indien D Irak D Ovriga Asien
Oceanien

Nordamerika [] Sydamerika

OO0

Egypten |:| Marocko |:| Ovriga Afrika

4. Har du fatt antibiotikabehandling det senaste halvaret?

[] Ja [] Nej [] Kommer inte ihag

5. Har du sokt vard i Sverige eller utomlands det senaste halvaret? Om inte, kryssa nej och
hoppa till fraga 8.

[] Ja [] Nej - till fraga 8 [] Kommer inte ihag > till fraga 8

6. Om ja pafraga 5, vilken typ av vard s6kte du (om du sokt vard flera ganger, kryssa alla
alternativ du s6kt vard pa)?

[] Vardcentral [] Méodravard [] Akutmottagning [] Specialistsjukvard*

D Tandlakare |:| Inlagd pa sjukhus 6ver minst en natt |:| Annat

*T.ex. Oron/N3sa/Hals mottagning, Réntgen
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7. Om ja pa fraga 6, i vilket land/region s6kte du vard? Om du sékt vard i flera Iinder ange
samtliga.

D Sverige D Grekland D Italien D Spanien D Turkiet
[] Ovriga Europa

[] Thailand [] Indien [] Irak [] Ovriga Asien
Oceanien

Nordamerika |:| Sydamerika

OO

Egypten D Marocko D Ovriga Afrika

8. Har du husdjur eller daglig kontakt med djur? Om inte, kryssa nej och hoppa till fraga 10.

[11a [ Nej> till fraga 10

9. Om japa fraga 8, vilket/vilka djur?

|:| Hund |:| Katt |:| Kanin D Gnagare |:| Fagel |:| Reptil D Hast |:| Ko
[] Gris [] Far [] Kyckling [] Annat

10. Matvanor
Uppskatta hur ofta du ater varje livsmedel och markera med kryss.

Varje dag Varje vecka 1ggr/manad  Aldrig

Bladgront* |:| |:| |:| |:|

Notkott []
Flaskkott []
Kyckling []
Annat kott/fagel** D

Fisk L] L] [l [l

*Sallader av olika slag som t.ex. isbergssallad, romansallad, ruccola, spenat och farska kryddor.
**T.ex. vilt, lamm, kalkon.

OO OO
OO OO
OO OO

o
SMmI @ useewsverser SWVA Fibmeocnse
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Tack for din medverkan!

Samtycke

Samtycke kan dven lamnas pa webben om du valjer att svara pa enkaten digitalt, se
www.smi.se/esblstudie for lank till enkat.

Nedan ger du ditt samtycke till att delta i studien dar vi vill kartlagga férekomsten av
antibiotikaresistenta tarmbakterier hos friska individer. Lds igenom detta noggrant och ge ditt
medgivande genom att skriva under med din namnteckning langst ned och skicka sedan in
blanketten tillsammans med dina svar pa enkaten.

Studien har granskats av den lokala etikpréovningsnamnden i Stockholm och fatt godkant (Dnr
2012/1204-31/4) och behandling av dina personuppgifter sker enligt personuppgiftslagen (PUL
1998:204).

Medgivande

e Jag deltar i denna studie helt frivilligt och jag har tagit del av informationen kring studien och
ar medveten om hur den kommer att ga till och den tid den tar i ansprak.

e Jag har fatt tillfdlle att fa mina fragor angaende studien besvarade innan den pabdrjas och
vet vem jag ska vanda mig till med fragor.

e Jag ar medveten om att jag nar som helst under studiens gang kan avbryta mitt deltagande
utan att behova forklara varfor.

e Jag ger mitt medgivande till Smittskyddsinstitutet att lagra och bearbeta den information
som insamlas under studien.

e Jag ger detta medgivande forutsatt att inga andra an de forskare som ar knutna till studien
kommer att ta del av det insamlade materialet.

e Behandling av dina personuppgifter sker enligt personuppgiftslagen (PUL 1998:204). Du kan
skriftligen begara att fa reda pa vilka uppgifter som finns registrerade om dig, varifran
uppgifterna har hamtats och till vilka kategorier av mottagare som uppgifter har lamnats ut.
Ett sddant utdrag har du ratt att fa en gang per ar utan kostnad. Om det star nagot felaktigt
om dig skall den uppgiften rattas.

Ort Datum

Namnteckning

Namnfoértydligande

o
SMmI @ useewsverser SWVA Fibmeocnse

SMITTSKYDDSINSTITUTET NATIONAL FOOD AGENCY ANSTALT



http://www.smi.se/esblstudie

Bilaga 2

Analyser
Isolering av ESBL-bildande E. coli

Livsmedel

Inkomna livsmedelsprov hanterades enligt Livsmedelsverkets instruktion for
provhantering pa Mikrobiologiska enheten, MI1-i052. Detektion och isolering av ESBL-
bildande E. coli i livsmedelsproven gjordes enligt Livsmedelsverkets instruktion MI-
m016. Nedan foljer en 6versiktlig beskrivning av analysmetoden, en sa kallad selektiv
odlingsmetod.

Totalt 25 g av provet finfordelades i 225 ml buffrat peptonvatten, varefter 100 ml av
homogenatet blandades med 1 mg/I cefotaxim och anrikades vid 37°C i 18-24 timmar.
Cirka 10 pl av anrikningsbuljongen spreds pa CHROMagar™ med 1 mg/I cefotaxim
(CHROMagar™ CTX) och CHROMagar™ ESBL. Agarplattorna inkuberades vid 37°C
i 18-24 timmar. Cefalosporin-resistenta E. coli véxer som rosa kolonier pa dessa plattor,
ESBLa-bildande E. coli véaxer pa bada agartyperna och ESBL-bildande E. coli enbart
pa CHROMagar™ CTX. | forsta hand valdes en rosa koloni fran plattan med
CHROMagar™ CTX och om den inte inneh6ll nagra kolonier valdes en rosa koloni
fran plattan med CHROMagar™ ESBL. Artbestamning av renstrukna kolonier gjordes
med API20E och ESBL-produktion hos dessa konfirmerades med Etest®ESBL.
Misstankta ESBLy-bildande E. coli testades vid SVA med Etest®AmpC for att

pavisa enzymet AmpC. Alla verifierade ESBL-bildande E. coli-isolat testades for
karbapenemasproduktion med Etest®Meropenem.

Friska manniskor, avloppsvatten och trutspillning

For prover fran friska manniskor stroks en del av avféringsprovet ut pd CHROMagar™
Orientation med tillsats av 3 mg/l cefpodoxim och inkuberades vid 37°C i 18-24 timmar
for att identifiera potentiella ESBL-bildande E. coli. Plattorna undersoktes for miss-
tankta E. coli (vita eller rosa kolonier). I de fall misstankta kolonier med olika utseenden
observerades analyserades samtliga vidare for artbestamning och verifiering av ESBL.

For prover frdn avloppsvatten spreds varje prov pA CHROMagar ™ Orientation med

3 mg/l cefpodoxim och p& CHROMagar "™ Orientation utan antibiotika. Den icke-
selektiva isoleringen samt provtagning av det utgdende vattnet méjliggjorde en berak-
ning pa hur manga ESBL-bildande E. coli som kommer till reningsverket varje dygn
samt en berakning av hur mycket ESBL-bildande E. coli som ocksa gar ut fran renings-
verket. Bada agarplattorna inkuberades vid 44°C i 18-24 timmar. | fallet med plattor
utan antibiotika spaddes avloppsvattnet 10-20 ganger innan spridning pa plattan och
fran plattan analyserades 80 misstankta E. coli for resistens mot cefpodoxim (3 mg/l).

Prov fran trutspillning inokulerades i BHI-medium med 16 mg/I vankomycin for att
hdamma vaxt av grampositiva bakterier och odlades vid 37°C i 18-24 timmar. Darefter
inokulerades proverna p& chromID™ ESBL- plattor och inkuberades18-24 timmar vid
37°C. I de fall vita och eller rosa kolonier med olika utseenden observerades,
analyserades samtliga vidare for artbestdmning och verifiering av ESBL.
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Misstankta ESBL-bildande E. coli fran friska manniskor, trutspillning och avlopps-
vatten artbestdmdes med hjéalp av Maldi-ToF. ESBL-bildande E. coli verifierades
fenotypiskt for ESBLa respektive ESBLy med dubbeldisk-diffusion med cefotaxim och
ceftazidim +/- klavulansyra samt cefotaxim och ceftazidim +/- kloxacillin. Alla ESBL-
bildande isolat testades for karbapenemasproduktion med diskdiffusion och eller E-test
med meropenem, imipenem, ertapenem och temocillin (CLSI, 2011).

Sjuka manniskor

Kliniska laboratorier vid deltagande svenska sjukhus skickade enligt 6verenskommelse
in cefalosporin-resistenta misstankta E. coli-isolat till Folkhdlsomyndigheten for vidare
karaktarisering. Samtliga E. coli-isolat kom fran blodprov fran sjuka manniskor. Innan
isolaten karaktariserades enligt nedanstaende beskrivning, odlades de pa blodagar for
verifiering av ESBL-resistens samt bestdmning av arten E. coli. Verifiering och
artbestamning av isolat fran sjuka manniskor gjordes pa samma satt som for isolaten
fran friska manniskor, trutspillning och avloppsvatten.

Karaktarisering av ESBL-bildande E. coli

Karaktarisering av ESBL-bildande E. coli, tillhérande gener och plasmider utfordes
pa SVA och Folkhdlsomyndigheten enligt rekommendationer fran (EFSA, 2011a).
Resistens mot 14 antibiotika undersoktes med en mikrodilutionsmetod enligt CLSIs
standard (CLSI, 2013) med VetMIC GN-mo paneler (SVA, Uppsala), for bestdmning
av lagsta hdmmande antibiotikakoncentration (MIC; mg/l). Epidemiologiska bryt-
punkter enligt EUCAST (2014) anvandes for att klassificera isolaten som resistenta
eller kansliga. Ett isolat definierades som multiresistent om det var resistent mot tva
eller fler antibiotikaklasser utdver ESBL (resistens mot betalaktam-antibiotika).

For isolat fran livsmedelsproducerande djur och livsmedel detekterades gengrupperna
ctx-m, shv, tem, oxa och cmy med multiplex-PCR (Costa et al., 2006; Fang et al., 2008;
Perez-Perez and Hanson, 2002; Woodford et al., 2006) pa SVA. For isolat fran manni-
skor, trutar och avloppsvatten gjordes CheckPointsMicroarray pa Folkhalsomyndig-
heten for detektion av gengrupperna ctx-m (grupp 1, 2, 8, 9 och 25), tem (vildtyp och
ESBL), shv (vildtyp och ESBL), dhacmy fox act/mir, och Carba-generna ndm och kpc.
De specifika genvarianterna bestdamdes med DNA-sekvensering (Brolund et al., 2013;
Borjesson et al., 2013a; Hasman et al., 2005; McGettigan et al., 2009; Ryoo et al.,
2005).

Sléktskap mellan bakterieisolaten undersoktes med genotypnings-metoden multilocus
sequence typing (MLST) for att fa fram specifika sa kallade sekvenstyper, (ST)
(http://mlst.ucc.ie) (Faktaruta 3). Slaktskap mellan olika ESBL-plasmider undersoktes
med PCR-baserad replikontypning, en metod som delar in plasmider i inkompabilitets-
grupper (Inc), &ven kallad plasmid-typ (Carattoli et al., 2005).

Statistisk analys

Deskriptiv statistik anvandes vid analys av data. Andelen positiva isolat for varje
sekvenstyp (ST), ESBL-gen och plasmidtyp berdknades inom varje provkategori
(inférda/importerade livsmedel, svenska livsmedel, friska djur, friska manniskor,
sjuka ménniskor samt miljé och avloppsvatten). Ett 95 procentigt konfidensintervall
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for andelarna berdknades med Wilson score interval som ger konfidensintervallet de
egenskaper som en proportion har (kan bara anta ett varde mellan 0 och 100 procent)
(Wallis, 2013). Ytterligare analyser utfordes pa sammanslagna data dar profiler skap-
ades utifran ST-typ, ESBL-gen och replikontyp vilket paminner om klusteranalys dar
prover korrelerar mer inom profil &n mellan profiler. Samma typ av sammanslagning till
profiler genomfdrdes for kombinationer av ESBL-gen och replikontyp, for att se om en
viss gen var vanligare pa en viss plasmid/replikontyp, samt for kombinationer av ST-
typ, ESBL-gen och replikontyp for att kunna avgora om en viss typ av bakterie (ST)
oftare bar pa en viss typ av plasmid/replikon och gen. Sett Gver provkategorier skulle
det kunna ge ett matt pa éverlapp for de olika kombinationerna det vill sdga visa pa
eventuell spridning av gener, plasmider och bakterietyper.

Resistensdata analyserades med binar logistisk regression for att kunna jamfora prov-
kategorier mot varandra med avseende dven pa multiresistens. En sammanstallning av
andelen multiresistenta isolat for varje provkategori utfordes ocksa.

Riskfaktorer for ESBL-bararskap hos friska frivilliga personer raknades ut med logistisk
regressionsanalys, for att fa fram sannolikheten for att vara barare utifran de kriterier
som aterfinns i enkéaten, se bilaga 1.
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Livsmedel som ingick i ESBL-kartlaggningen under 2012-2013

Typ, antal och ursprung for fisk- och skaldjursprov samt prov fran bladgronsaker som ingick
i ESBL-kartlaggningen under 2012-2013. F6r sammanstéllning av de kottprov som har
undersokts hanvisas till Borjesson et al. (manuskript) och Egervérn et al. (2011).

Provtyp Antal analyserade Ursprung Typ av produkt
prov (antal prov) (antal prov)
Fisk och 29 Importerat® (29) Pangasius (13)
skaldjur Musslor (6)
Rékor (5)
Skaldjursmix (3)
Tilapia (1)
Blackfisk (1)
Bladgronsaker 630 Sverige (147) Sallatsmix (138)"
Infort® (365d) Spenat (92)
Importerat™(10) Rucola (90)
Blandat (108)° Kalvéaxter (70)

Romansallat (55)
Isbergssallat (42)
Méachesallat (29)
Huvudsallat (27)
Mangold (19)
Ovriga sallatstyper (68)
4vietnam (13), Nya Zeeland (3), Kina (3), Chile (2), Australien (1), Indien (1), Bangladesh (1), USA (1),
Indonesien (1), okéant ursprung (4)
®Innehdll tva eller flera salladstyper
‘Cypern (1), Danmark (17), Frankrike (22), ltalien (141), Nederlanderna (42), Norge (1), Polen (3), Portugal (2),
Spanien (93), Tyskland (37), Ungern (6)
dEgypten (2), Laos (1), Thailand (1), Turkiet (3), Vietham (3)
Salladsmix med ingredienser frn minst tv& olika EU-lander, inklusive Sverige
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