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Orsaker till antibiotikaresistens hos tarmbakterier fran kalvar i
mjolkbesattningar

Oversikt

| projektet undersoks samband mellan forekomst av resistenta tarmbakterier hos mjolkkalvar
och anvandningen av antibiotika. Sarskild vikt har lagts vid om utfodring av kalvar med mjolk
fran kor som behandlats med antibiotika paverkar férekomsten av resistenta bakterier hos
kalvarna.

Avsikten &r att klarlagga samband som kan vara underlag for rekommendationer for att
minska forekomsten av resistens hos kalvarna. Ett exempel pa en sddan rekommendation &r
hur mjolk fran antibiotikabehandlade kor bor anvandas.

Projektet ar ett fyraarigt doktorandprojekt som avslutas med att doktoranden disputerar i maj
2015. Har redovisas aktiviteter under de tva forsta aren ”"Del I” (2011-2012) enligt
projektansckan V10300056. Medel for doktorandprojektets avslutande ar "Del 11’ (2013-15)
har beviljats genom V1223008 och kommer att slutredovisas i juli 2015.

Projektledning

Projektet drivs fran Avdelningen for Djurhalsa och Antibiotikafragor vid SVA. Doktorand i
projektet &r veterindr Anna Duse.

Projektet leds av Docent Bjorn Bengtsson tillsammans med 6vriga sokande Professor Karin
Persson Waller, VMD Ylva Persson och Professor UIf Emanuelson. | ledningsgruppen ingar
ocksa VMD Helle Ericsson Unnerstad laboratorieveterinar vid SVA.

En referensgrupp ar knuten till projektet. | gruppen ingar: Laborator Christina Greko,
veterindr Maria Torsein, veterinar Torben Bennedsgaard och agronom och mjélkproducent
Annica Lundgren. Projektgruppen samlades vid projektstarten februari 2011 och i januari
2013 for att diskutera uppnadda resultat och planlagga andra delen av projektet.

Bakgrund (for referenser se projektansdkan)

| Sverige &r resistenslaget i saval veterinar- som humanmedicin mer fordelaktigt an i de flesta
andra lander. Inte minst &r laget gott bland svenska nétkreatur dér resistens ar ovanlig hos
bakterier som framkallar sjukdom i juver, luftvagar och kldvar. Ocksa hos tarmbakterier som
Escherichia coli (E. coli) och enterokocker fran friska svenska mjolkkor och ungnét ar
resistens ovanligt.

Hos yngre kalvar &r dock tarmbakterier som E. coli ofta resistenta (oké&nsliga) mot antibiotika
som anvands for behandling av bade méanniskor och djur. Eftersom resistensen ofta ar
Overforbar ar tarmbakterierna en reservoar for resistensanlag (gener) som kan foras over till
bakterier som orsakar sjukdom hos djur och/eller manniskor.

Utlandska undersokningar i mjolkbesattningar visar en liknande bild med en mycket hog
andel resistens bland E. coli fran kalvar under mj6lkperioden och en mycket lagre forekomst
bland &ldre djur. Hos savél svenska som utlandska kalvar ar resistens mot ampicillin,
streptomycin, sulfa eller tetracyklin vanligast och resistens mot andra antibiotika forekommer
i lagre frekvens.

Orsakerna till den hoga forekomsten av resistens hos kalvar ar flera men ett selektionstryck
genom anvandning av antibiotika ar av central betydelse eftersom det innebér att resistenta
bakterier gynnas (selekteras) pa bekostnad av de som &r kénsliga.



En faktor som diskuterats & om unga kalvar utsétts for ett "dolt” selektionstryck genom att de
ibland utfodras med mjdlk fran kor som behandlats med antibiotika. Behandlade kor utsondrar
en del av tillford antibiotika i mjolken och mojligen ar koncentrationerna under behandlingen
och delar av karenstiden for humankonsumtion sa hoga att resistenta bakterier i tarmfloran
gynnas om mjo6lken ges till kalvar.

Né&r mjolkkor i Sverige antibiotikabehandlas anvands i majoriteten av fallen bensylpenicillin
och det &r detta antibiotikum som kalvarna i huvudsak skulle kunna exponeras for om de ges
mjolk fran behandlade kor. Men E. coli &r naturligt okanslig (resistent) mot bensylpenicillin
som &r ett antibiotikum med smalt spektrum. Dessutom inaktiveras detta antibiotikum i stor
utstrackning vid passagen av I6pmagen. Den selektiva effekten mot resistenta tarmbakterier
hos kalvar genom rester av bensylpenicillin i mjolk fran behandlade kor ar darfor sannolikt
liten.

Antibiotika med bredare spektrum som ocksa anvands till mjolkkor, som enrofloxacin,
ceftiofur, streptomycin, tetracyklin och trimetoprim-sulfa, ger sannolikt ett storre
selektionstryck an bensylpenicillin. Selektionen kompliceras ocksa av att E. coli kan forvarva
resistens mot flera antibiotika, sa kallad multiresistens. Anvandning av ett antibiotikum kan
darfor innebdra att forekomsten av resistens mot en eller flera andra substanser ocksa gynnas,
sa kallad ko-selektion.

Genomforda studier i Del | (Projektansdkan V1030056)
Projektet har foljt den plan som sattes upp i ansdkningar.

Enké&tundersokning — anvandning av mjolk fran antibiotikabehandlade kor

Under varen 2011 gjordes en webbenkat om och hur mjélkproducenter anvander mjélk fran
antibiotikabehandlade kor till kalvar. Enké&ten gick ut till 1735 mjoélkproducenter vilket ar 33
% av landets alla mjolkproducenter.

Enkaten besvarades av 457 mjolkproducenter och visade att ramjolk fran kor som behandlats
med antibiotika vid sinlaggningen ges till kalvarna pa de flesta gardar (89 %) medan nagot
farre (85 %) anvande 6vergangsmjolk fran kor som antibiotikabehandlats vid sinlaggningen.

Mijolk fran kor som antibiotikabehandlas under laktationen anvandes som foder till kalvarna
under den tid kon fortfarande behandlas pa cirka hélften av gardarna (56 %). En stérre andel
gardar (79 %) anvander mjolken efter det att behandlingen avslutats men under karenstiden,
innan den far levereras for human konsumtion. Bonderna var mindre benégna att anvanda
mjolken fran kor som behandlats for juverinflammation &n om de behandlats for nagon annan
sjukdom.

Att anvanda mjolk fran antibiotikabehandlade kor som foder var vanligare pa konventionella
gardar an pa ekologiska och vanligare i sdra Sverige an i andra delar av landet. Det var
mindre vanligt att anvanda sadan mjolk pa gardar med kall 16sdrift &n pa gardar med andra
inhysningssystem.

Detta ar den forsta studie som systematiskt undersokt hur mjolk fran antibiotikabehandlade
kor i svenska mjolkbesattningar anvénds. Studien visar att kalvar i en stor andel av
besattningarna sannolikt exponeras for rester av antibiotika via mjolk fran behandlade kor.

Det finns endast ett fatal liknande undersékningar fran andra lander publicerade men rutinerna
i England och Wales for anvandning av mjolk fran behandlade kor liknar de i Sverige
(Brunton et al., 2012). | Kanada och USA ar daremot anvandningen av sadan mjolk mindre
vanlig (USDA, 2007; Vasseur et al., 2010).



Resultaten fran studien har presenterats pa nationella och internationella konferenser och
moten samt uppmarksammats i branschtidskrifter och publicerats i en vetenskaplig tidskrift
(Duse et al., 2013) (se Resultatférmedling nedan).

Besattningsstudie - resistens i relation till anvandning av mjélk fran behandlade kor

For att undersoka om exponering av kalvar for mjélk som kan innehalla rester av antibiotika
Okar sannolikheten for resistens hos kalvarna gjordes en ny enkatundersokning. Enkaten
sandes till de mjolkproducenter som i den tidigare enkaten anmalt intresse for att vara med i
en utokad studie och kombinerades med att varje djuragare sande in avforingsprov fran tre
kalvar for bakteriologisk undersokning. Studien paborjades i augusti 2011 och slutfordes i
december 2012.

Specifikt undersoktes om utfodring av kalvar med ramjélk och dvergangsmjolk fran
sintidsbehandlade kor eller med mjolk fran kor som behandlades under laktationen ar
riskfaktorer for resistens hos kalvarna. Betydelsen av antibiotikabehandling av kalvar och kor,
kalvarnas alder och beséattningsfaktorer sasom besattningsstorlek, inhysningssystem och
geografisk lokalisation undersoktes ocksa. Avsikten var ocksa att undersoka forekomsten
(frekvensen) resistens hos tarmbakterien E. coli fran friska kalvar under mjélkperioden.

Totalt deltog 243 besattningar i enkaten och prov fran 756 kalvar i aldern 7-28 dagar
undersoktes. Selektiv bakteriologisk odling av varje prov for férekomst av E. coli resistent
mot streptomycin, tetracyklin eller cefotaxim visade att sadana bakterier fanns i 90 %, 49 %
respektive 11 % av proven.

Undersokning av resistens hos ett slumpmaéssigt valt isolat av E. coli fran varje prov visade att
cirka hélften (48 %) av isolaten var resistenta mot minst ett antibiotikum. Vanligast var
resistens mot streptomycin (40 %), sulfa (31 %), tetracyklin (23 %) och ampicillin (19 %).
Cirka en fjardedel av isolaten (27 %) var resistenta mot tre eller fler antibiotika.

Fran nio kalvar isolerades E. coli med 6verforbar resistens av ESBL-typ vilket ar forsta
gangen bakterier med sadan resistens pavisats hos notkreatur i Sverige.

Analys av resultaten (multivariabel regression) fran resistensundersokningarna i relation till
enkatsvaren visade att anvandning av ramjolk fran sintidsbehandlade kor inte 6kade risken for
resistens hos E. coli bakterier hos kalvarna. Anvandning av mjélk fran kor som behandlats
med antibiotika under laktationen 6kade daremot risken for kinolon- eller
streptomycinresistens hos E. coli-bakterier i kalvarnas tarmflora. Risken for kinolonresistens
Okade ytterligare om korna behandlats med kinolonantibiotika (enrofloxacin).

Aven andra faktorer sésom anvandning av DHS-tabletter till kalvar, anvandning av tetracyklin
eller ceftiofur i besattningen liksom inhysning av kalvar och deras alder men ocksa gardens
geografiska lokalisation var forknippade med ¢kad forekomst av specifika resistenstyper.

Studien tyder pa att forekomst av resistens hos tarmbakterier fran kalvar beror av flera
faktorer och visar att anvandning av mjélk fran kor som behandlas under laktationen som
foder at kalvarna &r en av dessa. Genom att begransa anvandningen av mjolk fran kor som
behandlas under laktationen skulle forekomsten av resistenta bakterier i kalvarnas tarmflora
kunna minskas.

Resultat fran studien har presenterats vid nationella och internationella méten och konferenser
och sammanstéllts i en artikel accepterad for publicering i Journal of Dairy Science(se
Resultatférmedling nedan).



Genomférda och pagaende studier i Del Il (Projektanstkan V1223008)

I Del Il av doktorandprojektet gors en fordjupad undersékning genom besok och provtagning
i ett tjugotal av besattningarna fran besattningsstudien i Del | for att narmare studera
skillnader i rutiner/karakteristika hos besattningar med hog respektive lag forekomst av
kinolonresistens hos kalvarna. Del 11 ska slutredovisas till SLF i maj 2015 men en kort
summering av arbetet lamnas hér.

Auvsikten &r att identifiera vilka faktorer som &r av storst betydelse for forekomsten av denna
typ av resistens och att undersoka hur kinolonresistens sprids inom en beséttning. Dessutom
studeras hur resistens mot nyare generationers cefalosporiner (ESBL-resistens) sprids i en
beséttning.

| besattningarna tas prov for bakteriologisk undersokning fran kor, kalvar och mjolk samt fran
miljon. Djurdgaren intervjuas detaljerat om specifika rutiner som kan tdnkas ha betydelse for
forekomsten av resistens.

Besattningsbesdken har genomforts under host och vinter 2013-2014 och for nérvarande
pagar kompletterande undersokningar av isolerade bakteriestammar. Bland annat gors typning
(MLVA) av bakterierna for att faststalla deras sléaktskap, som underlag for slutsatser om hur
de sprids i en besattning. Darefter vidtar epidemiologisk analys av resultaten och
sammanstallning.

Med underdkningarna hoppas vi kunna visa hur de resistenta bakterierna sprids mellan djur i
en beséttning och att kunna identifiera enskilda faktorer som ar av speciell betydelse.
Forhoppningsvis kan spridningen av resistens begransas om de enskilda faktorerna atgardas.
Undersokningen ska ge underlag for tva artiklar i vetenskaplig tidskrift.

Slutsatser

Studierna visar att mjolk fran kor som behandlats med antibiotika anvands som foder till
kalvar i manga besattningar i Sverige.

Studierna visar ocksa att flera faktorer har betydelse for forekomsten av antibiotikaresistenta
E. coli i kalvarnas tarmflora och att de flesta faktorer som utvarderats har relativt liten, men
statistiskt signifikant, betydelse. En sadan faktor ar utfodring av mjolk fran kor som
antibiotikabehandlats under pagaende laktation och det kan déarfor vara motiverat att begransa
anvandning av sadan mjolk som fodermedel. Ett satt att minska riskerna dr att kassera sadan
mjolk under pagaende behandling av kon och att helt undvika att utfodra med sadan mjolk
fran kor som har behandlats med kinoloner.

Ramjolk fran sinbehandlade kor kan daremot ges till kalvar da det inte tycks ha nagon
betydelse for forekomsten av resistenta tarmbakterier Dock ar det lampligt att begrénsa
anvandandet av vissa antibiotikapreparat, t.ex. DHS-tabletter till kalvar.

Resultatformedling
Projektet har i huvudsak foljt den resultatférmedlingsplan som angavs i ansokan.
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Kurser som Anna Duse genomgatt

1.

EURL-AR Training Course, Genotypic characterization of antimicrobial-resistant
bacteria. 5 dagar (1.5 hp), 2011.



N

Laboratory Animal Science, Sveriges Lantbruksuniversitet. 5 dagar (1.5 hp). 2011.

3. Information retrieval and methods for scientific communication. Sveriges
lantbruksuniversitet. (2 hp). 2011.

4. NOVA Post Graduate Course in Research Methodology — Planning of Controlled

Clinical and Experimental Trials, Basic and Laboratory Research Faculty of Life

Science, University of Copenhagen, Denmark. 2 veckor (6 hp). 2011.

5. EpiINOVA advanced course GIS (geographical information system) and spatial analysis
using open source software. Helsinki University, Finland. 10 dagar (6hp). 2012.

6. Workshop in Molecular Epidemiology. Ghent, Belgien. 3 dagar (1 hp). 2012.

7. Statistics for biologists Il. Sveriges lantbruksuniversitet. (7.5 hp). 2013.

8. Infection microbiology — Bacterial typing and antimicrobial resistance. (6 hp). 2013.

9. Grundkurs i hogskolepedagogik. Sveriges Lantbruksuniversitet. (6 hp). 2014.

Ekonomisk redovisning

Kostnader i projektet har fran februari 2011 och fram till augusti 2013 tackts av medel fran
projektansdkan V1030056. Budgeten i ansokan har delvis modifierats sa att medel under
”Material” istéllet delvis anvants till Ionemedel for doktoranden. Denna foréandring har i e-
postkontakt i december 2012 godkénts av SLF (Nilla Nilsdotter Linde).

Saldo (SEK) per 30/6 2014.

Intakter 1733000
Kostnader
Loner -744 928
Sociala avgifter -374 743
Externa tjanster -15 480
Interna tjanster -30 000
Resor Konferenser -66 861
Forbrukningsmateriel -205 745
Laboratorieundersokningar -685
SVA
Overhead -344 640
Utgaende balans -50 082
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