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SAMMANFATTNING

Med en tillvéaxt pa 10-20 % mellan aren 2004 och 2010 &r hastnaringen en vaxande bransch.
Kopplat till konstaterat hoga utslapp av naringsamnen fran hastanlaggningar och indikationer
pa utslapp aven av fororeningar i form av fekala mikroorganismer gor det till en bransch som
ar angelagen ar undersdka med avseende pa dess miljopaverkan. Studien jamforde halter av
fekala indikatorbakterier i vattendrag uppstréoms och nedstroms stérre hédstanlaggningar, och
analyserade ocksa forekomsten av ESBL-producerande E.coli bade i vattendragen och i godsel.
Ingen Salmonella spp., som analyserades som ett exempel pa en fekal patogen, hittades i
studien. Ingen koppling kunde géras mellan héstanlaggningar och vattnets mikrobiologiska
kvalité, &ven om enstaka gardar gav upphov till misstanke om fororening. Resultaten kan vara
falskt negativa da studien genomfordes vid torrt vader utan namnvard avrinning. ESBL-
producerande E.coli hittades i ca 30 % av bade vatten- och gddselproverna. Fler vattenprov
nedstroms anlaggningarna var positiva for resistenta E.coli &n uppstroms. Alla isolat var
multiresistenta i varierande grad, och flera var resistenta mot de antibiotika som anvands till
hast. Resultaten tyder pa att ESBL-producerande E.coli forekommer spritt i miljon och
forekommer pa besattningsniva i hdg utstrackning.

SUMMARY

The horse industry is growing in Sweden with a growth rate of 10-20% between the years 2004
to 2010. Previous studies tell us of high emissions of nutrients, and suggest possible emissions
of fecal microorganisms. Altogether this makes it an interesting industry to study regarding its
environmental effects. This study compared the amount of fecal indicator bacteria in waters up-
and downstream of larger horse stables, and analyzed the prevalence of ESBL-producing E.coli
in both the waters and horse manure. Salmonella spp. was analyzed as an example of a fecal
pathogen, but not found in any of the samples. No correlation was found between higher
numbers of indicator bacteria and the stables, though specific stables were suspected to be a
source of contamination. These may be false negative results due to very dry weather during
the period of sampling resulting in minimal runoff. ESBL-producing E.coli were found in
approximately 30 % of both water and manure samples. More water samples downstream were
positive for ESBL-producing E.coli than upstream. All the isolates carried multi-resistance, and
many were resistant to several, or all, of the antibiotics used to treat horses. The results indicate
a widespread prevalence in the environment and in horses on herd level.
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INLEDNING

Vatten &r livsnodvandigt for allt liv pa jorden och World Health Organization, WHO, (2011)
pekar ut tillgangen till sakert dricksvatten som en grundlaggande mansklig rattighet. |1 Sverige
har vi sedan lange varit bortskdmda med rent vatten i riklig mangd, men for att detta ska vara
en verklighet &ven i framtiden behdver alla mojliga kéllor till utsl&pp och férorening utvarderas
och, om sa behdvs, atgardas. Ungefar halften av det svenska dricksvattnet kommer fran
ytvatten, och halften fran grundvatten. Ytvatten ar mer exponerat och risken ar storre att det
innehaller fororening; darfor bereds det oftast mer an grundvatten, som ibland inte behover
bearbetas alls. Innan vattnet nar konsumenten behandlas det i vattenverk med olika avskiljande
och inaktiverande steg for att gora det sékert att dricka, framfor allt ur mikrobiologisk synpunkt.
Forutom vatten fran vattenverk far en del hushall vatten fran egna, gravda eller borrade, brunnar
(Svenskt Vatten, 2016). Utslapp av fekala mikroorganismer till vattendrag i miljon, vilket kan
gora vattnet osakert ur mikrobiologisk synpunkt, kan komma fran flera typer av kallor. En del
av utslappen kommer ifran avlopp och reningsverk efter att ha startat i vara hem, vart samhélle
och vara industrier, och en annan del bestar av direkt fororening av fekalier antingen direkt eller
via avrinning. Det senare kan orsakas av saval vilda som tama djur som lever i anslutning till
vattendrag, eller avrinning fran till exempel godsel och animalieproduktion i vattnets narhet.

Mikrobiologiska faror ar enligt WHO (2011) det storsta hotet mot dricksvattensdkerheten.
Fekala fororeningar ar bade den vanligaste orsaken och storsta risken for mikrobiologiska faror
géllande vatten. Utdver de risker som finns idag kommer kommande klimatférandringar inte
bara gora vatten till en bristvara, utan riskerar ocksa att hota dess kvalité. Risken med fekala
fororeningar ar de manga sjukdomar som kan spridas fekal-oralt. De enskilda patogenernas
forekomst dr svara att forutse och analysera, och darfor anvéands ofta fekala indikatorbakterier,
som till exempel Escherichia coli och Enterococcus spp. (enterokocker), istéllet for att
utvardera vattenkvalitén. Ett vatten utan fekala indikatorbakterier kan dock anda innehalla
patogener eftersom 6verlevnaden for olika mikroorganismer varierar. | denna studie analyseras
Salmonella spp. som en mojlig fekal patogen da Salmonella spp. har misstankts kunna spridas
mellan gardar via vatten, och E.coli samt enterokocker som fekala indikatorbakterier.
Fororening av vatten med fekala mikroorganismer fran livsmedelsproducerande djur har
studerats i viss utstrdckning genom analys av fekala indikatorbakterier, bland annat i
Ostersjoregionen inom ramen for Baltic Compass (Norman Haldén et al., 2013). Flera studier
tyder pa kopplingar mellan betande djur och djuranlaggningar och forhojda halter av fekala
indikatorbakterier i omkringliggande vattendrag. Det finns mycket fa studier kring utslapp av
fekala fororeningar fran hastar och hastanlaggningar men Sullivan (2010) anser att man kan
overfora kunskaperna det finns kring utslapp fran nétkreatur till hast. Daremot finns manga
studier kring utslapp av naringsamnen fran hastgodsel till omkringliggande vattendrag vilket
kan indikera dven spridning av mikroorganismer fran godseln. Hastnaringen i Sverige véxer
(Persson et al., 2005) och dess inverkan pa miljon borde darfor undersokas.

Antibiotikaresistensen okar bland djur och manniskor i Sverige sa val som utomlands (Swedres-
Svarm, 2014; WHO, 2014) och de senaste aren har det kommit flera rapporter om fynd av



antibiotikaresistenta bakterier i miljon och ytvatten (Lansstyrelsen Orebro lan, 2012; Egervarn
et al., 2013). Samtidigt har forskningen inte lyckats fa fram nagon ny grupp av anvandbar
antibiotika pa narmare 30 ar. Antibiotikaresistensen hos fekala indikatorbakterier som E.coli
undersoks vanligtvis i studier och detta kan anvandas som indikator pa resistensen hos en
undersokt grupp djur eller miljo, och indirekt visa pa mangden anvand antibiotika (Swedres-
Svarm 2014). De resistenta bakterierna behover i sig inte orsaka sjukdom men kan béra pa
resistensgener som de kan fora vidare till andra bakterier. Denna studie ar tdnkt som en
pilotstudie for att utvardera eventuella risker med fekala fororeningar och spridning av
antibiotikaresistens till miljon fran storre hastanlaggningar i Sverige.



LITTERATUROVERSIKT

Hasthallning i Sverige

Jordbruksverket undersokte ar 2004, for forsta gangen pa 50 ar, hur manga hastar som fanns i
landet (Persson et al., 2005). Da uppskattades antalet till drygt 280 000 fordelat pa 56 000
anlaggningar, vilket senare visades vara en underskattning. Antalet hastar hade dnda 6kat med
10-20% fram till 2010 till drygt 360 000 héastar férdelat pa knappt 80 000 anlaggningar (Enhéll,
2011). | den senaste undersokningen 2010 hade Skane fler hastar an nagot annat lan, medan
Gotland hade flest hastar per invanare (Enhéll, 2011). Bade 2004 och 2010 ars undersékningar
uppskattade hasttatheten som storst i och kring tatorter, da tre fjardedelar av alla hastar, och tva
tredjedelar av alla hastanlaggningar l1ag i storre tatorter eller tatortsnara omraden (Persson et
al., 2005; Enhall 2011). En enkatundersokning under 2010 (Enhéll et al., 2012) identifierade
hur hasthallningen sag ut i Sverige. Avel och uppfddning var de vanligaste inriktningarna bland
de som holl hastar naringsmassigt, men det vanligaste var hasthallning som hobby vid sidan av
annan anstéllning.

Godselhantering

Lagstiftningen angaende godsel och gddselhantering hos hast bygger pa Miljobalkens SFS
1998:808 allméanna hansynsregler 2 kap 38, som sager att man ska utfora skyddsatgarder och
vidta den forsiktighet som krdvs for att forhindra att man orsakar skada eller oldgenhet for
manniskors hélsa eller miljon. Detta innebar enligt Férordning SFS 1998:915 om miljéhansyn
i jordbruket att lagringsutrymmet ska vara utformat sa att avrinning och lackage fran godsel till
miljon inte sker. De flesta hasthallare lagrar sin godsel pa betongplatta och drygt 15 % anvander
container eller vagn. Drygt 60 % av hasthallarna sprider godseln pa egen mark och hos cirka en
tredjedel tas godseln omhand av andra lantbrukare (Enhall et al., 2012).

Fekala fororeningar i vatten

Dricks- och badvattens mikrobiologiska kvalité ar reglerat bade i europeisk och i svensk
lagstiftning. Badvatten bedoms utifran mangden sa kallade indikatorbakterier, E.coli och
intestinala enterokocker. Indikatorbakterier finns i varierande mangd i avforing fran alla djur,
inklusive manniskor, och indikerar saledes fekal fororening. Ett vatten fritt fran
indikatorbakterier behover daremot inte vara fritt fran andra patogena bakterier eftersom
indikatorbakterierna ofta har kortare éverlevnadstid an dessa (WHO, 2011). Gransvarden finns
for bade tillfredstallande, bra, och utmarkt kvalité i inlands- respektive kustvatten. Enligt
Europaparlamentets och radets direktiv 2006/7/EG om forvaltning av badvattenkvaliteten och
om upphévande av direktiv 76/160/EEG ar nivan for tillfredstallande och utmérkt kvalité av
inlandsvatten <900 cfu/100 ml respektive <500 cfu/100ml for E.coli och <330 cfu/100 ml
respektive <200 cfu/100ml for enterokocker. | Livsmedelsverkets foreskrifter SLVFS 2001:30
om dricksvatten ar gransvardet for samma bakterier endast pavisande i 100 ml. | samma
foreskrift finns ocksa krav pa hansynstagande till ravattnets kvalité vid rening av vattnet.

Mikroorganismer i fekalier

Det finns en mangd mikroorganismer i avforing, framforallt normalflora men ocksa patogener.
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Smitta via fekalier ar vanligt, med bade bakterier, virus och parasiter. Manga av dessa, framfor
allt bakterier, ar zoonoser och kan spridas fran djur till manniskor via till exempel vatten.
Indikatorbakterier &r oftast inte patogener utan opportunister, &ven om patogena stammar finns
av till exempel E.coli. Globalt sett ar dnda E.coli den vanligaste orsaken till vissa infektioner,
som urinvagsinfektioner och sepsis, och en av de vanligaste orsakerna till livsmedelsburna
utbrott (WHO, 2014). Overlevnaden i miljon for E.coli, liksom andra bakterier, paverkas av
olika omgivningsfaktorer. Temperatur, pH, ljusforhallanden, tillgdng pa vatten och
naringsamnen, samt konkurrens med och predation av andra mikroorganismer ar exempel pa
sadana faktorer (van Elsas et al., 2011; Norman Haldén et al., 2013). Bakterienivaerna i vatten
minskar ocksa pa grund av utspadning (Norman Haldén et al., 2013). Flint (1987) undersokte
6verlevnadstiden hos E.coli genom att tillsatta E.coli till flaskor med flodvatten och inkubera i
olika temperaturer, samt i autoklaverat vatten. Overlevnaden var kort i obehandlat varmt vatten
och mycket lang i autoklaverat vatten. Forfattarna foreslar att flodvattnets mikrobiota var den
primara orsaken, och temperatur var en sekundar orsak, till de sjunkande nivaerna av E.coli, i
de undersokta proverna.

Salmonella spp. ar likt E.coli ocksa en bakterie i familjen Enterobacteriacae. Salmonella spp.
ar ocksa en vanlig bakteriell orsak till livsmedelsburen sjukdom globalt, och raknas till skillnad
fran E.coli alltid som en patogen. Det uppskattas att icke-typhoidal salmonellos orsakar 94
miljoner gastroenteriter och 155 000 dodsfall arligen (WHO, 2014). Det finns aven vissa typer
av Salmonella spp., som till skillnad fran manga andra bakterier kan foréka sig i vatten (WHO,
2011). Salmonella spp. forekommer i Sverige men ar ovanligt hos manniskor och djur pa grund
av ett val fungerande kontrollprogram. Det ar anmalningspliktigt hos bade méanniskor och djur,
enligt Smittskyddslagen SFS 2004:168 respektive Zoonoslagen SFS 1999:658 och Statens
jordbruksverks foreskrifter SIVFS 1999:101 om zoonotiska sjukdomar.

Fekala fororeningar i vatten fran livsmedelsproducerande djur

Det finns flera studier som har visat samband mellan djurhdllning och antal bakterier i
avrinningsvattnet (Hooda et al., 2000). Risken for kontaminering av vattendragen med fekala
fororeningar beror enligt samma artikel pa flera faktorer, som djurhélsa, behandling, lagring
och spridning av gddsel, djurdensitet och dverlevnadstid hos bakterierna.

Redan 1974 sag Janzen et al. (1974) tecken pa fekal kontaminering av vattendrag nedstroms
mjolkgardar jamfort med prover uppstroms, med statistiskt signifikanta skillnader vid flera
enskilda gardar. Flera studier har sedan funnit samband mellan fekala indikatorbakterier och
djurhallning (Doran & Linn, 1979; Crowther et al., 2002; Hunter et al., 1999), men sambandet
blev tydligare eller kunde forst ses vid avrinningsforhallanden, som t.ex. regnvéader. Samma
samband har kunnat ses vid nordiska forhallanden (Norman Haldén et al., 2013). Hunter et al.
(1999) tolkade resultaten som att ett bete kan fungera som en reservoar for bakterier vilka sedan
transporteras hydrologiskt till vattendrag. Bakteriemangden i uttorkad godsel visades i en annan
studie kunna vara lika hog som i farsk godsel och skulle darfor kunna kontaminera vatten langt
efter att djuren avlagsnats (Weaver et al., 2005). En studie visade pa samband forst vid storre
djurdensitet (Gary et al., 1983). Enligt Roser & Ashbolt (2007) kan ett tillfalle med hog
avrinning (till exempel regnovader) orsaka lika mycket fororeningar till vattendrag som hade
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skett under 300 ar vid torrt vader. Provtagning vid torrt vader ger saledes betydligt mindre
information om mdjliga foéroreningar. En annan studie sag att stormar pa varen orsakade mer
fekala fororeningar i avrinningsvatten an stormar sent pa sasongen (Tiefenthaler et al., 2011).
Tre ar i rad fann en studie mer bakterier vid varmt véder, innan betessasongen kommit igang
(Jawson et al., 1982). Forfattarna fann ingen korrelation mellan fekala indikatorbakterier och
hur nyligen betet betats av djur.

Fekala fororeningar i vatten fran hast

Det finns mycket fa studier kring bakteriefororening till miljon fran hastar, men Sullivan (2010)
anser att man kan dverfora mycket av den kunskap man har om nét till hast. Avrinning av
naringsamnen fran hastanlaggningar och -godsel har daremot studerats. Fosfor och kvéave lacker
fran godsel ut i miljon, och kvave transporteras lattare genom jord medan fosfor binder hardare.
Det senare ar saledes mer likt bakterier i deras transport genom miljon (Norman Haldén et al.,
2013). En svensk studie i Akerstrommens avrinningsomréde studerade hastanlaggningars
paverkan pa intilliggande vattendrag med avseende pa kvave- och fosforhalter (Lonn &
Lindberg, 2011). Alla sju provtagna vattendrag uppvisade extremt hdga totalfosforhalter, och
fyra av dem dven hoga totalkvavehalter. En annan studie undersokte fekala indikatorbakterier i
avrinningsvatten under stormar for att jamfora olika typer av markanvandning och fann att
héstanldggningar orsakade storre fororening med fekala bakterier &n andra studerade typer av
markanvandning (Tiefenthaler et al., 2011).

Airaksinen et al. (2007) jamforde vattenkvalitén med avseende pa naringsamnen och fekala
indikatorbakterier fran ytvattenavrinning fran en stalldel med en mockad paddock med en
stalldel med omockad paddock. De sag hogst halter naringsamnen vid atplatsen i den omockade
paddocken, vilket var langt hogre halter &n i vattendrag och liknade dem fran
avloppsreningsverk. De drog darfor slutsatsen att man regelbundet bér mocka sina rasthagar for
att minska féroreningar i avrinningsvattnet. Samma rekommendation ger Malgeryd & Persson
(2013) for att minska fosforlackaget fran hagar. De skriver fortsatt att mindre eller inget
vaxttacke okar lackaget och uppskattar att 0.3-1.5 hektar per hast behévs under en sommar.
Foderplatser i hagar blir snabbare upptrampade och texten rekommenderar att de flyttas med
jamna mellanrum.

Antibiotika och antibiotikaresistens
Antibiotikaanvandning globalt

Den totala antibiotikaanvandningen i vérlden 6kar (WHO, 2014). En expertpanel bestaende av
representanter fran Food and Agricultural Organizaiton, World Organisation for Animal Health
och WHO (2008) jamforde bedémningar av kritiskt viktiga antibiotikagrupper for manniskor
respektive djur, och fann att 3:e och 4:e generationens cefalosporiner, kinoloner, makrolider,
penicilliner och aminoglykosider var kritiskt viktiga for bade human- och veterinarmedicin.
Samma rapport ansag att riskhanteringen angaende 3:e och 4:e generationen cefalosporiner,
kinoloner och makrolider var hdgsta prioritet. Makrolider &r inte aktuellt vid behandling av
E.coli pa grund av deras spektrum mot framforallt grampositiva bakterier.

I EU ér tetracyklin ar den vanligast administrerade antibiotikan till djur, matt i milligram per
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population correction unit, ett matt som tar hansyn till storleken pa landernas djurpopulation,
foljt av penicillin (European Medicines Agency, 2015). Fluorokinoloner och senare
generationens cefalosporiner star for en liten del av antibiotikaanvandningen, men med stora
skillnader mellan lander. Det ar &ven stor skillnad i total forskrivningsmangd mellan l&nderna i
EU. Generellt minskar anvandningen men i ett antal lander Okar den.

Antibiotikaanvandning i Sverige

Humankonsumtionen av antibiotika minskar i Sverige. Mellan aren 2000-2014 minskade
anvandningen med 11 %, och aren 2014-2015 med 1,3 % (Swedres-Svarm, 2014; Swedres-
Svarm, 2015). Sedan 90-talet minskar dven antibiotikaanvandningen till djur men efter
apotekens avreglering ar det svarare att med exakthet saga hur mycket (Swedres-Svarm, 2015).
Den enskilt storsta antibiotikagruppen, uttryckt i sald volym, for djur ar bensylpenicillin och
star for drygt hélften av foreskriven antibiotika till dem, medan tetracyklin ar lika vanligt som
penicillin inom humansjukvarden (Swedres-Svarm, 2015). Sedan 2013 finns &ven lagstiftning
kring anvéandningen av fluorokinoloner och senare generationers cefalosporiner till djur
(Statens  jordbruksverks  foreskrifter ~ SJVFS  2013:42 om  lakemedel  och
lakemedelsanvéndning), vilket sarskilt har minskat anvandningen av dessa (Swedres-Svarm,
2014). Samma lagstiftning kraver ocksa att veterinaren i val och dosering bland annat ska
beakta risken for utveckling av antibiotikaresistens.

Antibiotikaanvandning hos hast i Sverige

Det finns fa antibiotika godkéanda for anvandning till hast i Sverige; endast fyra olika antibiotika
har indikation for hast (FASS, 2016). Dessa ar bensylpenicillin, blandningen bensylpenicillin
och streptomycin, gentamicin, samt blandningen trimetoprim och en sulfonamid. Utéver dessa
far man anvénda andra antibiotikatyper om det finns karensvarden, alternativt om hasten tas ur
livsmedelskedjan. Det ar svart att exakt kvantifiera antibiotikaanvandningen till hast eftersom
mycket lamnas ut och/eller administreras pa plats av veterinaren, och skrivs inte ut for att
hamtas pa apotek av djuragaren. Mer an halften av all trimetoprim-sulfonamid som anvands till
djur, anvands dock till héstar for oralt bruk (Swedres-Svarm, 2015). Forséljningen av oral
trimetroprim-sulfonamid har sjunkit med 30 % sedan 2010.

Sveriges Veterindrmedicinska Sallskaps Riktlinjer for anvéndning av antibiotika inom
hastsjukvard (2013) pekar ut stuterier som sarskilt stora anvandare av antibiotika, dels pa grund
av att spadningsvatskan till hingstsperma innehaller antibiotika och dels pa grund av
antibiotikabehandling till exempel hos ston med endometrit och fol med infektioner.

Antibiotikaresistens

WHO (2014) Kklassar antibiotikaresistens som ett hot mot den globala hélsan.
Antibiotikaresistensen 6kar och inget nytt antibiotikum har kommit ut pa marknaden de senaste
30 aren. Det innebdr storre kostnader for sjukvarden och ar storre risk for individen att drabbas
av allvarlig sjukdom, inklusive dod, vid infektion med antibiotikaresistenta bakterier om de inte
kan behandlas. Dock finns det valdigt fa kostnads- och riskstudier, och inga tillforlitliga studier
kring samhéllskostnader i stort. De kostnadsstudier som finns &r dessutom alla gjorda i medel-
eller hoginkomstlander. Resistensnivaerna hos E.coli kan leda till att man behdver behandla
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med bredare antibiotika, och med injektion istéllet for oral behandling, t.ex. vid
urinvagsinfektion. Injektionsbehandling leder till stérre kostnader for bade patienten och
sjukvarden (WHO, 2014). Antibiotikaresistenta tarmbakterier behover inte i sig kunna orsaka
sjukdom, men kan béra pa resistensgener som kan Overforas till andra, eventuellt patogena,
bakterier (Swedres-Svarm 2014).

Precis som fekala indikatorbakterier som E.coli och enterokocker pekar pa fekal kontaminering
kan resistensmonstret hos desamma anvandas som indikator for antibiotikaresistensen i
samhéllet eller en grupp djur. Indirekt visar saledes mangden antibiotikaresistens pa
omfattningen av antibiotikaanvédndningen (Swedres-Svarm, 2014). Antibiotikaresistens
uppkommer hos E.coli antingen via mutationer eller via dverforbara genetiska element, t.ex
plasmider. WHO (2014) foreslar forebyggande arbete mot infektioner som en av de fem
viktigaste atgarderna mot antibiotikaresistens.

Extended spectrum beta-lactamases, ESBL

ESBL definieras enligt European Food Safety Authority, EFSA, (2011) som ”plasmid-encoded
enzymes found in Enterobacteriacae, frequently found in Escherischia coli and Klebsiella
pneumoniae, that confer resistance to a variety of p-lactam antibiotics, including penicillin, 2"
-, 3"— and 4" — generation cephalosporins and monobactams (eg aztreonam), but usually not
the carbapenems and the cephamycins (e.g. cefoxitin)”. Fritt 6versatt och forkortat definieras
ESBL som plasmid-kodade enzym hos bakteriefamiljen Enterobacteriacae, vilka bryter ner
betalaktam-antibiotika sa som penicillin och cefalosporiner. Enzymen finns i flera olika
varianter och &r dverforbara mellan olika tarmbakterier via plasmiderna. De olika varianterna
av ESBL ar olika vanliga hos djur respektive ménniskor (EFSA, 2011). Utéver ESBL sitter det
ofta dven gener for andra resistenser pa plasmiderna, vilket gor att ESBL-bildande bakterier
ofta & multiresistenta (Egervarn et al., 2014). Antibiotikabehandling &ar darfér i teorin alltid
selekterande for ESBL (EFSA, 2011).

ESBL dar anmalningspliktigt hos manniskor i Sverige, enligt Folkh&lsomyndighetens
foreskrifter 2015:7 om anmélan av anmalningspliktig sjukdom i vissa fall. Hos djur ar daremot
bara ESBLcarea, en variant av ESBL som &r resistent mot antibiotikagruppen karbapenemer,
anmalningspliktig, enligt Statens jordbruksverks foreskrifter 2012:24 om anmalningspliktiga
djursjukdomar och smittdmnen. EFSA (2011) ndmner restriktioner for anvandandet av 3:e och
4:e generationens cefalosporiner, samt minskning av den totala antibiotikaanvandningen i
livsmedelsproduktion som effektiva kontrollsteg for att stoppa 6kningen av ESBL-producerade
bakterier.

Antibiotikaresistens globalt

Globalt sett finns det, pa grund av dalig dokumentation, stora brister i kunskapen kring hur
utbredd antibiotikaresistensen ar. Klart &r dock att antibiotikaresistens &r spridd over hela
varlden med rapporter om resistens hos éver 50 % av E.coli-stammarna mot 3e generationens
cefalosporiner och mot fluorokinoloner, i fem av sex regioner i véarlden (WHO, 2014). Man
har hittat ESBL-bildande Enterobacteriacae i vattnet i flera lander runt om i varlden (Egervarn
et al., 2013).



Antibiotikaresistens i Sverige

Forekomsten av ESBL okar varje ar, framforallt hos E.coli (Swedres-Svarm, 2014). Ar 2015
hade forekomsten av ESBL-producerande bakterier dkat med 9 % till strax under 10 000
humanfall, och den arliga 6kningstakten har legat pa 8-33% sedan ar 2007 (Swedres-Svarm,
2015). Studier har pavisat resistenta tarmbakterier i ytvatten i Sverige, vilket tyder pa att
resistensen ar spridd i miljon och ar ett tecken pa problemet med antibiotikaresistenta bakterier
i samhallet i stort (Lansstyrelsen Orebro ldn, 2012). Egervarn et al. (2013) drog ocksa slutsatsen
att ESBL-bildande bakterier var spridda i miljon efter att ha hittat dessa i ravattnet till flera
vattenverk i Sverige spritt Over aret. Forekomsten var 1ag men hog i jamférelse med vad man
pavisat i tarminnehall fran produktionsdjur. 27 av 98 prover innehdll ESBL-producerande
E.coli, men 25 av de 27 positiva proverna var fran samma tva vattenverk. Av de identifierade
ESBL-bildande E.coli var 74 % dven multiresistenta (resistenta mot tre eller fler
antibiotikaklasser). Vanligast var resistens mot fluorokinoloner, aminoglykosider och
trimetroprim-sulfonamid. De olika resistensgenerna som pavisades var sadana som tidigare
pavisats hos bade manniska, livsmedelsproducerande djur och livsmedel. Inga E.coli hittades
dock i det renade utgaende vattnet. Utdver analys av fekala indikatorbakterier i vatten kring
djuranldggningar, analyserade en nordisk studie d&ven antibiotikaresistens hos
indikatorbakterierna, och fann resistens i vattenprov bade vid referenspunkterna och nedstroms
(Norman Haldén et al., 2013). Alla prov med bakterier med resistens mot mer an en typ av
antibiotika 1ag nedstroms anlaggningar. Resistenta E.coli hittades i tre prov av de totalt 61
proverna.

Antibiotikaresistens hos bakterier hos hast

Ar 2015 hittades 14 fall av ESBL hos kliniska prover fran hast mot 8 fall 2014 (Swedres-Svarm,
2014; Swedres-Svarm, 2015). Ingen kontinuerlig Gvervakning av ESBL-producerande
bakterier gors hos friska hastar i Sverige, men nar sadan genomférdes ar 2010 hittades ESBL -
bildande E.coli i 1 % av de 431 avforingsproverna (Swedres-Svarm, 2015). | England daremot
har man gjort flera studier kring férekomst av ESBL-producerande E.coli hos héast (Ahmed et
al., 2010; Maddox et al., 2011). Undersokningar av fecesprov fran dels djursjukhus och dels
inackorderingsstall fann 17 isolat, eller 6,4 %, med misstdnkt ESBL-producerande E.coli
(Ahmed et al., 2010). Prevalensen av desamma hos héstar — de flesta kliniskt friska — som av
en eller annan anledning bestkte veterinaren, uppmattes i en annan studie till 6,3 % (Maddox
et al., 2011). Dolejska et al. (2011) studerade ocksa forekomsten hos hastar pa djursjukhus
respektive ett ridcenter. De fann ESBL-producerande E.coli i 32 % av proverna fran
djursjukhuset och 9 % av proverna fran ridcentret. Forfattarna ansag att fynden var alarmerande
da forekomsten var forhallandevis hég och att cefalosporiner &r sa viktiga for bade human- och
veterindrmedicinen. | en annan studie av antibiotikabehandlade hé&star var prevalensen for
ESBL-producerande E.coli 3,1 % (Johns et al., 2012).

En av de engelska studierna jamforde fecesprov fran hastar pa djursjukhus med friska héstar
ute i falt (Ahmed et al., 2012). De fann ett samband mellan sjukhusvistelse och bade resistenta
och multiresistenta E.coli i tarmen. Maddox et al. (2012) hittade daremot inget generellt
samband mellan antibiotikabehandling och resistens mot den anvénda antibiotikan hos E.coli,
utan bara for vissa antibiotikasorter. Statistiskt signifikanta riskfaktorer for ESBL var dock
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vistelse pa djursjukhus de senaste tre manaderna, samt uppstallning nara en annan hast som
varit inlagd pé djursjukhus. Aven uppstallning pa tavlingsstall var en riskfaktor for ESBL men
antogs bero pa andra orsaker &n sjalva uppstallningen. Johns et al. (2012) undersokte hur lang
tid hastar utséndrade antibiotikaresistenta E.coli i feces efter en antibiotikabehandling. De fann
att hastar behandlade utanfor djursjukhus snabbare gjorde sig av med de resistenta bakterierna;
vid provtagning tva veckor efter behandling respektive tva manader efter behandling.

Spridning av antibiotikaresistens

Mojliga smittvagar, av saval antibiotikaresistenta som andra bakterier, fran djur till manniskor
ar via direktkontakt, indirekt via foremal, animaliska livsmedel, vegetabiliska livsmedel (via
godsling eller bevattning) samt vatten via kontamination av godsel eller avlopp (Egervarn et
al., 2014). Det finns stor risk att bli bérare av resistenta tarmbakterier vid utlandsvistelse
(Egervarn et al., 2014, Swedres-Svarm, 2014). Heuer et al. (2011) framhaller att riskerna med
spridning fran miljon kan vara underskattade, och att en lag exponering fran miljon for
samhéllet i stort kan vara en storre risk for dverforing av antibiotikaresistenta bakterier &n
enstaka hogriskpatienter fran sjukvarden. Tre svenska studier jamforde isolat av
antibiotikaresistenta bakterier fran méanniskor och sjukhusutbrott med dem i miljo, djur och
livsmedel, och sag att isolaten fran livsmedel och livsmedelsproducerande djur bara till en liten
del var identiska med de humana (lversen et al. 2003; Egervarn et al., 2014). De drog darfor
slutsatsen att risken for spridning fran livsmedel till manniskor ar liten, men att laget kan
komma att fordndras och fortsatt dvervakning krévs.



MATERIAL OCH METODER

Studien syftade till att undersoka om storre héstanldggningar kan vara en kélla till fekal
fororening, med eller utan antibiotikaresistens, till narstaende vattendrag. Detta studerades
genom att ta vattenprov uppstroms och nedstréms anléaggningarna, samt godselprov fran
gOdselanlaggningen.

Urval och enkatstudie

Enligt nedanstaende metod valdes 10 anldggningar ut for undersokning:

Ett registerutdrag dver godkanda tillstandspliktiga hastanlaggningar (enligt Djurskyddslagen
SFS 1988:534, 168), fran 2009 till 2015-11-26, begardes ut fran Lansstyrelsen i Skane. Varje
namn eller foretag tillnérande ett godkant tillstand kontrollerades via tva sokningar pa
www.google.se; en med bara namnet/foretaget, och en med namnet/foretaget + hést. Hittades
ingen hastanlaggning med sokningarna stroks namnet/foretaget fran listan. Antalet hastar pa
anlaggningen uppskattades genom samma sokning. Adressen till h&stanldaggningarna som
hittades via sokningarna kontrollerades med avseende pa narhet till vattendrag pa www.hitta.se,
dels via vanlig kartvy och dels satellitbild. De anlaggningar som lag mer &n 500 m fran ett
vattendrag stroks fran listan. Kvarvarande anlaggningar rangordnades efter formodat antal
héstar och narhet till lampliga vattendrag. Hastanldggningarna kontaktades efter rangordningen
via i forsta hand telefon och i andra hand e-post och tillfragades om de ville inga i studien. De
anlaggningar som tackade nej stroks fran listan.

En enkat skickades till anlaggningarna via mejl eller intervjuades via telefon eller pa plats vid
provtagning, se appendix 1. Ovriga parametrar uppskattades enligt foljande; vader vid
provtagning samt tva dagar innan provtagning efter egna observationer samt www.smbhi.se, och
hastarnas tillgang till vatten efter egna observationer och information fran hastanlaggningarna,
se tabell 1. En uppskattning gjordes om anldggningarna var tatortsnara eller inte enligt samma
kriterier som Jordbruksverket anvander (Persson et al., 2005; Enhall, 2011). Invanarantalet i
relevanta narliggande tatorter uppskattades via sokning pa www.wikipedia.se och avstandet via
www.hitta.se.
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Tabell 1. Ovriga parametrar som registrerades vid provtagning

Parameter Svarsalternativ

Véder vid provtagning Uppehall sol
Uppehall moln
Nederbord <5 mm
Nederbérd >5 mm

Véader tva dagar innan provtagning Uppehall sol
Uppehall moln
Nederbord <5 mm
Nederbord >5 mm

Har hastarna direkt tillgang till vattendraget? Ja
Nej

Ligger anl&dggningen tatortsnéra? * Ja
Nej

*Enligt Persson et al., 2005 samt Enhall 2011

Provtagning och transport

Vattenprov a 1500 ml samlades under maj 2016 i vattendrag uppstroms och nedstroms
hastanlaggningarna i sterila flaskor, och ett godselprov togs med tre gddselbollar fran
godselanlaggningen i hundbajspasar alternativt forslutningsbar burk. Fanns ingen
godselanlaggning tillganglig togs prov fran tre olika stallen i hagen. Vattentemperaturen méttes
fore provtagning i falt och innan analysering pa laboratorium, med undantag for prover fran tva
anlaggningar. Proverna transporterades kylda till laboratorium med krav pa vattentemperatur 5
+/- 3 grader innan analys, samt analyserades inom 24 h fran provtagningstillfallet.

Totalt 19 vattenprover togs fran de tio anldggningarna, varav nio uppstroms och tio nedstréms.
Det sista uppstromsprovet, utanfor stall 2, kunde inte tas pa grund av dalig atkomlighet. Alla
vattenprov togs fran vattendrag som direkt angransade till eller gick igenom anlaggningarnas
marker.

Mikrobiologisk analys

Vattenproverna analyserades med avseende pa E.coli, Enterococcus spp., Salmonella spp. och
ESBL-producerande E.coli, och godselproverna analyserades med avseende pa ESBL-bildande
E.coli. E.coli och enterokocker analyserades kvantitativt enligt SS-EN I1SO 9308-1 respektive
SS-EN ISO 7899-2. Salmonella spp. bestdmdes kvalitativt enligt 1ISO 19250:2010, modifierad
med MSRV-agar istéllet for RVS-buljong.

500 ml vatten filtrerades genom filter med porstorlek 0,45 um for att kvalitativt pavisa ESBL-
bildande E.coli. Filtren anrikades i 100 ml MacConkey-buljong med cefotaxim 1 mg/L i
skakinkubator 37 grader i 24 h. Den analyserade vikten pa godselproverna varierade fran ca 3
gram till ca 21 gram, och vikten spaddes 1:10 med ovanstaende MacConkey-buljong och
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inkuberades pa samma satt. Fran den inkuberade MacConkey-buljongen stroks 20 pl pa
CHROM-agar med cefotaxim 1 mg/L och inkuberades 37 grader i 24 h. Missténkta kolonier
med E.coli renstroks pa blod- och blaagar. Kolonier fran blodagar testades sedan med oxidas-
(Oxidase, Becton, Dickinson and Company) och indoltest (SPOT-indol, SVA).
Laktosfermenterande, oxidasnegativa och indolpositiva kolonier med typiskt utseende
skickades till SVA for verifiering med Maldi-tof. Efter verifiering med Maldi-tof sattes
resistenspanel VetMIC GN-mo (SVA). Vid resistens mot cefalosporiner sattes resistenspanel
Sensititre (Oxoid AB) dagen efter for kontroll av karbapenem-resistens. Koklysat fran de
testade stammarna framstalldes genom att fem kolonier slammades upp i 100 ul TE-buffert
(SVA), kokades i 15 minuter, lades pa is i minst 10 minuter och sedan centrifugerades.
Supernatanten frystes in och anvandes for PCR-analys av mikrobiologisk resistenstyp vid SVA.

Provsvaren fran resistenspanelerna bedémdes enligt epidemiologiska cut-off-varde, ECOFFs,
enligt European Comittee on Antimicrobial Susceptibility Testing (2016, u.d.), se tabell 2.
Antibiotika grupperades in i 10 grupper enligt tabell 4. Resistens mot en eller fler av
antibiotikatyperna inom gruppen rapporteras som resistens mot gruppen i fraga.

Tabell 2. Gruppering och ECOFFs for testade antibiotikum for E.coli enligt European Comittee on
Antimicrobial Susceptibility Testing for testade antibiotika pa VetMIC GN-mo samt Sensititre (European
Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases, u.d)

Antibiotikum ECOFF (mg/L) Grupp

?er?npc:z;::::* _>8 Penicilliner

Ciprofloxacin >0.064 .

Nalixidinsyra >16 Kinoloner

Gentamicin >2

Streptomycin >16 Aminoglykosider

Kanamycin >8

Tetracyklin >8 Tetracyklin

Florfenikol >16 .

Kloramfenikol >16 Amfenikoler

Sulfamethoxazol >64 Sulfonamider

Trimetoprim >2 Trimetoprim

Cefotaxim >0,25

gg:)axzilt?r']m :gS Cefalosporiner (2a, 3e och 4e generationen)
Cefepim >0,125

Ertapenem > 0,064

Imipenem >0,5 Karbapenemer

Meropenem >0,125

Cefotaxim/klavulansyra  >0,25 Kombinationspreparat cefalosporin +
Ceftazidim/klavulansyra >0,5 klavulansyra

*For Temocillin finns inget EUCOFF
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RESULTAT
Urval

Utdraget register fran Lansstyrelsen inneholl 347 poster om ansékningar for tillstandspliktiga
hastverksamheter. Samma person eller foretag férekom flera ganger. Flera av namnen/foretagen
hittades inte vid sokningar enligt ovan, och valdes da bort. Kvar efter sallningar fran sékningar
och inklusionskriterier var 23 rangordnade anlaggningar. Av de framsta tio anlaggningarna pa
listan accepterade sju gardar medverkan i studien och dvriga tre var rangordnade som 11-13.

Enkater

Nio enkater besvarades i sin helhet, och en enkaét (stall 2) kunde delvis besvaras med hjélp av
observationer fran provtagningen men besvarades inte av hastanlaggningen, se tabell 3. Vissa
fragor hade genomgaende ofullstandiga svar fran anldggningarna, till exempel fragan om
antibiotikabehandling. Orsaken till ofullstandiga svar var att kontaktpersonerna inte kom ihag
exakta uppgifter, eller att de inte hade ansvar och saledes information om fragan.

Anlaggningarna sysslade med manga olika typer av verksamhet, varav sex helt eller delvis
sysslade med nagon typ av avelsverksamhet. De flesta anlaggningarna besoktes dver 50 hastar
pa arsbasis, och hastarna holls utomhus pa l6sdrift eller i box. Arealen betesmark/hagar per hést
varierade mycket, fran mycket sma till mycket stora arealer. Majoriteten av hastarna i studien
hade aldrig varit utanfér Norden.

I princip alla anlaggningar anvande gjuten platta eller nagon form av container eller vagn for
sin godselhantering. Stall 7 var de enda utan permanent godselhantering; de I0ste hanteringen
med en granne om nagon hast var tvungen att sta uppstallad. Manga namnde att de pa olika satt
harvade ner, eller mockade, gddseln i hagarna.

Alla anlaggningar som svarat pa enkaten hade haft antibiotikabehandlingar det senaste aret,
men ingen pa grund av utbrott av smittsam sjukdom. Det enda stallet som upplevt utbrott av
smittsam sjukdom hade haft problem med virusabort (ekvint herpesvius). Sex stall ndmnde
vilken typ av antibiotika som hade anvants, och det var vanligast med penicillin. Féarre hade
behandlat med trimetoprim-sulfonamid. De flesta anlaggningarna angav att de behandlat nagon
eller ndgra enstaka hastar med antibiotika. Ett stall, stall 3, berattade att de behandlat cirka 30
hastar det senaste aret. Samma stall uppgav ocksa att de hade haft tva kliniska fall med resistens
foregaende ar.

Sex anldggningar hade enskilt avlopp och egen brunn, och tre hade kommunalt vatten och
avlopp. Av de sistnamnda hade tva dven egna brunnar, till exempel borrade brunnar i hagarna.
Alla med egen brunn som anvénde vattnet till humant bruk hade borrad brunn, och den enda
anlaggningen med gravd brunn hade denna till hastar. Den senare, stall 8, var ocksa den enda
som hade haft bakteriella problem med sitt vatten. Enligt de boende pa anldggningen berodde
detta pa att deras borrade brunn satt mitt i deras gamla gravda brunn, och att denna svammade
over vid 6versvamning. Inga vattenprover togs men &garna blev sjuka.
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Ovriga parametrar

Maj manad var mycket torr i provtagningsomradena, och ingen nederbord foll vid eller i
anslutning till dessa. Pa fyra av atta anlaggningar hade hastarna direkt tillgang till det provtagna
vattendraget. Sju av tio anlaggningar lag tatortsnéra.

Vissa anlaggningar, som stall 6 och 8, hade lampliga sma vattendrag genom markerna. Andra,
som stall 1, 5 och 7 hade sma lampliga vattendrag som gick i kanten pa anlaggningens mark.
Utanfor stall 9 togs prover fran ett storre vattendrag som gick langs kortsidan pa anlaggningens
hagar. Pa andra sidan vattendraget vid nedstromsprovet vid stall 10 betade notkreatur. Varken
korna eller hastarna hade direkt tillgang till vattnet. Vattnet nedstroms stall 4 gick igenom en
mindre sj6 innan sjalva provtagningslokalen.

Mikrobiologiska analyser
E.coli och enterokocker

Halterna av E.coli varierade kraftigt, framforallt i uppstrémsproverna, se tabell 4. Ett prov
inneholl halter hdgre an dubbla gransvérdet for badvatten. Medelvérdet uppstroms var 307
Colony Forming Units (CFU)/100ml och medianen 107 CFU/100ml. Nedstréoms var samma
varden 67 CFU/100ml respektive 47,5 CFU/100ml. Skillnaden mellan nedstrdms och
uppstréms varierade, men sex av nio anldggningar hade mindre halter nedstrdms &n uppstréms
och en hade 6kade halter, se Figur 1.

Halterna av enterokocker varierade mindre &n antalet E.coli, och var oftast lagre &n dessa, se
tabell 4. Medelvardet samt medianen var 40 respektive 19 CFU/100ml uppstroms och 23,5
respektive 14 CFU/100 ml nedstroms. Vid tre anldggningar 6kade halterna, vid en var de
oférandrade, och vid fem minskade de nedstroms jamfort med uppstroms.

Tabell 4. Antal E.coli och Enterococcus spp. (CFU/100ml) i vattenprov uppstréms och nedstréms

Stall

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
E.coli
Uppstroms 56 - 23 4 264 2040 39 120 108 107
Nedstroms 46 4 23 4 49 162 30 222 67 60
Enterococcus spp.
Uppstroms 18 - 18 10 20 211 39 19 3 26
Nedstroms 23 1 5 1 24 111 32 5 3 30
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Tabell 3. Enkatsvar och 6vriga parametrar

Stall 1 Stall 2 Stall3 Stall 4 Stall 5 Stall 6 Stall 7 Stall 8 Stall 9 Stall 10
Verksamhets- Tavlingsstall  Forsaljn  Uppfodn  Uthyrning  Inackorde  Uppfddni  Tur- Semin- Ridskola  Utbildnin
beskrivning med islands-  ingsstall ingtrav- av box- ring och ng av ridning station och g,
héstar, en del héstar platser till  uppfodni  sporthdst islands- och egen  privat tavlingar,
egna hastar,  formedl travare och ngav ar, viss héstar, uppfodnin  uppstallni  avel och
inackorde- ar fran ridhastar islandsha  egen vissegen g ng veterinar
ring. Rehab  Europa star semin avel. praktik
B&B
Inhysning Losdriftute  Enkelbo Losdrift  Enkelboxa  Losdrift Enkelbox  Losdrift Framforal Enkelbox Enkelbox
+ enkelboxar  xar utomhus r utomhus  ar utomhus It enkel ar ar
boxar
Héstar 20-35 35-50 >50 >50 >50 20-35 <20 <20 35-50 >50
Hastar dver >50 >50 >50 >50 >50 20-35 <20 >50 35-50 >50
aret
Andel hastar <25% - <25% Ingen Ingen Ingen Ingen <25% <25% <25%
utanfor
Norden (i ar)
Antal hastar <25% - <25% Ingen Ingen Ingen Ingen 25-50% <25% <25%
utanfor
Norden (livet)
Areal hagar >2 <0,1 0,5-1 <0,1 1-2 1-2 1-2 1-2 <0,1 <0,1
Antibiotika Ja - Ja Ja Ja Ja Ja Ja Ja Ja
senaste aret
Utbrott Nej - Ja Nej Nej Nej Nej Nej Nej Nej
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Stall 1 Stall 2 Stall3 Stall 4 Stall 5 Stall 6 Stall 7 Stall 8 Stall 9 Stall 10
Godsel- Gjuten Container  Gjuten Gjuten Container ~ Gjuten Ovrigt Gjuten Gjuten Gjuten
hantering platta /vagn platta och platta platta platta platta platta
container
Avlopp Enskilt - Enskilt Enskilt Enskilt Kommunal  Enskilt Enskilt Kommunal Kommunal
avlopp avlopp avlopp avlopp tavlopp avlopp avlopp tavlopp tavlopp

Vattenkalla  Egen brunn - Egen brunn  Egen brunn  Egen brunn  Kommunal Egen brunn Egen brunn  Kommunal Kommunal
t vatten och t vatten och t vatten och
egen brunn egen brunn  egen brunn

Bakterieri  Nej Nej Nej Nej Nej Nej Nej Ja Nej Nej

dricks-

vattnet

Identifierat  Nej - Nej Nej Nej Nej Nej Nej Nej Nej

egna

risker?

Vader (vid  Uppehall,  Uppehadll,  Uppehdll,  Uppehdll,  Uppehdll,  Uppehdll,  Uppehdll,  Uppehdll,  Uppehdll,  Uppehall,

provtagnin  sol sol sol moln moln sol moln moln sol sol

9)

Vader Uppehall,  Uppehall,  Uppehall,  Uppehall,  Uppehall,  Uppehdll,  Uppehall,  Uppehall,  Uppehall,  Uppehall,

(2 dagar sol sol sol moln moln sol moln moln sol sol

innan)

Direkt Ja - - Nej Ja Ja Ja Nej Nej Nej

tillgang till

vattendrag

Narhet till  Ja Nej Nej Ja Ja Ja Nej Ja Ja Ja

tatort
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Salmonella

Salmonella spp. hittades inte i nagot av proven.

ESBL-producerande E.coli

ESBL-producerande E.coli hittades i nagot av proverna vid sju av tio anlaggningar, se tabell 5.
Bland vattenproverna fanns de i tva av nio prov uppstroms (konfidensintervall 95 %: -5 — 49,4
%) samt fyra av tio prov (9,6-70,4 %) nedstroms. | godsel hittades ESBL-producerande E.coli
i prov fran tre av tio (1,6-58,4 %) anlaggningar. De flesta anldggningar hade endast ett positivt
prov av tre analyserade, men tva anlaggningar hade flera positiva prov. Proven fran stall 9
visade pa ESBL i bada vattenproverna, och i stall 10 fanns ESBL bade i vattnet nedstroms samt
I godseln.

Tabell 5. Pavisande av ESBL-producerande E.coli, inklusive resistensgener, per stall och
provtagningsstalle

Uppstroms Nedstroms Godsel

1 . - ]

2 _ ]

3 ] - TEM/SHV
—_— 4 - - -
‘_5" S TEM/CTX-M3 - ]

6 - . CTX-M3

7 - * -

8 - OXA-1/CTX-M3 ;

9 OXA-1/CTX-M3 * ]

10 - CTX-M3 TEM/CTX-M9

*Pavisande av ESBL-producerande E.coli men inte faststalld resistensgen

Alla analyserade ESBL-producerande E.coli var multiresistenta — resistenta mot tre eller fler
typer av antibiotika — se figur 2. Utdver resistens mot penicillin och cefalosporiner var resistens
mot sulfonamider genomgaende, medan ingen resistens mot varken kolistin eller karbapenemer
hittades. Tva isolat, ett fran vattenprov och ett fran godsel, var aven resistenta mot kinoloner
utOver ESBL-resistens.

17



Antal okénsliga antibiotika

SO P N W s~ O O N 00 ©

U N N G

3 5 6 7 8 9 9 10 10
Stall
m Kombinationspreparat cefalosporin + klavulansyra m Karbapenemer
m Cefalosporiner (2a, 3e och 4e generationen) m Trimetoprim
= Sulfonamider = Amfenikoler
m Tetracyklin = Aminoglykosider
m Fluorokinoloner m Penicilliner

Figur 2. Antal okansliga antibiotika per isolat. U= Uppstroms. N= Nedstréms. G= Gddsel.

18



DISKUSSION

Med en tillvéaxt pa 10-20 % mellan aren 2004 och 2010 &r hastnaringen en véaxande bransch.
Kopplat till konstaterat hoga utslapp av naringsamnen fran hastanlaggningar och indikationer
pa utslapp aven av fororeningar i form av fekala mikroorganismer gor det till en bransch som
ar angelagen ar undersoka med avseende pa dess miljopaverkan.

Studien fann inget tydligt samband mellan hastanldggningar och fekala féroreningar i
néarliggande vattendrag. De flesta prover visade tvartom minskade halter nedstréms
anlaggningarna, vilket skulle kunna tyda pa en utspadnings- och avdodningseffekt och att
gardarna inte ar kallor till fororening. Det sags inte heller nagra tendenser till hogre halter i
vattendrag nedstroms anlaggningar med manga héastar eller hastar med direkt tillgang till vatten.
Inte heller anldggningar med mindre hagar, vilket skulle kunna innebdra ett mindre véxttacke,
visade tendens till hogre halter. Svarigheten med varierande forhallanden i verkligheten gor att
det dock kan vara svart att utvardera riskfaktorer till hoga halter, &ven om man hade hittat
sadana. Varje anlaggning har enskilda forutsattningar och de provtagna lokalerna var mer eller
mindre lampade studieobjekt. Ett av vattenproven inneholl langt hogre halter E.coli an tillatet
for att vara lampligt som badvatten, och néra gransen avseende enterokocker. Provet samlades
uppstroms en hastgard dar det enligt anlaggningen tidigare, men inte nu, betat nétkreatur. Hoga
halter efter betad mark, utan betande djur, skulle stodjas av tidigare studier (Weaver et al., 2005;
Jawson et al., 1982). Genom att halla efter och mocka hagarna hade féroreningar kunnat
minskas (Airaksinen et al., 2007). De hoga halterna gor vattnet olampligt for bad och rekreation
men vattendraget har inget sadant vérde eller anvandning i dagslaget. Trots att vattendraget gick
rakt igenom hagen, med direkt tillgang for hastarna, var halterna avsevart lagre nedstroms
anlaggningen vilket starker dvriga resultat i att hastanlaggningar inte verkar vara nagon kélla
till fororening. Som forvantat nadde inget av vattendragen upp till kraven for dricksvatten.
Forhallandena vid provtagningen var dock mycket ogynsamma for att kunna uppticka
fororening. Védret var torrt och det regnade inte alls under manaden som provtagningen skedde.
Flera studier har kunnat visa samband mellan djur och fekala féroreningar i vatten vid regn eller
annan avrinning, men inga eller mindre skillnader vid torrt vader. Roser & Ashbolt (2007)
menade att det tar 300 ar av torrt vader for att uppna samma nivaer av férorening som under ett
tillfalle med stor avrinning. Varsasongen ar i 6vrigt en lamplig tidpunkt for provtagning da flera
studier visat pa storre skillnader och hogre halter tidigt pa sasongen. En annan generell svaghet
med studien &r att proverna togs vid ett tillfalle och &r en 6gonblicksbild. Det finns da stor risk
att bade dver- och undertolka resultat beroende pa enstaka handelser. Avsaknaden av resultat
behdver saledes inte betyda att hastanlaggningar inte ar en kalla till fekal fororening. Nya
studier inom omradet hade med stor fordel gjorts under avrinningsférhallanden och tagit
upprepade prover.

De flesta hé&stanlaggningar hade, i enlighet med tidigare studier, gjuten platta for sin
godselhantering, och 6vriga anvénde container eller vagn (Enhall et al., 2012). Generellt f6ljdes
lagstiftningen val och riskerade inte avrinning fran godsellagring till miljo. Mojliga risker som
sags i studien var direktkontakt med vattendrag, permanenta foderplatser i hagarna, och sma
hagar och/eller utan véxttacke (Malgeryd & Persson, 2013; Airaksinen et al., 2007; Hooda et
al., 2000). Dessa faktorer avspeglades inte i resultaten, men svarigheten med det torra vadret
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géller aven har. Vissa anlaggningar namnde jordbearbetning eller mockning av hagar som del
av deras godselhantering, men eftersom ingen direkt fraga stélldes kan fler anlaggningar ha
tillampat dessa strategier och saledes minskat risken for fororening av omgivande miljo.
Godseln var i de flesta fall i fast form férutom vid stall 8 som lagrade bade fast och flytande
godsel pa gjuten platta. Stallet hade tva godselanlaggningar varav den ena nastan var full. Den
beddmdes kunna svamma 6ver vid regnvader om den inte hade tdmts innan dess, och férorena
ett lagre liggande mindre vattendrag. Stall 8 var ocksa det enda stall i studien dar hogre halter
E.coli hittades nedstroms jamfort med uppstroms, och anldggningen var sannolikt orsaken till
detta. Fororeningen kan i sin tur ha berott pa antingen de fulla och eventuellt lackande
godselanlaggningarna, avrinning fran hagar, hushallets enskilda avlopp eller naturliga kallor
(till exempel vilda djur). Det ska dock kommas ihag att halterna fortfarande var inom gransen
for “utmérkt” badvatten, dven om de Okade nedstroms. Samma anlédggning hade &ven vid
tidigare tillfallen haft problem med dricksvattenkvalitén fran sin brunn. Brunnen var
ursprungligen gravd men senare borrad pa samma plats, och problemen hade uppstatt vid hoga
avrinningsforhallanden. Problemen kan ocksa vara relaterade till verksamhet genom ovan
namnda ursprung. Under de avrinningsforhallanden som radde under studieperioden fanns
alltsa inga generella problem med godselhanteringen hos de undersokta anlaggningarna.

Ingen Salmonella spp. hittades i vattenproverna, vilket maste anses forvantat med Sveriges laga
forekomst hos djur och framgangsrika kontrollprogram. Salmonella spp. analyserades inte i
godsel for att det antogs att fler anlaggningar skulle vara tveksamma till medverkan om sa skett,
pa grund av anmalningsplikten vid positivt provsvar.

Sverige har ett unikt resistenslage med lag forekomst jamfort med Europa i allméanhet och
ovriga varlden i synnerhet. Vi har implementerat EFSA’s rekommendationer for att kontrollera
okningen av ESBL, och minskar var antibiotikaforbrukning hos bade djur och manniskor varije
ar. Vi har strikta regler kring anvandandet av tredje och fjarde generationens cefalosporiner hos
djur, men trots detta okar resistensen for varje ar och ar nu vitt spridd i miljon. ESBL-
producerande E.coli odlades fram fran drygt 30 % (6 av 19) av vattenproverna och 30 % (3 av
10) av gbdselproverna. Det ar hdga siffror, men handlar om kvalitativ och inte kvantitativ analys
av bakterien. Man ska dven komma ihag att provmaterialet &r litet och konfidensintervallen
stora. Liknande siffror hittades av Egervarn et al. (2013) men dar kom de positiva proven
framforallt fran enstaka provlokaler. ESBL-producerande E.coli kan ses som val spridd i miljon.
Alla prover visade dven pa multiresistens i varierande grad. For godsel finns en tidigare siffra
for forekomst av ESBL-producerande E.coli i godselprov; 1 % forekomst hos friska hastar ar
2010 (Swedres-Svarm, 2015). Godselproverna i den har studien ar daremot troligtvis inte fran
en och samma hast utan ett samlingsprov fran 1-3 hastar och beskriver resistens pa
besattningsniva. Andra majliga orsaker till skillnaden ar att den forra studien &r 6 ar gammal,
att den inneholl en mycket storre studiepopulation, eller att hastar fran olika typer av
anlaggningar studerats. Resultaten pekar dock i samma riktning som 0Ovrig forskning; att
antibiotikaresistensen 6kar och att den kan finnas val spridd bland svenska héstbeséttningar.
Motsvarande utlandska siffror fran England, beréattar d&ven de om lagre forekomst &n vad som
hittats i den héar studien, trots en lagre antibiotikaforbrukning i Sverige. Siffrorna kommer dock
aven de fran individprov fran ar 2010 och behdver inte vara aktuella varken i dagens England
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eller jamforbara med studien av ovan ndmnda anledningar. Ett av stallen med positivt prov for
ESBL holl sina hastar pa 16sdrift och godseln togs fran de hastar som stod inne pa box. Man
kan tanka sig att de hastar som star inne med stérre sannolikhet ar sjuka héastar, eller att dar
tidigare statt sjuka hastar. Provet behover darfor inte heller vara representativt for hela
anlaggningen. Flera studier visar pa ett samband mellan antibiotikabehandling (och sarskilt
vistelse pa djursjukhus) for barandet av antibiotikaresistenta tarmbakterier. | den har studien
hade ett av stallen med ESBL-producerande E.coli i gédseln antibiotikabehandlat en hast en
manad innan provtagning, medan tiden for senaste behandling for de tva andra positiva stallen
var oklar. Alla anlaggningar hade dock behandlat nagon hast med antibiotika under aret. Vid
kommunikation av resultaten till ett av stallen positivt for ESBL berattade de att de haft tva
kliniska fall med resistenta bakterier under féregaende ar. Stallagaren visste dock inte vad det
var for resistens. ESBL-resistens hittades i 14 kliniska fall under samma ar (Swedres-Svarm,
2015) och det hade varit intressant att veta om resistensen hos stallets kliniska fall korrelerade
med den som hittades i studien. Enligt Johns et al. (2012) gjorde sig antibiotikabehandlade
hastar i falt av med resistenta E.coli pa tva veckor, men i denna studie hade minst en hast kvar
antibiotikaresistenta E.coli en manad efter antibiotikabehandling av ndgon héast i stallet.
Resistensen kan ha uppkommit i samband med behandlingen, men kan hellre ses som en
indikator pa antibiotikaanvandningen pa anlaggningarna (Swedres-Svarm, 2014). Alla tre stall
med godselprover positiva for ESBL-producerande E.coli arbetade med avel pa nagot satt.
Stuterier har pekats ut som sarskilt stora anvandare av antibiotika, bland annat pa grund av
behandlingar av ston mot endometrit infor seminering, folsjukdomar och spermatransport.
Endometriter kan orsakas av till exempel E.coli och maste forebyggas med bra hygien och
korrektion av anatomiska avvikelser i de fall de forekommer. Antibiotikabehandling bér om
mojligt undvikas for att spara kritiskt viktiga antibiotika till humanvarden. Ett av stallen var en
seminstation som drevs av en veterinar, ett annat hade mangfasetterad verksamhet med bland
annat veterinarpraktik och stuteri, och ett tredje arbetade endast med avel och uppfédning av
travhastar. Antibiotikaresistens hos bakterierna vid just dessa stall kan ses som en trolig hogre
anvandning av antibiotika, mojligtvis pa grund av dess verksamhetsomrade inom just avel.
Resistensen gor det extra viktigt att forebygga sjukdomar och sa langt som majligt undvika
antibiotikabehandling inom verksamheterna, for att fortsatt kunna behandla de fallen som
kraver antibiotika.

I den héar studien innehdll nagot fler vattenprov nedstroms an uppstroms ESBL-producerande
E.coli, men skillnaden &r liten och konfidensintervallen dverlappar varandra. Fynd i vattnet,
bade uppstroms och nedstroms, kan bero pa andra kéllor uppstroms anlaggningen, men de
nedstroms kan ocksa vara orsakade av anlaggningen. Endast en av anlaggningarna med fynd
nedstroms har enskilt avlopp som skulle kunna vara orsaken, och for alla anldggningar kan
orsaken vara héstarna och hastverksamheten (direkt eller indirekt via avrinning) dven om antalet
indikatorbakterier inte 6kat. Andra, mer eller mindre troliga orsaker kan vara fororening av
andra djur (som mojligt i fallet med stall 10, se nedan), vilda djur eller séallskapsdjur pa garden,
eller spontan mutation. Halterna indikatorbakterier 6kade inte nedstroms stall 10, men det fanns
anda viss anledning att misstanka att anlaggningen kan vara en kélla till férorening av resistens.
Vid anlaggningen hittades ESBL-producerande E.coli bade i gddsel och nedstroms
anlaggningen, men inte uppstroms. Resistensmonstret hos de tva positiva proverna jamfordes,
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och liknade varandra, men resistensen var dock inte orsakad av samma gener. Férorening med
resistenta bakterier fran anlaggningen kunde darfor inte styrkas. Det ska ocksa noteras att det
betade notkreatur de sista hundra meterna langs vattendraget. De resistenta bakterierna i
vattendraget utanfor stall 10 behover darfor, precis som ovan namnt, inte orsakas av
hastverksamheten. Vid en anlaggning, precis i utkanten av en mindre stad, pavisades resistenta
bakterierna bade uppstroms och nedstroms. Vattenprovet uppstroms innehdll bakterier som var
resistenta mot atta grupper av antibiotika, flest i studien. Nagon kilometer bort mynnade samma
vattendrag i stadens hamn och dess populdra badstrand. Provet innehéll inte férhojda halter
indikatorbakterier men férekomsten av multiresistenta bakterier dr anda intressant pa grund av
vattnets rekreationsvarde. Eftersom de flesta anlaggningar, bade allméant i Sverige och i studien,
ligger tatortsnara hade manga manniskor varit drabbade om fororening skedde. Flera svenska
studier (Iversen et al., 2003, Egervérn et al., 2014) har konkluderat att risken for dverforing av
antibiotikaresistens fran djur och miljo till manniskor ar mycket liten, men Heuer et al. (2011)
anser att riskerna ar underskattade. Ytvatten ar kalla till halften av vart dricksvatten och ar
samtidigt mycket utsatt for risker med fororeningar. Felaktiga bevattningsrutiner med fororenat
vatten har orsakat manga livsmedelsburna sjukdomsutbrott. Kommunala vattenverk prioriterar
mikrobiologisk kvalité och skiljer bort &ven de antibiotikaresistenta bakterierna. | Sverige och
i studien har dock manga egna brunnar med vatten vars kvalité inte ar lika kontrollerad.
Reningsverk skiljer heller inte bort antibiotikarester som kan ge upphov till resistens. Risken
att exponeras for ESBL-producerande E.coli vid kontakt med vara vattendrag eller vid kontakt
med hastgddsel kan med studiens resultat i atanke inte anses som obetydlig. Kontakt innebar
daremot inte att bakterierna behover kolonisera var tarm eller infektera oss, da resistenta
bakterier inte har nagon fordel i miljon forutom om de kommer i kontakt med antibiotika. Da
bakterier med ESBL ocksa ofta bar pa andra resistensgener ar det darfor viktigt att tanka pa att
i princip all antibiotikabehandling, inte bara bredspektrumantibiotika, gynnar ESBL-
producerande bakterier. Minskad forekomst av antibiotika i miljon, och saledes mindre
selektion for antibiotikaresistens, kan till slut bara nds genom mindre antibiotikaanvandning.
Selektionstrycket i var miljo kan ocksa minskas genom béttre rening och avfallshantering av
lakemedel och antibiotikarester.

Ingen ESBL-producerande E.coli i studien var resistent mot karbapenemer, varken i godsel eller
i vatten. Ingen resistens hittades heller mot kolistin. Tva av de positiva proverna, ett gddselprov
och ett vattenprov, visade daremot resistens mot kinoler och aminoglykosider utéver sin
resistens mot cefalosporiner och penicillin. Isolaten var saledes resistenta mot alla de antibiotika
som pekats ut som kritiskt viktiga att bevara. Alla isolat i studien var enligt panelerna resistenta
mot sulfonamider. Detta kan bero pa metodfel for just sulfamethoxazol, men forandrar inte
studiens resultat namnvart. For hastars del finns det fa godkanda antibiotika, och det ar viktigt
att de som finns fungerar. | alla tre godselprov, samt tva av fem vattenprov, fanns resistents mot
alla godkanda antibiotika till hast. Skulle bakterierna orsaka infektion finns det saledes inte
manga alternativ kvar. Alla ESBL-producerande E.coli i godselproverna var ocksa resistenta
mot tetracyklin, vilket annars hade varit ett alternativ. Ett gédselprov innehéll bakterier med
resistens dven mot kinoloner. Om bakterien hade orsakat sjukdom hade den séledes i princip
inte varit behandlingsbar, da 6vriga antibiotika inte i praktiken &r aktuella for behandling av
hast. Vid en eventuell infektion av de tva andra isolaten fran gddsel hade behandling med
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fluorokinoloner varit mojlig och i det har fallet laglig eftersom verksamt alternativ saknas. Man
ska dock komma ihag att epidemiologiska gransvarden for antibiotikaresistens inte behover
innebara klinisk antibiotikaresistens och att resistensen inte hittades i kliniska prov utan fran
godselprov fran formodat friska hastar och vattenprov.

SLUTSATS

Inga slutsatser kring h&stanlaggningars eventuella roll som kélla till fekala féroreningar i miljon
kan dras utifran studiens resultat. Resultaten hade dock troligen blivit mer rattvisande om
provtagningen hade skett under forhallanden med storre ytavrinning och vid upprepade
tillfallen, och vid fortsatta studier kring omradet rekommenderas sadan provtagning starkt.
Forekomsten av antibiotikaresistens i form av ESBL-producerande E.coli far anses vara vl
spridd i den svenska miljon och férekommer hos en stor del av hastanlaggningarna pa
besattningsniva.
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Appendix 1

Fragor och svarsalternativ fran enkaten till hastanlaggningarna. Alternativ separerade med semikolon

Fraga Svarsalternativ
Vad for verksamhet sysslar er hastanldggning med? Fritext
Hur hélls era hastar? Enkelboxar; gruppboxar; l6sdrift

inomhus; 16sdrift utomhus; 6vrigt
Hur manga héstar vistas i anlaggningen just nu? <20; 20-35; 35-50; >50
Hur manga hastar vistas i anlaggningen under aret? <20; 20-35; 35-50; >50

Hur stor andel av era hastar har varit utanfér Norden det senaste  Ingen; <25; 25-50;

aret? (%) 50-75 ; >75 %

Hur stor andel av era héstar har varit utanfér Norden under hela Ingen; <25; 25-50;

deras livstid? (%) 50-75; >75

Hur stor areal hagar/betesmark vistas era hastar pd under aret?  <0.1; 0.1-0.5; 0.5-1; 1-2;
Antal hektar per hast. >2

Har nagra hastar antibiotikabehandlats det senaste aret? Ja; Nej

Om ja, ange om mojligt antal hastar, orsak till behandling,
antibiotikasort, langd pa behandling och tidpunkt.

Har ni haft nagot utbrott av smittsam sjukdom under det senaste  Ja; Nej
aret?

Om ja, ange garna vilken sjukdom och hur manga som
drabbades.

Hur sker gddsellagringen och —hanteringen? Gjuten platta; Container; Direkt
Ange godselanlaggningens placering pa garden (se karta). pa marken/stuka;

Beskriv &ven rutiner kring hantering av godsel inomhus samt Ovrigt

utomhus.

Vad for avlopp anvénds pa anldggningen? Kommunalt avlopp;
Om enskilt avlopp, ange typ av avlopp och dess placering pa Enskilt avliopp
garden (se karta). Om ni har flera avlopp, beskriv alla.

Vad for vattenkalla anvands pa anlaggningen? Kommunalt vatten;
Om egen brunn, ange typ av brunn och dess placering pa garden Egen brunn
(se karta). Om ni har flera vattenkallor, beskriv alla.

Har ni haft problem med bakterier i dricksvattnet tidigare? Ja; Nej
Om ja, ange om mojligt vad for problem ni hade och tidpunkt.

Har ni sjélva identifierat ndgra risker i verksamheten som kan ge ~ Fritext
upphov till spridning av gddsel/bakterier till omkringliggande
vattendrag?
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Appendix 2

Resistensmdnster med MIC-varden for ESBL-producerande E.coli. | de fall dar ett antibiotikum testats

med bade VetMIC GN-mo och Sensititre, och olika MIC-vérden noteras, presenteras vardena atskiljda

med semikolon

Stall
3 5 6 7 8 10
Uppstroms ~ Nedstroms ~ Nedstroms Godsel
Ampicillin >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128
Ciprofloxacin 0,03 0,03 0,03 0,03 >1 >1 0,03 0,03 0,03
Nalixidinsyra 4 2 4 2 >128 >128 4 2 4
Gentamicin >16 0,5 >16 0,5 16 >16 0,5 0,5 >16
Streptomycin >256 8 >256 8 32 256 8 64 256
Tetracyklin 64 <1 64 2 16 64 64 32 64
Florfenikol <4 <4 8 8 8 >32 8 8 8
Kolistin 1 1 1 <0,5 <0,5 1 1 1 1
Sulfamethoxazol >1024 >1024 >1024  >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024
Trimetoprim >16 1 >16 0,5 >16 >16 0,25 >16 >16
Kloramfenikol >64 4 >64 4 4 64 8 4 >64
Kanamycin >16 <8 <8 <8 16 >16 >16 <8 <8
Cefotaxim >2,8  >2;>64 >2;32 2,4 >2;>64 >2;>64 >2;16 >2;>64 >2:32
Ceftazidim >16;64 8;32 12 2;4 4 8;16 1 2;4 1,0,5
Cefoxitin 2 8 8 32 16 8 4 8 4
Ertapenem <0,015 0,03 <0,015 0,03 0,03 <0,015 <0,015 <0,015 <0,015
Imipenem <0,12 <0,12 <0,12 <0,12 <0,12 <0,12 <0,12 <0,12 <0,12
Meropenem <0,03 <0,03 <0,03 <0,03 <0,03 <0,03 <0,03 <0,03 <0,03
Cefepim 2 >32 4 0,12 18 16 4 >32 4
Cefo/klav* <0,06/4 <0,06/4 <0,06/4 2:4 <0,06/4 <0,06/4 <0,06/4 <0,06/4 <0,06/4
Cefta/klav** <0,12/4 0,25;4 <0,12/4 2:4  <0,12/4 <0,12/4 <0,12/4 <0,12/4 <0,12/4
Temocillin*** 4 16 8 8 16 8 8 16 4

Ceftazidim/klavulansyra ***For temocillin finns

Cefoxitim/klavulansyra ** Cefta/klav =

* Cefo/klav

inget EUCOFF.
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