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Ordlista och forkortningar

Bioinformatisk analys

Fenotypisk resistensbestamning

Genetisk markor

Genotypisk resistensbestamning

Helgenomsekvensering

Isolat

Klon

Kluster

Klusteranalys

Kallattribuering

MIC-varde
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Datorstodd informationsbehandling och analys av DNA-,
RNA- och proteinsekvensdata.

Metod for att bestamma hur en bakteries tillvaxtformaga
paverkas i narvaro av ett antibiotikum, vilket kan sagas
motsvara den observerade resistensen som en gen eller
mutation i en gen ger upphov till om den uttrycks.

Benamning pa den typ av DNA-sekvens man avser att
studera vid en viss analys. | rapporten anvands begreppet
resistensmarkor; gen eller kromosomal mutation for resistens
mot visst antibiotikum.

Pavisande av en gen eller mutation i gen som ger upphov till
en Vviss resistensmekanism (tar inte hansyn till om genen
uttrycks eller inte).

Metod for att bestdimma sekvensen - ordningsféljden hos
byggstenarna - for arvsmassan hos en organism.

Enskild bakterie som odlats fram och isolerats fran en
blandad bakteriepopulation, i detta fall fran kycklingkott
eller prov fran manniska.

Population av genetiskt mycket narbeslaktade bakterieceller
med gemensamt genetiskt ursprung.

Samling av tva eller fler genetiskt mycket lika eller identiska
isolat som indikerar ett i tiden ndra gemensamt ursprung.

Metod for att gruppera isolat med avseende pa likheter i
arvsmassan.

Metod som syftar till att, med hjalp av epidemiologiska
och/eller mikrobiologiska data, relatera sjukdomsfall till
olika smittkallor.

Minimal Inhibitory Concentration. Den ldgsta
koncentrationen antibiotika som kravs for att hAmma
tillvaxten hos en bakterie.



MLST

Mosaikgen

Multiresistens
RAF

Sensitivitet

Specificitet

SNP-analys

Typning

WGS

Multilocus Sequence Typing. En molekylérbiologisk
typningsmetod baserad pa att bestamning av DNA-
sekvensen hos sju gener, dér varje gen tilldelas ett specifikt
I6pnummer. De sju I6pnumren kombineras sedan till en
nummersekvens som tilldelas ett specifikt sekvenstyp (ST)-
nummer. Anvands for att Overgripande undersoka slaktskap
mellan bakterieisolat.

Gen som genom DNA-rekombination bestar av delar av flera
olika gener.

Resistens mot tre eller fler antibiotikaklasser.
Referensgruppen for antibiotikafragor.

Statistiskt matt som anger testmetods tillforlitlighet i form av
sannolikheten for positivt testresultat nar positivt resultat ar
det korrekta resultatet.

Statistiskt matt som anger testmetods tillforlitlighet i form av
sannolikheten for negativt testresultat nér negativt resultat ar
det korrekta resultatet.

Analys av enbaspolymorfi (Single Nucleotide
Polymorphism) dar man utifran jamforelser av arvsmassa
identifierar skillnader i enskilda byggstenar (nukleotider)
mellan bakterieisolat. Anvénds for slaktskapsanalyser och &r
mer detaljerad an exempelvis MLST.

Metodik for karaktérisering av bakterieisolat av samma art
for att undersoka slaktskap och egenskaper hos isolaten.

Whole Genome Sequencing. Helgenomsekvensering.
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Sammanfattning

Under 2016 och 2017 intr&ffade det storsta kdnda livsmedelsburna utbrottet med campylobacter i Sverige.
Utbrottet kunde kopplas till svenskproducerat farskt kycklingkott. Folkhdlsomyndigheten och
Livsmedelsverket undersokte darfor betydelsen av sadant kott som smittkélla genom att genetiskt jamfora
campylobacter fran kycklingkott i butik och campylobacter fran smittade manniskor. Under 2018 och 2019
insamlades sammanlagt 103 isolat av Campylobacter jejuni fran kétt och 272 isolat fran patienter. Dessa
helgenomsekvenserades, det vill sdga bakteriernas arvsmassa undersoktes. Dessutom sekvenserades totalt
20 isolat av arterna Campylobacter coli och Campylobacter lari.

Inom detta projekt har dessa isolat sedan undersokts for resistens mot antibiotika med hjélp av
bioinformatisk analys av sekvenseringsdata hos de tva deltagande myndigheterna. Syftet var att undersoka
forekomsten av k&nda genetiska markorer (gener och kromosomala mutationer) for antibiotikaresistens hos
campylobacter. Syftet var ocksa att undersoka i vilken grad olika resistensmarkérer hos campylobacter fran
kycklingkdtt och fran patienter stiammer dverens, och ifall beslaktade campylobacter fran dessa bada
provtyper kunde kopplas till ett visst monster av antibiotikaresistens.

Totalt 67 av 79 isolat (85 procent) av C. jejuni fran svenskt kycklingkott hade inga mutationer eller gener
forknippade med resistens mot de kliniskt viktiga antibiotikaklasserna makrolider, kinoloner, tetracykliner
eller aminoglykosider. Andelen isolat fran utlandskt kott som inte hade sadana resistensmarkérer var
mindre — 14 av 24 isolat (58 procent). Betraffande C. jejuni fran patienter var det 162 av 212 isolat

(76 procent) fran inhemska sjukdomsfall och 11 av 53 isolat (21 procent) fran utlandssmittade som inte
hade nagra sadana resistensmarkorer.

Inga isolat, varken fran kott eller fran patienter, inneholl markorer for resistens mot makrolider, som
numera ar forstahandsval i Sverige for infektioner med campylobacter. Multiresistens, det vill séga
markaérer for minst tre av dessa antibiotikaklasser, aterfanns bara hos tre isolat fran patienter, varav tva
hade utlandskoppling. Den dverlag vanligaste resistenstypen hos isolat fran bade kycklingkott och patienter
var gener for resistens mot betalaktamer av typen OXA. Betalaktamer ar en antibiotikaklass som inte
rekommenderas for behandling av campylobacterinfektioner.

Den vanligast forekommande markdren for resistens mot nagon av de kliniskt viktiga klasserna av
antibiotika var mutationen gyrA_T861 som ger resistens mot kinoloner, foljt av genen tet(O) som ger
resistens mot tetracykliner och genen aph(3')-111a som ger resistens mot aminoglykosider.

Samma typer av markaérer for resistens mot kliniskt viktiga antibiotika aterfanns hos isolat fran bade
kycklingkott och patienter oavsett kottets ursprung eller var man smittats. Markdrerna var dock Klart
vanligast hos isolat fran patienter som troligen hade smittats utomlands, foljt av utlandskt kycklingkott. En
av orsakerna till den relativt hogre andelen antibiotikaresistens hos C. jejuni fran utlandskt kétt och
patienter som smittats utomlands kan vara att man i Sverige generellt sett har lagre anvandning av
antibiotika bade till manniskor och livsmedelsproducerande djur jamfort med andra lander.

For att undersdka hur de olika bakterieisolaten var genetiskt beslaktade utfordes klusteranalyser baserade
pa s kallad SNP-analys. Dessa analyser jamforde C. jejuni fran kycklingkétt och fran patienter och visade
att narbeslaktade isolat bar pa samma typ av resistensmarkorer, alternativt saknade markorer. Néra

SAMARBETSRAPPORT —S 2021 NR 02 9



slaktskap kunde framforallt pavisas mellan isolat fran svenskt kycklingkott och patienter som rapporterats
smittade i Sverige.

Understkningen gallde framst forekomsten av antibiotikaresistens hos campylobacter. Men den
utvarderade ocksa formagan hos olika bioinformatiska verktyg och tillhérande databaser avsedda for
resistensbestamning att hitta resistensmarkorer. AMRFinderPlus detekterade fler resistensmarkdorer i
generellt fler isolat av Campylobacter spp. &n ResFinder och staramr. Overensstaimmelsen mellan
detekterade resistensmarkdrer och fenotypisk resistens hos isolaten var hogst for kinolonmutationen gyrA
med AMRFinder. Overensstammelsen for genen tet(O) som ger tetracyklinresistens var nagot lagre an
tidigare rapporterat for bAde AMRFinder och Resfinder/staramr. Ingen fenotypisk resistens for makrolider
pavisades hos isolaten, vilket dverensstammer med att det inte heller detekterades nagra sadana
resistensmarkorer.

For resistensovervakningen av bakterier inom EU &r det nu majligt att rapportera data baserat pa
helgenomsekvensering och bioinformatisk analys. Detta projekt har bidragit till att svenska myndigheter
har en gemensam metodik for att 6vervaka och kartlagga antibiotikaresistens hos campylobacter i
livsmedelskedjan.
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summary

Antibiotic resistance in campylobacter — comparison between
isolates from chicken meat and from Swedish patients

In 2016-2017, the largest known food-borne outbreak of campylobacteriosis occurred in Sweden, which
could be linked to the consumption of domestic fresh chicken meat. As a result of the outbreak, the
Swedish Public Health Agency and the Swedish Food Agency investigated the importance of such meat as
a source of campylobacter infection by genetically comparing campylobacter from retail chicken meat and
campylobacter from Swedish patients. A total of 103 Campylobacter jejuni isolates from meat, and 272
isolates from patients, were collected and sequenced in 2018 and 2019. In addition, 20 Campylobacter coli
isolates and Campylobacter lari isolates were sequenced.

In the present study, antibiotic resistance of all isolates was assessed by bioinformatics analysis of
sequencing data at the respective authority. The aim was to investigate the presence of described genetic
determinants (genes and chromosomal mutations) encoding antibiotic resistance in campylobacter. A
further aim was also to investigate the extent to which different resistance determinants of campylobacter
from chicken meat and from patients overlap, and whether related campylobacter from these two sample
types could be linked to a certain antibiotic resistance profile.

In 67 (85 percent) of the 79 isolates of C. jejuni from Swedish chicken meat, no mutations or genes
encoding resistance to the clinically important antibiotic classes macrolides, quinolones, tetracyclines, or
aminoglycosides were identified, whereas 14 (58 percent) of the 24 isolates from meat obtained from other
countries lacked such resistance determinants. For C. jejuni from patients, 162 (76 per cent) of the 212
isolates from domestically acquired infections and 11 (21 per cent) of the 53 isolates from travel-related
cases contained no such determinants. None of the isolates from either meat or patients contained
determinants for resistance to macrolides, which are first-line antibiotics in Sweden to treat severe
campylobacter infections. Multidrug resistance, i.e. determinants for at least three of these classes of
antibiotics, was identified only in three isolates from patients, two of whom had likely been infected
abroad.

The overall most common resistance determinant in isolates from both chicken meat and patients was
blaoxa genes for resistance to beta-lactams, which are not recommended for treatment of campylobacter
infections. The most prevalent resistance determinant identified among the clinically important antibiotic
classes was the gyrA_T861 mutation, which confers resistance to quinolones, followed by the tetracycline
resistance gene tet(O) and the aminoglycoside resistance gene aph(3")-1lla.

The same types of determinants for resistance to clinically important antibiotics were identified in isolates
from both chicken meat and patients, regardless of origin, or where the infections were acquired,
respectively. However, the determinants were most frequently identified in isolates from patients infected
abroad, followed by chicken meat from other countries. One of the reasons for the relatively higher
proportion of antibiotic resistance in C. jejuni from such meat and this type of patient could be the
generally lower usage of antibiotics in Sweden compared to other countries, both in food-producing
animals and in humans.
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Cluster analyses based on so-called SNP analysis were performed to investigate genetic relationships
between the bacterial isolates. These comparative analyses between C. jejuni from chicken meat and from
patients showed that closely related isolates carried the same type of resistance determinants or lacked
determinants. Close relationships could mainly be demonstrated between isolates from Swedish chicken
meat and patients infected in Sweden.

As part of investigating the presence of antibiotic resistance in campylobacter, the ability of various
bioinformatics tools and associated databases to detect resistance determinants was evaluated.
AMRFinderPlus detected more resistance determinants in more isolates of Campylobacter spp. than
ResFinder and staramr. The agreement between detected resistance determinants and phenotypic resistance
of the isolates was highest for the quinolone mutation gyrA with AMRFinder, while the agreement for the
tet(O) gene, which confers tetracycline resistance, was slightly lower than previously reported for both
AMRFinder and Resfinder/staramr. No phenotypic resistance to macrolides was observed in the isolates,
which was consistent with the fact that no such resistance determinants were identified either.

For bacterial resistance surveillance in the EU, it is now possible to report data based on whole genome
sequencing. This project contributes to Swedish authorities having a common basis for how whole genome
sequencing and bioinformatics analysis can be used for surveillance and mapping of antibiotic resistance in
campylobacter in the food chain.

N.B. The title of the publication is translated from Swedish, however no full version of the publication has been produced in English.
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Bakgrund

Campylobacter &r den vanligast inrapporterade bakteriella orsaken till magsjuka i Sverige
(Folkhalsomyndigheten, 2021a). Antalet inhemska sjukdomsfall som beror pa sadan matférgiftning har
uppskattats till omkring 40 000 per ar for perioden 2013-2017, och en viktig smittkalla ar farskt
kycklingkott (Livsmedelsverket, 2019). Under 2016 och 2017 intraffade det storsta kdnda livsmedelsburna
utbrottet med campylobacter i Sverige, vilket kunde kopplas till svenskproducerat kycklingkdtt
(Folkhalsomyndigheten, 2021b). Ytterligare ett utbrott med koppling till svensk kycklingproduktion
intréffade under 2018, och under hosten 2020 rapporterades aterigen om ett utbrott kopplat till svenskt
kycklingkott (Folkhalsomyndigheten, 2021c, Folkh&lsomyndigheten, 2021d).

Campylobacter jejuni &r den art av campylobacter som orsakar storst andel sjukdomsfall hos ménniska,
foljt av C. coli (Efsa och ECDC, 2021). Dessa bada arter &r ocksa vanligast forekommande hos kyckling,
oftast med C. jejuni som den dominerande arten i Europa (Efsa och ECDC, 2021).

Antibiotikaresistens ar ett globalt vaxande héalsoproblem. Bara i Europa har man uppskattat att mer an 30
000 personer dor varje ar i infektionssjukdomar orsakade av bakterier som &r resistenta mot antibiotika
(Cassini et al., 2019). Vid den senaste EU-rapporteringen av data fran resistensévervakningen pavisades en
hog andel fluorokinolon- respektive tetracyklinresistenta campylobacter fran saval manniskor, som fjaderfa
och kott (Efsa och ECDC, 2021). Till skillnad mot antibiotikaresistens hos campylobacter fran
slaktkyckling &r resistens hos campylobacter fran patienter och olika kéttslag inte obligatoriskt att Gvervaka
inom EU! (EU-kommissionens genomforandebeslut 2020/1729, ECDC, 2016). Data om
antibiotikaresistenta campylobacter fran framforallt kott &r darfor bristfalliga overlag. Campylobacter

(C. jejuni) fran kycklingkétt resistensbestamdes inom det svenska évervakningsprogrammet Svarm 2013
(SVA och Folkhalsomyndigheten, 2013), medan campylobacter fran slaktkyckling resistensbestams
vartannat ar. Data fran kliniska mikrobiologiska laboratorier rérande resistenta campylobacter fran
patienter sammanstalls varje ar tillsammans med resistensdata fran djur och kott i rapporten Swedres-
Svarm. Resistensbestdamning av isolat utfors primart hos fall med systemisk infektion och inkluderar inte
campylobacter fran feces.

Resistensbestamning av campylobacter &r framfor allt baserad pa fenotypiska egenskaper hos bakterierna.
Resistenshestamning kan ocksa utforas genotypiskt, med PCR-baserade metoder eller
helgenomsekvensering, som innebdr att undersdka forekomsten av genetiska markorer
(antibiotikaresistensgener och mutationer i kromosomalt DNA) for antibiotikaresistens. Dar man med PCR
endast kan leta efter ett begrénsat antal gener och mutationer kan man med helgenomsekvensering,
bioinformatiska verktyg och definierade databaser undersoka alla kénda resistensmarkorer. Studier har
visat att den genotypiska resistensbestdmningen ar 6verlag jamférbar med den fenotypiska (Fabre et al.,
2018, Whitehouse et al., 2018, Zhao et al., 2016). Pa senare tid har det inom
resistensovervakningsprogrammen blivit méjligt att anvanda genotypisk resistensbestamning med hjélp av
helgenomsekvensering och bioinformatisk analys som komplement till den fenotypiska. Det galler EU-
dvervakningen av ESBL-bildande tarmbakterier fran livsmedelsproducerande djur och kétt (EU-

1 Enligt EU-kommissionens genomférandebeslut 2018/945 bér resistensbestamning goras och rapporteras fér en representativ delméngd av campylobacter-
isolat fran manniskor.
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kommissionens genomférandebeslut 2020/1729), liksom antibiotikaresistens hos campylobacter och
salmonella fran manniskor (ECDC, 2016). Eftersom den genotypiska resistensbestamningen ibland kan
avvika fran den fenotypiska och eftersom man bara kan underscka kéanda markérer och resistens kan
orsakas av flera faktorer, anvénds i dagslaget den genotypiska analysen enbart for dvervakning och inte vid
behandling av patienter.

Med anledning av campylobacterutbrottet 2016-2017 genomférde Livsmedelsverket en kartldggning under
varen och sensommaren 2017 for att dels undersoka férekomsten av campylobacter pa farskt kycklingkétt i
butik och dels, tillsammans med Folkhalsomyndigheten, undersoka i vilken grad sadant kott utgor kélla for
campylobacterinfektioner i Sverige (Livsmedelsverket och Folkhdlsomyndigheten, 2018). Uppfdljande
kartlaggningar och jamforande genetiska analyser mot humandata har genomforts under sensommaren
2018 respektive 2019 (Folkhalsomyndigheten och Livsmedelsverket, 2020, Livsmedelsverket och
Folkhalsomyndigheten, 2019), vilket har genererat en samling isolat av campylobacter fran kycklingkétt
och patienter. Campylobacterinfektion, som raknas som en allmanfarlig sjukdom, ingar sedan 2017 i
Folkhalsomyndighetens nationella mikrobiella 6vervakningsprogram (Folkh&lsomyndigheten, 2021e).
Isolat fran personer anmalda som smittade i Sverige, alternativt okant smittland, samlades under perioden
2017-2019 in fran landets kliniska mikrobiologiska laboratorier under lagsasong (en till tva veckor i mars)
respektive hogsasong (en till tva veckor i augusti). Syftet ar att folja den molekylara epidemiologin och att
utvardera insatser for att minska antalet inhemska fall av infektion med campylobacter.

Mot ovanstaende bakgrund, och baserat pa de isolat av campylobacter som samlats in vid Livsmedelsverket
och Folkhalsomyndigheten under 2018 och 2019, genomférdes detta projekt mellan de bada myndigheterna
for att 6ka kunskapen om resistenslaget hos campylobacter som pavisats pa kycklingkott och hos patienter i
Sverige.

Antibiotikabehandling och resistens hos campylobacter

Tarminfektioner med campylobacter &r som regel sjélvldkande inom en till tva veckor (Svenungsson och
Hertting, 2018). Antibiotika ges endast vid svara och langvariga infektioner, sasom infektioner som orsakar
sepsis och till patienter med nedsatt immunforsvar. | Sverige anvands azalidantibiotikumet azitromycin
eller den kemiskt nara beslaktade makroliden erytromycin som forstahandsmedel for att behandla sadana
typer av infektioner (Svenungsson och Hertting, 2018, RAF, 2019). Fluorokinoloner &r daremot inte langre
ett forstahandsval i Sverige vid svara tarminfektioner med campylobacter pa grund av hog resistens mot
sadana preparat (RAF, 2019). Fluorokinoloner och makrolider, inklusive azalider &r de antibiotikagrupper
som ar eller har varit viktigast inom sjukvarden aven internationellt vid behandling av svara och langvariga
infektioner med campylobacter (Efsa och ECDC, 2021, Kaakoush et al., 2015). Dessa bada grupper har
bedomts av WHO (2019) vara sarskilt viktiga for folkhélsan och ha hogst prioritet for att sadana antibiotika
ska vara fortsatt verksamma mot olika bakteriearter. Aven tetracykliner och vissa aminoglykosider anvands
globalt for att behandla campylobacterinfektioner (Bolton, 2015, Kaakoush et al., 2015, Shen et al., 2018).
Antibiotika av typen fluorokinoloner (ciprofloxacin), makrolider (erytromycin), tetracykliner (tetracyklin)
och aminoglykosider (gentamicin) har darfor hdgst prioritet i dvervakningen inom EU géallande
antibiotikaresistens hos campylobacter fran manniskor (ECDC, 2016). Dessa antibiotika ingar ocksa i
resistensbestamningen av campylobacter fran livsmedelsproducerande djur inom EU, enligt beslut
2020/1729/EU. Verknings- respektive resistensmekanismer hos campylobacter for dessa antibiotikaklasser
beskrivs i bilaga.m
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Syfte

Projektets huvudsakliga syfte var att med hjalp av helgenomsekvensering understka forekomsten av kéanda
gener och kromosomala mutationer som ger antibiotikaresistens hos campylobacter som isolerats fran
farskt kycklingkott pa den svenska marknaden och fran patienter i Sverige. Syftet var ocksa att undersoka i
vilken grad sadana resistensmarkdrer och resistenta kloner av campylobacter fran kycklingkétt och
patienter stimmer Overens. Detta for att 6ka kunskapen om resistenslaget hos campylobacter i Sverige och
for att fa underlag till kallattribuering, riskvardering och -hantering gallande campylobacter pa
kycklingkott.

Som en del i att undersdka genotypisk antibiotikaresistens hos campylobacter utvarderades formagan hos
olika bioinformatiska verktyg och tillhérande databaser for resistenshestamning att detektera
resistensmarkdrer och hur vél dessa markorer dverensstammer med resistensfenotyp hos campylobacter.
Projektet syftar saledes dven att bidra till att myndigheterna har en gemensam grund i val av
tillvagagangsatt for att implementera helgenomsekvensering och bioinformatisk analys som verktyg for
Overvakning och kartldggning av antibiotikaresistens hos campylobacter i livsmedelskedjan.
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Utforande

Urval av bakterieisolat

Isolat fran kycklingkott

Isolat av campylobacter samlades in under Livsmedelsverkets kartlaggningar av kycklingkétt fran butik i
augusti 2018 respektive augusti 2019 (Folkhalsomyndigheten och Livsmedelsverket, 2020,
Livsmedelsverket och Folkh&lsomyndigheten, 2019).

Farskt kycklingkdtt koptes i butiker i Stockholms- och Uppsalaregionen. Provinsamlingen syftade till en
jamn fordelning av prov i kategorierna ekologisk kyckling, utldndsk kyckling, svensk konventionellt
uppfodd kyckling fran Sveriges storsta slakteri samt 6vrig svensk konventionellt uppfodd kyckling. | forsta
hand inkoptes hel kyckling, men da sadan inte fanns i tillracklig mangd kompletterades det med
styckdetaljer. | mojligaste man undveks dubblettprover avseende uppfodare och produktionsdatum.

Campylobacter odlades fram fran de insamlade proven av kycklingkott och artbestamdes inom tidigare
utforda kartlaggningar (Folkhélsomyndigheten och Livsmedelsverket, 2020, Livsmedelsverket och
Folkhdlsomyndigheten, 2019). Totalt renodlades 111 unika isolat, varav 103 Campylobacter jejuni,

7 Campylobacter coli och 1 Campylobacter lari.

Isolat fran patienter

Isolat av campylobacter samlades in under en till tva veckor i augusti ar 2018 och 2019 fran de kliniska
mikrobiologiska laboratorierna. Isolaten kommer framfor allt fran personer som rapporterats som smittade i
Sverige, men dven isolat fran personer som smittats utomlands ingar.

Totalt insamlades 284 isolat, varav majoriteten var C. jejuni (n=272) och resterande (n=12) var C. coli. Av
dessa hade 212 av C. jejuni rapporterats som smitta som skett i Sverige, 53 som utlandssmitta och 7 med
okant smittland. Tva av tolv C. coli var associerade med inhemsk smitta.

Yiterligare 16 isolat av campylobacter fran patienter, vilka samlades in 2020 eller under mars 2018
respektive 2019, inkluderades for att utoka underlaget av isolat vid jamforelsen av bioinformatiska verktyg
och de tva databaserna samt av genotypisk respektive fenotypisk resistens.

Karaktarisering av bakterieisolat

Helgenomsekvensering

Campylobacter fran kycklingkott och patienter typades med helgenomsekvensering inom ramen for tidigare
samarbetsprojekt mellan Folkhalsomyndigheten och Livsmedelsverket (Folkhdlsomyndigheten och
Livsmedelsverket, 2020, Livsmedelsverket och Folkhalsomyndigheten, 2019). Typningen har utférts med
Illumina-teknologi av ScilLifeLab (Stockholm) enligt gangse metodik for DNA-extraktion vid respektive
myndighet, bibliotekspreparation samt pafoljande sekvensering (SciLifeLab, 2021).
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Genotypisk resistensbestamning

Ké&nda antibiotikaresistensgener och resistensrelaterade punktmutationer detekterades genom
bioinformatisk analys av de sekvenserade isolaten med hjalp av fritt tillgangliga verktyg och
resistensdatabaser. Totalt utvarderades tre olika verktyg och tva olika databaser; AMRFinderPlus 3.10
(https://github.com/nchi/amr) (Feldgarden et al., 2019), som anvénder sig av NCBIs ”Curated Reference
Gene Catalog” (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pathogens/refgene/#) som databas, samt ResFinder 4.1
(https://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder) (Bortolaia et al., 2020, Zankari et al., 2017) och staramr 0.7.2
(https://github.com/phac-nml/staramr), som bada anvénder sig av databasen tillhérande Center for Genomic
Epidemiology Resfinder och PointFinder (https://www.genomicepidemiology.org).

Genotypisk resistensbestamning av isolat fran kycklingkétt med ResFinder 4.1 utférdes genom att ladda
upp radata, det vill saga .fastg-filer fran Illumina, dar standardvarden (default) anvandes. Den genotypiska
resistensbestamningen av isolat fran kycklingkétt med AMRFinderPlus 3.10 utférdes genom trimning och
assembly (ihopsittning) av radata via Livsmedelsverkets egenutvecklade pipeline (Ostlund, 2019).
Korrigerade assemblies genomsoktes for resistensmarkdrer med AMRFinderPlus 3.10.

Bearbetning av Illumina radata fran patientisolat utférdes genom Folkhalsomyndighetens egen pipeline
Bacttyper 2.0 (https://git.folkhalsomyndigheten.se), dar CLC Assembly Cell (Qiagen) anvands for
assembly. De assemblade sekvenserna genomsoktes sedan for resistensmarkorer med staramr 0.7.2 och
AMRFinderPlus 3.10.

Fenotypisk resistensbestamning

Isolat fran kycklingkott

Fenotypisk antibiotikaresistens undersoktes hos ett urval av isolat med en standardiserad
mikrodilutionsmetod (CLSI, 2015) pa Statens Veterinarmedicinska Anstalt. Urvalet gjordes utefter unik
antibiotikaresistensprofil med avseende pa markorer for resistens mot kinoloner, makrolider, tetracykliner
och aminoglykosider, samt eventuella divergerande resultat mellan ResFinder och AMRFinder.

Ldagsta tillvaxth&mmande koncentration (MIC; mg/L) bestdmdes for ciprofloxacin, erytromycin och
tetracyklin pa Sensititre EUCAMP2- eller EUCAMP3-paneler (Trek diagnostics LTD). Epidemiologiska
brytpunkter enligt EUCAST (www.eucast.org) anvandes for att klassificera isolaten som kansliga eller
resistenta isolat baserat pa MIC-vardena.

Isolat fran patienter

Urvalet av patientisolat gjordes pa samma satt som for isolaten fran kycklingkott, med det tillagget att
hénsyn dven togs for att tdcka upp for olika sekvenstyper. Isolaten understktes fér fenotypisk
resistensbestamning vid det nationella referenslaboratoriet for antibiotikaresistens i Vaxjo (2021). Isolaten
testades med en standarpanel for stafylokocker som bland annat innehdll ciprofloxacin, erytromycin och
tetracyklin. | panelen gors MIC-bestamning genom mikrodilution. For ciprofloxacin, erytromycin och
tetracyklin gjordes &ven lappdiffusion med MIC-avlésning enligt EUCAST.

Slaktskapsanalys

Helgenomsekvenseringsdata anvéndes dven for att utfora klusteranalyser dar isolaten jamférdes mot
varandra for att understka slaktskap. | ett forsta steg identifierades sekvenstyp (ST). Dérefter gjordes
klusteranalyser inom enskilda ST dar man identifierar enskilda nukleotidskillnader, sa kallade “’single
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nucleotide polymorphisms” (SNPs). Dessa skillnader illustrerades med hjélp av ”minimum spanning trees”
(MSTs). Klusteranalys utfordes dér det fanns fem eller fler isolat som tillhérde samma ST
(https://pubmlst.org/organisms/campylobacter-jejunicoli) samt inneh6ll isolat fran bade kycklingkott och
patienter. Isolaten inom en given ST bedomdes tillhéra samma kluster (ndrbesléaktade) om skillnaden
mellan isolaten var mindre eller lika med 10 SNPs.

Statistik

Chi?-test utfordes for att undersoka skillnader i forekomsten av respektive markor for resistens mot
kinoloner, makrolider tetracykliner och aminoglykosider i isolat fran patienter respektive kycklingkott,
utlandskt respektive svenskt kycklingkétt, samt svenskt kétt fran konventionellt respektive ekologiskt
uppfodd kyckling. Nivan for signifikanta skillnader valdes som p<0,05.
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Resultat

Antibiotikaresistens hos campylobacter fran kycklingkott

Genotypisk resistens hos Campylobacter jejuni

Sammanlagt 81 (79 procent) av de 103 helgenomsekvenserade isolaten av C. jejuni fran kycklingkott
saknade gener eller mutationer for resistens mot kinoloner, makrolider, tetracykliner eller aminoglykosider
(figur 1). Inget av isolaten innehdll gener eller mutationer mot tre eller fyra av dessa antibiotikaklasser, det
vill sdga var genotypiskt multiresistenta (figur 1). Inget isolat innehdll gener eller mutationer for resistens
mot makrolider, och séaledes inte heller mot bade kinoloner och makrolider (tabell 1). Andelen isolat med
resistensmarkdrer mot nagon av dessa antibiotikaklasser varierade fran 0 procent fér makrolider till

17 procent for kinoloner. Darutdver innehdll 93 procent av isolaten nagon gen for betalaktamresistens
(tabell 1).

| Kycklingkott, total (n=103)

| Kycklingkott, utlandskt (n=24)*

| | Kycklingkott, svenskt (n=79)

| | Kycklingkdtt, svenskt, fran konventionell
uppfédning (n=45)

| | Kycklingkdtt, svenskt, fran ekologisk
uppfédning (n=34)

0% 20% 40% 60% 80% 100%

OAvsaknad gen/mutation O Gen/mutation mot 1-2 antibiotika M Gen/mutation mot minst 3 antibiotika

Figur 1. Andelen isolat av C. jejuni fran kycklingkétt som helt saknar gener eller mutationer (grén) for resistens mot
kinoloner, makrolider, tetracykliner och aminoglykosider, eller innehaller gener eller mutationer fér 1-2 (gul) eller minst 3
(rod) av dessa antibiotikaklasser. *) Danmark (n=9), Lettland (n=8) och Frankrike (n=7), varav ett isolat fran konventionellt
uppfédd kyckling.
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Tabell 1. Antalet insamlade isolat av C. jejuni fran kycklingkdtt och antalet isolat, n (%) som innehaller gener eller
mutationer for resistens mot utvalda antibiotikaklasser.

Kategori Antal isolat  Kinolon Makrolid Tetracyklin ~ Aminoglykosid Betalaktam
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

Kycklingkott, total 103 18 (17) 0(0) 10 (10) 4 (4) 96 (93)
Kycklingkott, utlandskt 24* 9(38) 0(0) 6 (25) 3(13) 22 (92)
Kycklingkott, svenskt 79 9(11) 0(0) 4 (5) 1(1) 74 (94)
Kycklingkoétt, svenskt, 45 4 (9) 0(0) 1(2) 0(0) 40 (89)
konventionell uppfédning

Kycklingkoétt, svenskt, 34 5(15) 0(0) 3(9) 1(3) 34 (100)

ekologisk uppfodning

*) Danmark (n=9), Lettland (n=8) och Frankrike (n=7), varav ett isolat fran konventionellt uppfédd kyckling

Isolat fran svenskt respektive utlandskt kycklingkott

Av de 79 isolaten av C. jejuni fran svenskt kycklingkdétt saknade 67 (85 procent) gener eller mutationer
forknippade med resistens mot kinoloner, makrolider, tetracykliner eller aminoglykosider (figur 1). Totalt
14 (58 procent) av de 24 isolaten fran utlandskt kott saknade motsvarande resistensmarkaorer (figur 1). For
kott, oavsett ursprung, var andelen isolat med resistensmarkaérer for nagon av dessa antibiotikaklasser hogst
for kinoloner, foljt av tetracykliner (tabell 1). En signifikant hogre forekomst av resistensmarkorer for
kinoloner respektive tetracykliner pavisades hos isolat fran utlandskt kycklingkott an fran svenskt kot.
Darutover pavisades gener for betalaktamresistens hos drygt 90 procent av isolaten av bade svenskt och
utlandskt ursprung (tabell 1).

Samma mutation for kinolonresistens, gyrA_T86l, pavisades hos C. jejuni fran bade svenskt och utlandskt
kycklingkétt (figur 2). P4 motsvarande sitt pavisades generna tet(O) och aph(3°)-Illa hos isolat fran svenskt
och utlandskt kétt med tetracyklin- respektive aminoglykosidresistens (figur 2). De fyra isolaten med
aph(3”)-11la innehdll aven genen sat4 for streptotricinresistens. For ett av isolaten fran utlandskt
kycklingkatt pavisades aven fos(B) som ar en markor for fosfomycinresistens (figur 2). De bla-gener for
betalaktamresistens som pavisades tillhorde familjerna OXA-61 och OXA-184, varav OXA-61 var
vanligast hos isolat fran bade svenskt och utlandskt kétt. Bla-gener tillhorande familj OXA-61 var ocksa
den vanligaste resistensmarkdren totalt sett oavsett kottets ursprung (figur 2).
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Figur 2. Fordelning av resistensgener och resistensassocierade mutationer som pavisats hos C. jejuni fran kott pa den
svenska marknaden (n=103), varav svenskt (n=79) och utldndskt (Danmark (n=9), Lettland (n=8) och Frankrike (n=7)).

Isolat fran svenskt kott fran konventionellt respektive ekologiskt uppféodd kyckling

For C. jejuni fran svensk, konventionellt uppfodd kyckling saknade 40 (89 procent) av 45 isolat gener eller
mutationer for resistens mot kinoloner, makrolider, tetracykliner eller aminoglykosider (figur 1). For de 34
isolaten fran ekologiskt svenskt kott saknade 27 (79 procent) sadana resistensmarkarer (figur 1). Andelen
isolat fran konventionellt uppfodd kyckling med mutationer eller gener for resistens mot nagon av dessa
antibiotikaklasser samt betalaktamer varierade mellan O procent for makrolider och aminoglykosider till 89
procent for betalaktamer (tabell 1). Férekomsten av sadana resistensmarkérer hos isolaten fran ekologiskt
kycklingkatt varierade fran O procent for makrolider till 100 procent for betalaktamer (tabell 1).
Forekomsten av de resistensmarkorer som pavisades for kinoloner respektive tetracykliner var hogre hos
isolaten fran ekologiskt kétt an fran kétt fran konventionell uppfodning, men skillnaden var inte statistiskt
signifikant.

Mutationen gyrA_T861 for kinolonresistens samt tetracyklinresistensgenen tet(O) och
betalaktamresistensgenerna bla tillhorande familjerna OXA-61 respektive OXA-184 aterfanns hos isolat
fran svenskt kott av bade konventionellt och ekologiskt uppfodd kyckling (figur 3). For ett av isolaten fran
ekologiskt kott pavisades dven generna aph(3°)-I11a och sat4 forknippade med resistens mot
aminoglykosider respektive streptotricin (figur 3).
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Figur 3. Fordelning av resistensgener och resistensassocierade mutationer som pavisats hos C. jejuni fran svenskt kott
(n=79), varav fran konventionellt (n=45) respektive ekologiskt uppfédd kyckling (n=34).

Genotypisk resistens hos Campylobacter coli och Campylobacter lari

Tre av totalt sju isolat av C. coli saknade helt gener eller mutationer som ger resistens mot kinoloner,
makrolider, tetracykliner eller aminoglykosider. Inget av isolaten innehdll gener eller mutationer mot tre
eller fler av dessa antibiotika, det vill sdga var genotypiskt multiresistenta och inget isolat innehéll
mutationer for resistens mot bade kinoloner och makrolider. De resistensmarkérer som pavisades hos
isolaten av C. coli var gyrA_T86I for kinolonresistens (n=2), tet(O) for tetracyklinresistens (n=3) och aadE-
Cc for aminoglykosidresistens (n=1). Darut6ver pavisades bla-gener tillhrande familjen OXA-61 for
betalaktamresistens (n=4).

Det C. lari-isolat som ingick i undersékningen innehdll en mutation for kinolonresistens, gyrA_T86V och
en betalaktamresistensgen tillhérande familjen OXA-493.

Antibiotikaresistens hos campylobacter fran patienter

Genotypisk resistens hos C. jejuni

Sammanlagt 176 (65 procent) av de 272 isolaten av C. jejuni fran patienter saknade gener eller mutationer
for resistens mot kinoloner, makrolider, tetracykliner eller aminoglykosider (figur 4). Tre av isolaten
innehdll resistensmarkorer for kinoloner, tetracykliner och aminoglykosider, det vill sdga var genotypiskt
multiresistenta (figur 4). Daremot innehdll inget isolat gener eller mutationer for resistens mot makrolider,
och saledes inte heller mot bade kinoloner och makrolider (tabell 2).
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Andelen isolat med resistensmarkérer mot nagon av dessa fyra undersokta antibiotikaklasser varierade fran
0 procent fér makrolider till 33 procent fér kinoloner. Darutéver innehdll 80 procent av isolaten nagon gen
for betalaktamresistens (tabell 2).

I Patienter, total (n=272)*

. Patienter, smittade utomlands (n=53)

| Patienter, smittade i Sverige (n=212)

0% 20% 40% 60% 80% 100%

M Avsaknad gen/mutation [ Gen/mutation mot 1-2 antibiotikaklasser M Gen/mutation mot minst 3 antibiotikaklasser

Figur 4. Andelen isolat av C. jejuni fran patienter undersokta i Sverige, som helt saknar gener eller mutationer (grén) for
resistens mot kinoloner, makrolider, tetracykliner och aminoglykosider, eller innehaller gener eller mutationer for 1-2 (gul)
eller minst 3 (rod) av dessa antibiotikaklasser. *) Inklusive 7 isolat med okant smittland.

Tabell 2. Antalet insamlade isolat av C. jejuni fran patienter och antalet isolat, n (%) som innehaller gener eller mutationer
for resistens mot utvalda antibiotikaklasser.

Kategori Antal isolat  Kinolon Makrolid  Tetracyklin Aminoglykosid Betalaktam
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

Patienter, total 272 91 (33) 0(0) 51 (19) 5(2) 218 (80)

Patienter, smittade 53 40 (75) 0(0) 27 (51) 3 (6) 42 (79)

utomlands

Patienter, smittade 212 47 (22) 0(0) 21 (10) 2(1) 170 (80)

i Sverige

Patienter, okant 7 4 (57) 0(0) 3 (43) 0(0) 6 (86)

smittland

Isolat fran smittade i Sverige respektive utlandssmittade

For C. jejuni fran patienter som smittats i Sverige var det 162 (76 procent) av 212 isolat som helt saknade
gener eller mutationer forknippade med resistens mot kinoloner, makrolider, tetracykliner eller
aminoglykosider (figur 4). Sammanlagt 11 (21 procent) av de 53 isolaten fran utlandssmittade patienter
saknade motsvarande resistensmarkorer (figur 4). For bada kategorier av patienter var andelen isolat med
resistensmarkaorer for nagon av dessa antibiotikaklasser hogst for kinoloner, foljt av tetracykliner (tabell 2).
Haogst 6verlag var andelen isolat med gener for betalaktamresistens, cirka 80 procent hos isolat fran bade
inhemskt smittade och utlandssmittade patienter (tabell 2). En signifikant hdgre forekomst av
resistensmarkarer for kinoloner respektive tetracykliner pavisades hos isolat fran patienter smittade
utomlands &n patienter smittade i Sverige.

Mutationen gyrA_T861 var den enda markor som pavisades for kinolonresistens bland patientisolaten
oavsett smittland (figur 5). P4 motsvarande satt pavisades genen tet(O) hos de patientisolat som var
genotypiskt tetracyklinresistenta, medan bada markorerna aph(3°)-I11a och aadE pévisades hos isolat med
genotypisk aminoglykosidresistens (figur 5). Tre isolat med aph(3°)-I1la innehdll &ven genen sat4 for
streptotricinresistens (figur 5). Av de tre isolat som var genotypiskt multiresistenta inneh6ll ett isolat
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kopplat till smitta i Sverige gyrA_T86l, tet(O), aph(3°)-11la, medan tva isolat som harrérde fran
utlandssmitta innehdll gyrA_T861, tet(O), aph(3’)-l111a respektive gyrA_T86l, tet(O), aadE.

De resistensmarkarer som pavisades for betalaktamresistens var gener inom gruppen blaOXA (figur 5).
Den vanligaste markoren oavsett kategori av patientisolat var gener tillhdrande blaOXA-61-familjen, foljt
av gener tillnrande blaOXA-184-familjen. Ett isolat som harrorde fran utlandssmitta inneholl en bla-gen
inom blaOXA-576. For tva av isolaten fran utlandssmittade patienter pavisades dven fos(B), som ar en
markar for fosfomycinresistens respektive cat, som ar en markor for kloramfenikolresistens (figur 5).
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Figur 5. Fordelning av resistensgener och resistensassocierade mutationer som pavisats hos C. jejuni fran patienter i Sverige
(n=272), varav inhemskt smittade patienter (n=212), utlandssmittade patienter (n=53) och okant smittland (n=7).

Genotypisk resistens hos C. coli

Tre av de tolv C. coli-isolaten fran patienter saknade helt gener eller mutationer for resistens mot kinoloner,
makrolider, tetracykliner eller aminoglykosider. Inget av isolaten innehdll gener eller mutationer mot tre
eller fler av dessa antibiotika, det vill sdga var genotypiskt multiresistenta och inget isolat inneh6ll
mutationer for resistens mot bade kinoloner och makrolider. De av dessa resistensmarkorer som pavisades
hos isolaten var gyrA_T861 for kinolonresistens (n=9), tet(O) for tetracyklinresistens (n=4) och aadE-Cc
for aminoglykosidresistens (n=1). Aven hos C. coli var markorer for betalaktamresistens vanligast
forekommande, dar tio av tolv isolat bar pa bla-gener tillhérande familjen OXA-61.
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Jamforelse mellan resistenta campylobacter fran kycklingkott och
fran patienter

Jamforelse av resistensmarkorer

Andelen isolat av C. jejuni som helt saknade gener eller mutationer for resistens mot kinoloner, makrolider,
tetracykliner eller aminoglykosider varierade mellan 21 procent for patienter som smittats utomlands till

85 procent for svenskt kycklingkétt (figur 6). Motsvarande andel var i storleksordningen knappa 80 procent
for kycklingkott totalt och patienter som smittats i Sverige. Enstaka isolat fran patienter innehdll
resistensmarkarer for tre eller fyra av dessa antibiotikaklasser, medan inget isolat fran kycklingkétt innehéll
sadan genotypisk multiresistens (figur 6).

| Kycklingkdtt, total (n=103)

| Kycklingkott, utlandskt (n=24)*

| Kycklingkott, svenskt (n=79)

I Patienter, total (n=272)**

. Patienter, smittade utomlands (n=53)

I Patienter, smittade i Sverige (n=212)
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@ Avsaknad gen/mutation [ Gen/mutation mot 1-2 antibiotikaklasser B Gen/mutation mot minst 3 antibiotikaklasser

Figur 6. Andelen isolat av C. jejuni fran kycklingkott respektive patienter som helt saknar gener eller mutationer (gron) for
resistens mot kinoloner, makrolider, tetracykliner och aminoglykosider, eller innehaller gener eller mutationer for 1-2 (gul)
eller minst 3 (rod) av dessa antibiotikaklasser. *) Danmark (n=9), Lettland (n=8) och Frankrike (n=7); **) Inklusive 7 isolat
med okdnt smittland.

Samma typer av resistensmarkorer for kinoloner, tetracykliner och aminoglykosider aterfanns hos isolat
fran béade kycklingkott och patienter, undantaget aminoglykosidgenen aadE som hittades hos enstaka isolat
fran patienter men inte pa kott (tabell 3). Den vanligaste resistensmarkoren for dessa respektive
antibiotikaklasser var kinolonmutationen gyrA_T86lI, dar 17 procent av isolaten fran kycklingkétt och 33
procent av isolaten fran patienter var positiva, foljt av resistensgenen tet(O) (kycklingkétt 10 procent,
patienter 19 procent) (tabell 3). Den vanligast forekommande resistensmarkoren 6verlag var bla-gener
tillhdrande OXA-61-familjen (kycklingkétt 74 procent, patienter 68 procent) (tabell 3).

Andelen isolat med kinolonmarkdren gyrA_T861 respektive tetracyklinmarkdren tet(O) var hogst for
utlandssmittade patienter foljt av utlandskt kycklingkott och lagst for svenskt kott (tabell 3). Andelen isolat
med dessa bada respektive resistensmarkarer var signifikant hogre for utlandssmittade patienter jamfort
med svenskt respektive utldndskt kycklingkétt, liksom for utlandssmittade patienter jamfort med patienter
som smittats i Sverige. Andelen isolat med betalaktamgener tillhérande nagon OXA-familj varierade totalt
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sett mellan 66 och 79 procent fér OXA-61 och mellan 11 och 22 procent for OXA-184. En betalaktamgen
tillhérande OXA-576 och en resistensmarkor for kloramfenikol pavisades enbart hos ett isolat vardera fran
patienter som smittats utomlands och en resistensmarkar for fosfomycin aterfanns enbart hos ett isolat fran
utlandssmittad och ett fran utlandskt kott (tabell 3).

Tabell 3. Andelen och antalet C. jejuni som innehaller viss resistensmarkor for olika provkategorier av kycklingkott
respektive patienter.

Kycklingkott, Kycklingkétt, Kycklingkott, Patienter, Pat.i enter PaFienter.
Antibiotikaklass  Resistensmarkor total utlandskt svenskt total ust?r:::::tjs s:‘::::: '
(n=103) (n=24) (n=79) (=272)* (n=53) (n=212)
% (n) % (n) % (n) % (n) % (n) % (n)
Kinolon gyrA_T86l 17 (18) 38(9) 11 (9) 33(91) 75 (40) 22 (47)
Tetracyklin tet(0) 10 (10) 25 (6) 5 (4) 19 (51) 51 (27) 10 (21)
Aminoglykosid aph(3')-llla 4 (4) 13 (3) 1(1) 1(3) 4(2) <1(1)
Aminoglykosid aadE 0(0) 0(0) 0(0) 1(2) 2(1) <1(1)
Betalaktam blaOXA-61 familj 74 (76) 79 (19) 72 (57) 68 (186) 66 (35) 68 (145)
Betalaktam blaOXA-184 familj 19 (20) 13 (3) 22 (17) 11 (31) 11 (6) 12 (25)
Betalaktam blaOXA-576 familj 0(0) 0(0) 0(0) <1(1) 2 (1) 0(0)
Strepothricin sat4 4(4) 13 (3) 1(1) 1(3) 4(2) <1(1)
Fosfomycin fos(B) 1(1) 0,5(1) 0(0) <1(1) 2(1) 0(0)
Kloramfenikol cat 0(0) 0(0) 0(0) <1(1) 2(1) 0(0)

*) Inklusive 7 isolat med okant smittland

Slaktskap och koppling till resistensmarkorer

Totalt pavisades 87 olika sekvenstyper (STs) hos de 375 isolaten av C. jejuni fran kycklingkétt och
patienter, varav 11 STs pavisades enbart hos isolat fran kycklingkott, 56 STs pavisades enbart hos isolat
fran patienter och 20 STs aterfanns hos isolat fran bade kycklingkdtt och patienter. Rapporten fokuserar pa
fem STs, vilka tillsammans utgjorde knappt 40 procent av alla isolat. Den vanligast férkommande ST-
varianten var ST257 med 13 kéttisolat och 45 patientisolat (figur 7a). Majoriteten av patient- och kottisolat
av ST257 aterfanns i tre storre kluster dar den enda resistensmarkor som kunde identifieras var genvarianter
inom blaOXA-61 familjen, alternativt saknade isolaten helt resistensmarkdrer. Alla patientisolat inom dessa
kluster kom fran personer med rapporterad inhemsk smitta och kéttisolaten harrérde fran konventionellt
svenskproducerat kycklingkétt. Tva av patientisolaten inom denna ST avvek kraftigt slaktskapsmassigt
jamfort med ovriga isolat. Dessa bar pa resistensmarkorerna gyrA_T861 och tet(O) och bada isolaten
harrorde fran patienter med rapporterad utlandssmitta (Nordafrika). Ett av isolaten fran svenskt kott bar
ocksa pa gyrA_T86I och detta isolat var narbeslaktat med ett patientisolat med okant smittland som ocksa

bar pa gyrA_T86l.

Den nést vanligaste férekommande ST-varianten var ST45 med 27 kéttisolat och 19 patientisolat (ej visade
data). Alla isolat utom tva fran kycklingkott hade svenskkoppling. Den enda resistensmarkéren som
patraffades inom denna ST var genvarianter inom blaOXA-gruppen dar majoriteten bar pa gener
tillhérande blaOXA-61 familjen, férutom ett isolat som bar pa blaOXA-184 och tre isolat som var negativa
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for blaOXA. Inom denna ST identifierades fem mindre kluster a tva till fyra isolat med representanter fran
bade patient- och kycklingisolat, alla med svenskkoppling.

Inom ST50 var de flesta isolat fran patienter som rapporterats smittade utomlands respektive isolat fran
utlandskt kycklingkott (figur 7b). For sekvenstypen identifierades inga specifika kluster av isolat.
Majoriteten, 10 av 13 isolat, bar pa markarer for resistens mot kinoloner och tetracykliner, eller enbart
kinoloner. Alla isolat oberoende av ursprung/smittland var positiva for gener tillhérande blaOXA-61
familjen.

Inom ST19 aterfanns totalt 4 kéttisolat och 14 patientisolat (figur 7c). Fyra av isolaten med gyrA_T86l
avvek slaktskapsmassigt fran resterande isolat, varav tva fran patienter som rapporterats som smittade
utomlands och ett isolat fran utlandskt kott. Ytterligare fem patientisolat och ett kottisolat hade gyrA_T861-
markdren och dessa sex isolat var kopplade slaktskapsmaéssigt och av svenskt ursprung. Av de resterande
isolaten inom denna ST bar alla utom ett pa blaOXA-61-varianter men saknade i dvrigt resistensmarkorer.

Totalt nio isolat, tva fran kycklingkott och sju fran patienter, identifierades tillhéra ST148 (figur 7d). Alla
utom ett isolat visade pa en tydlig slaktskapsmassig koppling och bar pa gyrA _T861, samt var fran
personer som rapporterats smittade i Sverige eller var fran svenskproducerat kycklingkétt. Det isolat som
avvek slaktskapsmassigt saknade gyrA och harrorde fran en patient med rapporterad utlandssmitta
(Spanien).

Figur 7. Klusteranalys av isolat fran kycklingk6tt och patienter, visualiserat med hjédlp av minimum spanning trees (MSTs)
som visar pa skillnader i antal SNPs inom fyra olika STs; a) 257, b) 50, c) 19 och d) 148. Fér respektive isolat indikeras
foljande metadata; H=humanisolat, K=kycklingkottisolat, SE, ES osv = landskoder géllande ursprung eller rapporterat
smittland, samt genetisk resistensmarkor (gyrA=markor for kinolonresistens, tet(O)=markér for tetracyklinresistens, fosB=
markor for fosfomycinresistens). Fargkodning: vitt= avsaknad av markorer for resistens mot kinoloner, makrolider,
tetracykliner eller aminoglykosider; rosa= innehall av en sadan resistensmarkér, rott= innehall av tva eller fler sadana
resistensmarkorer. Ej medtaget sasom resistensmarkor dr blaOXA-generna. Langden pa grenarna ar inte proportionerlig till
det evolutionara avstandet, beraknat i antal SNPs, mellan isolaten.
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Jamforelser av databaser for bioinformatisk resistensbestamning

For att jamfora formaga hos databaserna for ResFinder 4.1/staramr 0.7.2 och AMRFinderPlus 3.10 att
detektera resistensmarkérer undersoktes totalt 165 isolat (151 C. jejuni, 13 C. coli, 1 C. lari) fran
kycklingkatt och 54 isolat (48 C. jejuni och 6 C. coli) fran patienter.

For sex resistensmarkarer skiljde sig resultaten mellan ResFinder/staramr och AMRFinder (tabell 4). Tva
resistensmarkorer detekterades enbart med AMRFinder; 50S ribosomalt protein L22_A103V
(makrolidresistens) och sat4 (streptotricinresistens), dar dock markéren 50S ribosomalt protein
L22_A103V har blivit borttagen i ResFinder-databasen och inte heller sat4 ingadr. AMRFinder detekterade
resistensmarkdrer i fler isolat &n ResFinder/staramr &ven for genen aph(3')-111a och for mutationen gyrA,
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medan i ResFinder detekterades nagot fler isolat med tet(O). For resterande isolat och resistensmarkorer
Overensstamde resultaten mellan ResFinder/staramr och AMRFinder (tabell 4).

Tabell 4. Antalet och andelen isolat av campylobacter innehallande resistensmarkérer som detekterats med AMRFinder
3.10 respektive ResFinder 4.1/staramr 0.7.2. Fet stil markerar de resistensmarkdrer dar resultaten skiljer sig mellan
programvarorna.

Antibiotikaklass Resistensmarkor AM:Fll(r)\d(;r)l;lus 4.1/5225:,::8?2 (%) Tot;l(’;l::tal
aph(3')-llla 6 (100) 4 (67) 6
aadE/ant(6)-lat 2 (100) 2 (100) 2
Aminoglykosider
aadE-Cc 1(100) 1 (100) 1
rpsL_K43R 1 (100) 1 (100) 1
Makrolider p“‘:’:’j:f:;i’ﬂ%'w 9 (100) 0(0) 9
Tetracykliner tet(0) 34 (94) 36 (100) 36
gyrA_T86l 58 (100) 50 (86) 58
Kinolon gyrA_T86V 1(100) 0(0) 1
gyrA_D9ON 1 (100) 1(100) 1
blaoxa-s1 familj 117 (100) 117 (100) 117
Betalaktamer blaoxa-1s4 familj 29 (100) 29 (100) 29
blaoxa-a93 familj 1(100) 1 (100)
Streptothricin sat4 6 (100) 0(0)
Fosfomycin fosB 1 (100) 1 (100)

1 AMRFinder aadE/ResFinder ant(6)-la

Overensstammelse mellan genotypisk och fenotypisk
resistensdata

Den fenotypiska resistensbestamningen utfordes pa 78 isolat av campylobacter, varav 24 fran
kycklingkétt (18 C. jejuni, 5 C. coli, 1 C. lari) och 54 fran patienter (48 C. jejuni och 6 C. coli).
Resultaten fran den fenotypiska resistensbestamningen jamfordes med resultat fran genotypisk
resistensbestamning utfort med AMRFinderPlus 3.10 och ResFinder 4.1/staramr 0.7.2 och deras tva
respektive databaser (tabell 5 och 6).

AMRFinder uppvisade betydligt hogre sensitivitet for ciprofloxacin jamfért med ResFinder/staramr, medan
for tetracyklin var sensitiviteten nagot lagre med AMRFinder jamfort med ResFinder/staramr. For
tetracyklin var sensitiviteten for bada verktygen mindre an 95 procent. Specificiteten var lika for
AMRFinder och ResFinder/staramr for bade tetracyklin och ciprofloxacin. Inget av isolaten med
genotypisk resistens for erytromycin (50S_L22_A103V) enligt AMRFinder gav fenotypisk resistens (tabell
5).
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Tabell 5. Overenstimmelse mellan den genotypiska och fenotypiska resistensbestdmningen med AMRFinderPlus 3.10.

Antibiotikaklass Fenotyp resistent Fenotyp kanslig Sensitivitet  Specificitet
(%) (%)
Antal Antal Antal Antal
resistent kanslig resistent kanslig
WGS WGS WGS WGS
Tetracyklin 31 5 1 41 86,1 97,6
tetO (n=31) - tetO (n=1) -
Ciprofloxacin 54 0 1 23 100,0 95,8
gyrA_T86I - gyrA_T86I -
(n=52),
gyrA_T86V
(n=1),
gyrA_T86I +
gyrA_D90N
(n=1)
Erytromycin 0 0 29 49 N/A 62,8
- - 50S_L22_A10 -
3V ej
funktionell
gen

*N/A = ej tillamplig

Tabell 6. Overenstimmelse mellan den genotypiska och fenotypiska resistensbestdmningen med ResFinder 4.1/staramr

0.7.2.
Antibiotikaklass Fenotyp resistent Fenotyp kanslig Sensitivitet  Specificitet
(%) (%)

Antal Antal Antal Antal
resistent kanslig resistent kanslig
WGS WGS WGS WGS

Tetracyklin 33 3 1 41 91,7 97,6
tetO - tetO -

Ciprofloxacin 46 8 1 23 85,2 95,8
gyrA_T86l gyrA_T86I
(n=45,
gyrA_T86I +
gyrA_D90ON
(n=1)

Erytromycin 0 0 0 0 N/A N/A

*N/A = ej tillamplig

Baserat pa resultaten av jamforelsen mellan ResFinder 4.1/staramr 0.7.2 och AMRFinderPlus 3.10 samt
mellan genotypisk och fenotypisk resistensbestamning sa valdes AMRFinder att anvandas for
redovisningen av resultaten for resistensmarkorer. Mutationen 50S ribosomalt protein L22_A103V
inkluderades inte, da tidigare vetenskapliga publikationer har indikerat en osakerhet huruvida mutationen
faktiskt ger fenotypisk makrolidresistens, atminstone som ensam resistensmarkar for makrolider (Dahl et
al., 2021, Hull et al., 2021). Att denna mutation ej verkar ge fenotypisk resistens mot makrolider
bekraftades ocksa i denna undersokning (tabell 5).
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Diskussion

Jamforelse av resistensmarkorer hos C. jejuni fran kycklingkott
och fran patienter

Verksamma antibiotika — makrolider, fluorokinoloner, tetracykliner och aminoglykosider (Kaakoush et al.,
2015, RAF, 2019, ECDC, 2016) — behdvs for att kunna behandla svéra och langvariga
campylobacterinfektioner dven i framtiden, exempelvis infektioner som orsakar sepsis. Inga isolat av

C. jejuni fran varken kycklingkott eller patienter innehdll gener eller mutationer for resistens mot
makrolider, vilka numera &r forstahandsval i Sverige for sadana infektioner (RAF, 2019). For
fluorokinoloner och tetracykliner var andelen isolat som helt saknade resistensmarkdorer for dessa
antibiotikaklasser hogre for svenskt kycklingkott och patienter som smittats i Sverige jamfért med utlandskt
kott och patienter med trolig utlandssmittade. Aven om samma typer av resistensmarkorer for kinoloner
(gyrA_T861) och tetracykliner (tet(O)) aterfanns hos isolat fran bade kycklingkott och patienter, oavsett
ursprung respektive var man smittats, sa var dessa markorer klart vanligast forekommande hos isolat fran
patienter med trolig utomlandssmitta, foljt av isolat fran utlandskt kétt. Vart att notera ar ocksa att
multiresistens (resistens mot minst tre antibiotikaklasser) aterfanns enbart hos tre isolat fran patienter.
Dessutom identifierades vissa specifika resistensmarkdrer som t.ex. cat for kloramfenikolresistens enbart
hos patientisolaten. Fynden med relativt hogre antibiotikaresistens hos C. jejuni fran kétt och patienter med
utlandskoppling kan vara en aterspegling av den generellt lagre anvandningen av antibiotika till ménniskor
och livsmedelsproducerande djur i Sverige i forhallande till andra lander (EMA, 2020, ECDC, 2020).

Utover resistens mot fluorokinoloner och tetracykliner identifierades ocksa fatal isolat med
aminoglykosidresistens inklusive streptotricinresistens hos bade kéttisolat och patientisolat, kopplat till
aph(3’)-111a respektive sat4. Dessa gener har aven hittats tidigare hos olika Campylobacter spp., da ofta i
form av en triplett av gener aadE/ant(6)-la-sat4- aph(3’)-Illa (Rivera-Mendoza et al., 2020). Genen
aadE/ant(6)-la som ocksa kodar for aminoglykosidresistens hittades i tva patientisolat, men kunde dock inte
identifieras i samma isolat som aph(3°)-Illa och sat4.

Den 6verlag vanligaste resistenstypen hos isolat fran bade kycklingkott och patienter var betalaktamgener
tillhérande nagon genfamilj av blaOXA och totalt sett inneholl 93 respektive 80 procent av isolaten nagon
sadan genvariant. Den utbredda férekomsten av blaOXA-generna som rapporteras har, liksom tidigare av
andra (Rivera-Mendoza et al., 2020, Hull et al., 2021), forklarar varfor betalaktam-antibiotika inte
rekommenderas for att behandla campylobacterinfektioner eller ingar normalt i den rutinméssiga
resistensdvervakningen av Campylobacter spp. (EU-kommissionens genomférandebeslut 2020/1729; Ocejo
etal., 2021, ECDC, 2016).

Resistensmarkorer hos C. jejuni fran kycklingkott

Undantaget blaOXA-gener sa var gyrA_T861 och tet(O) de vanligast forekommande resistensmarkorerna
hos C. jejuni fran svenskt och utlandskt kycklingkott, vilket &r i paritet med andra studier som undersokt

antibiotikaresistens hos C. jejuni med helgenomsekvensering (Hull et al., 2021, Dahl et al., 2021, Rivera-
Mendoza et al., 2020, Brehony et al., 2021). Aven om samma typer av resistensmarkaérer aterfanns hos C.
jejuni fran kycklingkott, oavsett ursprung, sa var andelen isolat med markarer for resistens mot kliniskt
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relevanta antibiotikaklasser som vantat lagre hos C. jejuni fran svenskt kétt an fran utlandskt kétt. Totalt
var 85 procent av de undersokta isolaten av svenskt ursprung helt utan innehall av resistensmarkérer mot
makrolider, kinoloner, tetracykliner eller aminoglykosider, medan 11 procent innehdll markor for
kinolonresistens (gyrA_T86l), 5 procent innehdll markor for tetracyklinresistens (tet(O)) och 1 procent
inneholl markor for aminoglykosidresistens (aph(3°)-1111a). Detta kan grovt jamforas mot resultaten for
fenotypisk resistens hos 170 isolat av C. jejuni fran tarminnehall fran svensk slaktkyckling fran 2018 ars
undersokningar inom Svarm dar 75 procent av isolaten var kansliga for motsvarande antibiotika, medan 24
procent var resistenta mot kinoloner, 2 procent var resistenta mot tetracykliner och knappt 1 procent var
resistenta mot aminoglykosider (SVA och Folkhalsomyndigheten, 2018). Inga fynd férknippat med
resistens mot makrolider gjordes i den undersokningen, i likhet med denna, vilket &r positivt da det ar det
viktigaste antibiotikapreparatet for att behandla infektioner med campylobacter hos ménniskor (RAF,
2019). Den senaste gangen som C. jejuni fran kycklingkatt resistensbestamdes inom Svarm var 2013. | den
undersokningen, som enbart anvénde fenotypisk resistensbestdmning, var knappt 2 procent av de 111
undersokta isolaten fran svenskt kétt fenotypiskt resistenta mot makrolider (SVA och
Folkhalsomyndigheten, 2013).

I en studie som, baserat pa amerikanska resistensovervakningsdata (Narms), undersokt samband mellan
kottproduktionsmetoder och resistenta bakterier pa kott av olika djurslag sa forekom resistenta
campylobacter i lagre grad pa ekologiskt producerat kétt jamfort med kétt fran konventionell uppfédning
(Innes et al., 2021). Data om eventuella skillnader avseende antibiotikaresistens hos campylobacter fran
ekologiskt kycklingkott respektive kott fran konventionell uppfédning ar i 6vrigt bristfalliga och svenska
data har saknats helt (SLU, 2021). Sadan kunskap kan vara relevant, eftersom ekologisk uppfédning har
hardare krav géallande antibiotikaanvandning och darmed anvénds antibiotika sparsammare inom sadan
uppfédning (SLU, 2021). | Sverige anvands dock antibiotika ytterst séllan dverlag till slaktkycklingar
oavsett form av uppfédning (SVA och Folkhélsomyndigheten, 2018). | den aktuella undersékningen var
andelen isolat som helt saknade resistensmarkorer for Kliniskt viktiga antibiotikaklasser l1agre for svenskt
ekologiskt kott jamfort med konventionellt uppfott kétt. Dessutom var andelen isolat med markérer for alla
respektive antibiotikaklasser som pavisades (kinoloner, tetracykliner, aminoglykosider och betalaktamer)
hogre for ekologiskt kott. Skillnaden var dock antingen inte signifikant eller sa var antalet positiva isolat
inom respektive provkategori for 1agt for att kunna undersoka ett statistiskt samband, varfor resultaten ska
tolkas med forsiktighet.

Forekomsten av antibiotikaresistenta C. coli hos kyckling sett till resistensnivaer och utbredning av
resistensmarkorer &r vanligtvis hogre an forekomsten av resistenta C. jejuni (Efsa och ECDC, 2021).
Undersokningen inneholl dock for fa C. coli-isolat for att kunna géra motsvarande beddmning av
campylobacter fran kycklingkott i butiksledet i Sverige. Resistensmarkarer som tycks vara sarskilt
forknippade med en art, sdsom aadE-Cc for C. coli samt gyrA_T86V och en betalaktamresistensgen
tillhérande familjen OXA-493 for C. lari, aterfanns bland isolaten. Pavisandet av dessa kombinationer av
resistensmarkdr och campylobacterart &r i likhet med vad som rapporterats i andra studier om
campylobacter pa kycklingkétt (Rivera-Mendoza et al., 2020, Hull et al., 2021).

Resistensmarkdrer hos C. jejuni hos patienter

For patienter undersokta i Sverige identifierades resistensmarkdrer for kinoloner i 33 procent (gyrA_T86l),
tetracykliner i 19 procent (tet(O)), aminoglykosider i 2 procent (aph(3")-Illa och aadE) och makrolider i
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0 procent av isolaten, medan i 65 procent av isolaten kunde ingen resistensmarkor for nagon av dessa
antibiotikaklasser identifieras.

Sedan 2017 rapporteras fenotypiska resistensdata i Swedres-Svarm dar resistenshestamningarna utforts av
olika laboratorier i landet. Under 2019 rapporterades 61 procent av isolaten vara fenotypiskt resistenta mot
kinoloner, 33 procent mot tetracykliner och mindre &n 1 procent mot makrolider, medan motsvarande
siffror under 2018 var 50, 31 och 1 procent. Forekomsten av resistens var saledes lagre i denna genotypiska
undersokning jamfort med fenotypiska data i Swedres (SVA och Folkhalsomyndigheten, 2018, SVA och
Folkhalsomyndigheten, 2019). Det &r vart att notera att alla regioner inte rapporterar fenotypiska
resistensdata, sa tillgangliga data ar inte heltiackande. Dessutom, eftersom antibiotika enbart ges vid svara
och langvariga infektioner ar det ocksa troligt att det framfcrallt r i dessa fall som resistenshestamning
faktiskt utfors. Isolaten som ingdr i denna undersckning ar istallet insamlade fran patienter med alltifran
milda till svara infektioner och urvalet har varit begransat i tid, samt att majoriteten varit fran personer som
smittats i Sverige. Eftersom skillnaderna &r stora bade i urval och metodik for resistensbestamning, ar
resultaten fran Swedres och denna undersokning inte direkt jamforbara.

Intressant att belysa gallande denna studie ar ocksa den signifikanta skillnaden i férekomst av kliniskt
relevanta resistensmarkorer mellan patienter som rapporterats smittade inom landet respektive utomlands,
dar 75 procent av isolaten fran patienter med utlandssmitta inneholl markérer for kinolonresistens jamfort
med 22 procent av isolaten fran de inhemska fallen. Aven for tetracycklinresistens syns samma monster dar
51 procent av fallen med rapporterad trolig utlandssmitta bar pa genen tet(O) medan motsvarande siffra for
rapporterad inhemsk smitta var 10 procent.

Koppling mellan slaktskap och antibiotikaresistensprofil

Klusteranalyser, sa kallad SNP-analys, for att undersoka genetiskt slaktskap mellan C. jejuni-isolat fran
kycklingkatt och fran patienter tillnérande samma STs visade pa ett samband mellan néra sléktskap hos
isolaten och att bara eller inte bara pa specifika resistensmarkarer, men dven mellan nara slaktskap och
ursprung/smittland. Inom vissa ST sags en hogre genetisk diversitet baserat pa skillnader i antal SNPs
mellan svenskkopplade respektive utlandskopplade isolat. Férutom i ett undantag sa hittades till exempel
inga markdrer for kliniskt viktiga antibiotika (kinoloner, makrolider, tetracykliner eller aminoglykosider)
hos isolat tillhdrande ST257 vare sig fran kycklingkott av svenskt ursprung eller fran patienter som
rapporterats smittade i Sverige. ST257 har sedan tidigare kopplats till ett svenskt utbrott 2015-2016 dar
ursprunget till smittan var konventionellt svenskproducerat kycklingkott (Livsmedelsverket och
Folkhalsomyndigheten, 2019), och dven i denna undersokning var alla ST257-isolat med svenskkoppling
narbeslaktade. Tva isolat fran patienter som smittats utomlands och med markaérer for kinolon- respektive
tetracyklinresistens avvek ocksa slaktskapsmassigt inom denna ST.

Aven for isolat tillhérande ST148 och med mutationen gyrA_T86I for kinolonresistens syntes ett nira
slaktskap mellan isolat kopplade till inhemsk smitta och isolat fran svenskt kycklingkott. Ett isolat avvek
slaktskapsmaéssigt och det var av utlandsk hérkomst samt saknade kliniskt relevanta resistensmarkorer.
Aven for ST19-isolat, vilka saknade markorer for resistens mot kliniskt viktiga antibiotika alternativt
innehdll gyrA_T86l1, sags en koppling mellan néra slaktskap och ursprung/smittland, dar alla utom ett av de
isolat som avvek mest inom ST19 hade utlandskoppling. Bade ST148 och ST19 har tidigare, 2018
respektive 2020, orsakat utbrott i Sverige kopplat till svensk kycklingproduktion (Folkh&lsomyndigheten,
2021d, Folkhalsomyndigheten, 2021c).
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Som jamforelse visar motsvarande analyser for isolat tillhérande ST50 att dessa isolat uppvisade storre
skillnader mellan varandra med avseende pa SNPs. De flesta av dessa isolat var kopplade till smitta i olika
lander utanfor Sverige eller utlandskt kycklingkdétt, och innehdll minst en markor for resistens mot kliniskt
viktiga antibiotika. \Vart att notera for ST50 &r att tva isolat fran tva patienter var mer narbeslaktade, endast
23 SNPs skillnad. Dessa bada isolat innehdll mutationen gyrA_T861 och genen tet(O), och var rapporterade
som smittade i Spanien.

Dessa analyser kan saledes ge en indikation om det ar svenskkopplade isolat av C. jejuni eller inte, dar
vissa varianter verkar vara etablerade, det vill sdga aterkommer under flera ars tid. Sammanfattningsvis
visar analyserna att narbeslaktade isolat bar pa samma typ av resistensmarkarer alternativt saknade
markaérer. Nara slaktskap kunde framforallt identifieras mellan isolat fran svenskt kycklingkott och
patienter som rapporterats smittade i Sverige

Genomgang av bioinformatiska verktyg och databaser

I denna studie liksom andra studier som fokuserar pa campylobacter, men ocksa andra bakteriearter, syns
aldrig en total 6verenstdmmelse mellan genotypisk detektion av resistensmarkérer och fenotypisk
kéanslighetstest (Feldgarden et al., 2019). Det kan bero pa flera faktorer eller en kombination av dessa, till
exempel gener som inte uttryckts, geners uttrycksniva, att resistensfenotyp beror pa samspelet av flera
gener, okanda gener, cellular anpassning och att det kan finnas skillnader huruvida genen &r beldgen pa
plasmid eller kromosom. Dessutom &r anvandaren beroende av att informationen som ar tillgénglig i
databaserna ar verifierad, komplett, harmoniserad, korrekt och kontinuerligt uppdaterad. Denna
understkning och andra visar dessutom att resultatet av genotypisk resistensbestdmning influeras av val av
verktyg och databas. En mojlig svaghet med undersokningen ar att de bada myndigheterna har haft olika
arbetsflode for bioinformatik, bioinformatisk pipeline, for att analysera sekvenseringsdata. Paverkan pa
resultatet ar dock troligtvis begransad da myndigheterna har anvant sig av snarlika kvalitetsparametrar for
sekvenserings- och bioinformatisk analys.

AMRFinderPlus och Resfinder/staramr gav 6verlag jamférbara resultat vid detektion av resistensgener,
men AMRFinder identifierade generellt fler markérer an ResFinder/staramr, speciellt nar det gallde
detektion av gyrA-mutationerna. Att AMRFinder i hdgre grad &r korrekt i sin identifiering av gyrA-
mutationerna bekraftas ocksa i den béttre sensitiviteten med den fenotypiska resistensbestamningen for
fluorokinolonen ciprofloxacin jamfort med Resfinder. Tidigare studier har ocksa visat pa en mycket god
Overenstammelse mellan fenotypisk testning och genotypisk resistensbestamning for kinolonresistens (Dahl
etal., 2021, Brehony et al., 2021, Zhao et al., 2016).

For férekomsten av genen tet(O) som kodar for tetracyclinresistens identifierade ResFinder férekomst av
denna gen i tva fler isolat &n AMRFinderPlus, men i bada fallen var sensitiviteten gallande fenotypisk och
genotypisk resistenshestamning lagre an vad som rapporterats i tidigare C. jejuni-studier (Dahl et al., 2021,
Brehony et al., 2021, Zhao et al., 2016). Vad skillnaden jamfort med tidigare studier beror pa kan inte
forklaras, men det kan ha influerats av det relativt laga antalet isolat som testats i denna undersokning.

Nar det galler makrolidresistens ar det svart att dra ndgra narmare slutsatser baserat pa resultaten i den
nuvarande studien forutom att konstatera att inga resistensmarkarer eller fenotypisk resistens kunde pavisas
for de analyserade isolaten (tabell 5).

Vid detektion av gener som kodar for aminoglykosidresistens var det ocksé en skillnad mellan AMRFinder
och ResFinder/staramr. AMRFinder hittade tva fler isolat med genen aph(3')-111a och for ett isolat
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identifierade AMRFinder den som positiv for aadE, medan ResFinder rapporterade samma isolat som
positiv for ant(6)-1a. Forklaringen nér det géller ant(6)-la/aadE &r att det i Resfinders databas finns fyra
stycken olika ant(6)-1a inkluderade varav en &r identiskt med den som bendmns aadE i AMRFinder
(manuellt undersokt av forfattarna, ej visade data), och denna sekvens skiljer sig ocksa tydligt fran de andra
ant(6)-la (ej visade data). Att samma gen har tva olika beteckningar beror pa att det anvands i huvudsak tva
olika nomenklaturer parallellt for dessa enzymer och deras gener, vilket gor att det finns dverlapp i
namngivningen (Ramirez och Tolmasky, 2010). Det finns saledes behov av att faststélla en internationellt
standardiserad och harmoniserad nomenklatur for dessa enzymer och de gener som kodar for dem. Det
behovs aven fordjupade studier runt aminoglykosidresistensenzymers nedbrytningsspektra (Ramirez och
Tolmasky, 2010, NCBI, 2021). | denna understkning inkluderades dock inte aminoglykosider i den
fenotypiska resistensbestamningen pa grund av det begransade antalet isolat med dessa resistensgener samt
att aminoglykosider inte anvands for att behandla campylobacterinfektioner i Sverige, d&ven om anvéndning
forekommer globalt (Kaakoush et al., 2015, Shen et al., 2018).

AMRFinder och Resfinder/staramr skiljer sig ocksa i hur de detekterar resistensmarkorer dar AMRFinder
anvander sig av translaterade proteinsekvenser for att detektera resistensgener och punktmutationer medan
ResFinder och staramr anvénder sig av nukleotidsekvenser. Det &r en fordel att anvénda proteinsekvensen,
eftersom det ar forandringar i den sekvensen som ger upphov till eventuella fordndringar i resistensfenotyp
och sa kallade tysta mutationer (en mutation som inte ger nagon forandring i proteinsekvens) i
nukleotidsekvensen negligeras da (Feldgarden et al., 2019, Feldgarden et al., 2020). En ytterligare fordel
med att anvanda AMRFinder &r att NCBI, som har utvecklat det verktyget, har tagit pa sig ansvaret att
handha och namnge nya gener som kodar for dverforbar resistens mot antibiotika som beddms vara sarskilt
viktiga for folkhalsan (WHO, 2019). Det galler nya gener for beta-laktamaser med utvidgat spektrum
(ESBL), overforbar fluorokinolonresistens och kolistinresistens.

Att anvanda genotypisk resistensbestamning i 6vervakningssyfte

I Sverige och manga andra lander i till exempel EU har man alltmer borjat anvanda helgenomsekvensering
som det primara typningsverktyget i den mikrobiella 6vervakningen, liksom i utbrottsutredningar och i
kallattributionsstudier. Fritt tillgdngliga verktyg och databaser for bioinformatisk resistensbestamning, vilka
ocksa har utvarderats i denna undersokning, ger mojlighet att komplettera redan etablerade analysfloden. |
ett OneHealth-perspektiv kan man i projekt som detta undersoka och jamfora antibiotikaresistens hos
livsmedelsburna bakterier och hos patienter, for att lattare kunna vérdera spridningspotential och
folkhalsorisker. Svenska genotypiska data for resistensovervakning av campylobacter kan sattas i ett EU-
perspektiv vid till exempel rapportering till ECDC och Efsa, for att ge kunskap om resistensléget och se
trender. Fortfarande gors fenotypisk resistenshestamning vid de kliniska mikrobiologiska laboratorierna nar
det finns behov av resistensbestamning som grund for antibiotikabehandling da den ger ett snabbare svar,
samt att de genotypiska resistensmarkdérerna, eller avsaknad av desamma, ibland kan avvika fran de
fenotypiska resultaten.
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Slutsatser

e Ingetav isolaten av C. jejuni fran varken kétt eller patienter innehdll markorer for resistens mot
makrolider, vilka numera &r forstahandsval i Sverige for infektioner med campylobacter.

e Samma typer av markdrer for resistens mot de kliniskt viktiga antibiotikaklasserna kinoloner,
tetracykliner och aminoglykosider aterfanns hos C. jejuni fran bade kycklingkott och patienter.

e Markorer for resistens mot kliniskt viktiga antibiotika var Klart vanligast férekommande hos
C. jejuni fran utlandskt kott och patienter som smittats utomlands, vilket kan aterspegla den
generellt l&gre anvandningen av antibiotika till livsmedelsproducerande djur och méanniskor i
Sverige i forhallande till andra lander.

e Kilusteranalyser for att undersokta genetiskt slaktskap mellan C. jejuni fran kycklingkott och fran
patienter visade att narbesléktade isolat bar pa samma typ av resistensmarkarer alternativt saknade
markorer, framfor allt isolat fran svenskt kycklingkdtt och patienter som rapporterats smittade i
Sverige.

e Utvardering av formagan hos de anvanda bioinformatiska verktygen och tillhérande databaser for
resistensbestamning visade att AMRFinderPlus detekterade fler resistensmarkorer i generellt fler
isolat av Campylobacter spp. an ResFinder och staramr.
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Bilaga

Verknings- respektive resistensmekanismer hos campylobacter for
fluorokinoloner, makrolider, tetracykliner och aminoglykosider
beskrivs nedan.

Fluorokinoloner

Verkningsmekanism

Fluorokinoloner, till exempel ciprofloxacin, hammar tillvaxten hos bakterier genom att blockera tva
bakteriella enzymer, DNA-gyras och topoisomeras 1V, vilka krdvs for bakteriers DNA-replikation och
transkription av gener.

Resistens hos campylobacter

Resistens mot fluorokinoloner uppkommer framst genom punktmutationer pa kromosomen i de gener som
kodar for DNA-gyras (gyrA, gyrB) eller DNA-topoisomeras (parC, park) (RAF, 2019). Den viktigaste
resistensmekanismen hos campylobacter ar punktmutationer i genen gyrA dér kinoloner binder in (Shen et
al., 2018). En sadan mutation gor att antibiotikumet inte kan blockera enzymet, vilket &r tillrackligt for att
medfora hoggradig fenotypisk resistens mot samtliga kinoloner. Mutationen C257T i gyrA-genen, vilken
leder till T861-utbyte i gyras-enzymet, ar den vanligaste beskrivha mekanismen som ger resistens mot
fluorokinoloner. Aven forandringarna T86V, T86K, A70T och D9ON har rapporterats hos campylobacter.
Inaktivering av den kromosomalt kodade effluxpumpen CmeABC har visats gora bakterier helt kénsliga for
fluorokinoloner trots punktmutationerna, vilket indikerar att pumpen ar nédvandig for sadan typ av
resistens. Aven plasmidburen kinolonresistens i form av qnrS-gener har rapporterats hos campylobacter
(Marin et al., 2020, Abbasi et al., 2019). Qnr-enzym skyddar fluorokinolonernas bindningsstalle och
medfor vanligen laggradig fenotypisk resistens (RAF, 2019).

Makrolider

Verkningsmekanism

Makrolider, till exempel erytromycin, binder till bakteriers ribosomer, vilket hdmmar proteinsyntesen som
sker dar och darmed kan inte bakterierna foroka sig. Bindningsstéllet &r den ribosomala RNA-molekylen,
23S rRNA, som tillsammans med 5S rRNA och flera ribosomala proteiner utgér den stérre 50S-subenheten
i ribosomen. Den kemiskt nédra besléktade azaliden azitromycin har samma verkningsmekanism.

Resistens hos campylobacter

Resistens mot makrolider uppkommer framst genom att bindningsstéllet i ribosomen dndras sa att
antibiotikumet inte kan binda in. Modifiering av bindningsstallet kan bland annat ske genom tillagg av en
metylgrupp, vilket leder till minskad bindning av makrolider till ribosomen. Den s kallade metyleringen
orsakas av ett metyltransferas som kodas av plasmidburna eller kromosomala erm-gener, varav genen
erm(B) har rapporterats hos campylobacter, och medfor ofta hdggradig makrolidresistens (Shen et al.,
2018).
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Den i litteraturen vanligaste beskrivna modifieringen av bindningsstéllet & dock genom punktmutationer i
23S rRNA-genen vid positionerna 2074 och 2075. Det dr den vanligaste resistensmekanismen hos
campylobacter och medfér hoggradig fenotypisk resistens mot makrolider (Shen et al., 2018). Aven
punktmutationer i form av utbyten och tillagg av nukleotider i gener for ribosomala proteinerna i 50S-
subenheten, L4 (rplD-gener) respektive L22 (rplVV-gener), har kopplats samman med makrolidresistens. Det
ar dock oklart huruvida dessa ger en fenotypisk resistens, och den verkar i sa fall vara laggradig jamfort
med mutationer i 23S rRNA (Bolinger och Kathariou, 2017, Dahl et al., 2021, Hull et al., 2021).
Resistensmekanismer som orsakas av punktmutationer fungerar synergistiskt med effluxpumpen,
CmeABC. Det innebér att inaktivering av pumpen kan gora bakterier med sadana punktmutationer mer
kansliga for makrolider, men inte ndédvandigtvis helt k&nsliga (Shen et al., 2018).

Tetracykliner

Verkningsmekanism

Tetracyliner, till exempel tetracyklin, hdmmar ocksa ribosomernas funktion vid proteinsyntesen i bakterier
sd att de slutar att foroka sig. Denna typ av antibiotika binder daremot till 16S rRNA-molekylen hos den
lilla 30S-subenheten i ribosomen.

Resistens hos campylobacter

Den vanligast rapporterade mekanismen for tetracyklinresistens hos campylobacter ar nérvaro av ett
ribosomalt skyddsprotein, som kodas av genen tet(O) (Shen et al., 2018). Proteinet binder till ribosomen
alldeles i narheten av tetracyklin, vilket gor att bindningsstallet for tetracyklin modifieras sa att
antibiotikumet slapper fran ribosomen. Genen tet(O) kan finnas antingen pa plasmid eller i kromomen.
Ut6ver tet(O) har ocksa en sa kallad mosaikgen bestaende av tet(O/32/0) rapporterats ge
tetracyklinresistens hos campylobacter, och nyligen rapporterades en mosaikgen dar tet(32) ersatts av en
tet(M), tet(O/M/QO) (Warburton et al., 2016, Hormeno et al., 2020, Lopes et al., 2019). En kinesisk studie
har nyligen rapporterat om en tet(L)-genvariant, vilken ocksa gett nedsatt kanslighet mot tetracyklin hos
campylobakter (Yao et al., 2020).

Resistens mot tetracykliner kan ocksa uppkomma genom effluxpumparna, CmeABC och CmeG, vilka &r
transportproteiner som pumpar tetracyklin och andra antibiotika ut ur cellen. Enligt Shen et al. (2018)
behdvs bada typerna av resistensmekanismer, Tet(O) och CmeABC, for att medféra hoggradig fenotypisk
resistens mot tetracykliner. Inaktivering av ndgon av pumparna okar kansligheten hos campylobacter for
tetracykliner (Shen et al., 2018).

Aminoglykosider
Verkningsmekanism

Aminoglykosider, t.ex. gentamicin, interagerar ocksa med den lilla 30S-subenheten i ribosomen, med ett av
de ribosomala proteinerna, och hammar proteinsyntesen hos bakterier, men till skillnad mot tetracykliner sa
har aminoglykosider en avdddande effekt.

Resistens hos campylobacter

Den frémsta mekanismen for resistens mot aminoglykosider hos campylobacter &r enzymatisk inaktivering
(Fabre et al., 2018, Shen et al., 2018). Det innebér att olika enzymer forandrar strukturen hos
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aminoglykosider sa att de inte kan binda till ribosomen, genom att sétta pa en fosfatgrupp, acetylgrupp eller
adenyl/nukleotidgrupp. Flera genvarianter for sadana fosfotransferaser (aph-gener), acetyltransferaser (aac-
gener) respektive adenyl/nukleotidyltransferaser (aad/ant-gener) férekommer hos campylobacter och
medfor varierande grad av fenotypisk resistens mot olika aminoglykosider (Fabre et al., 2018, Shen et al.,
2018). Exempel pa vanligt forekommande resistensgener hos campylobacter édr aph(3°)-111a/aphA-3, som
vanligtvis medfér amikacin- och kanamycinresistens, samt olika varianter av aph(2’”) och aadE/ant(6), som
vanligtvis ger gentamicin- respektive streptomycinresistens (Fabre et al., 2018).

Betalaktamer

Verkningsmekanism

Betalaktamantibiotika, t.ex. ampicillin, hdmmar tillvéxten hos bakterier genom att binda till och inaktivera
sa kallade penicillinbindande proteiner; transpeptidaser i peptidoglykanlagret av bakteriecellen, vilket gor
att cellvédggssyntesen blockeras.

Resistens hos campylobacter

Resistens mot betalaktamer orsakas vanligen av produktion av en slags hydrolyserande enzym,
betalaktamaser, som inaktiverar sadana antibiotika och som kodas av sé kallade bla-gener. Nya varianter av
dessa enzymer utvecklas genom stegvisa punktmutationer, varav ett flertal olika enzymer av typen OXA
har rapporterats hos campylobacter. Dessa kodas av kromosomala blaOXA-gener och ger resistens mot
penicillinliknande preparat (Hull et al., 2021, Rivera-Mendoza et al., 2020). Det tycks dock krévas en
mutation i promotorregionen av blaOXA-genen for att den ska uttryckas hos bakterien, vilket gor att
forekomst av blaOXA inte alltid medfor fenotypisk resistens (Zeng et al., 2014, Ocejo et al., 2021).

Effluxpumparna CmeABC och CmeDEF kan ocksa medfdra resistens mot betalaktamantibiotika.
Inaktivering av dessa pumpar har visats ge 6kad kanslighet mot ampicillin (Shen et al., 2018).
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