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SAMMANFATTNING

Artificiell insemination med farsk sperma ar den vanligaste reproduktionstekniken inom
grisuppfédningen i manga delar av vérlden. Vid framstéllning av semindoser spads ejakulatet
med sarskilda spadningsvatskor innehallande antibiotika som tillsétts for att undvika att de
bakterier som kontaminerat ejakulatet under samling och framstallning vaxer till under
lagringen och skadar spermierna och orsakar infektion eller nedsatt fertilitet hos suggan.
Studiens syfte var att undersdka vilka bakterier som normalt finns i vagina hos gyltor och
suggor och om det forekommer ndgon minskad sensitivitet for antibiotika hos den bakteriella
normalfloran till foljd av exponeringen av antibiotika.

For att undersoka huruvida antibiotika som tillsatts till spadningsvatskan inom artificiell
insemination paverkar den mikrobiella normalfloran hos hongrisar provtogs 30 suggor och 30
gyltor fran tre gardar i Mellansverige under hosten 2018. Vaginalproven togs med hjalp av
sterila skyddade provtagningspinnar. Proven analyserades genom direktodling pa notblodagar,
bldagar, mannitolsaltagar, COBA och MRS-agar. Pavisade bakterier renodlades pa blodagar
och artbestdmdes sedan med hjalp av Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time Of
Flight Mass Spectrometry, MALDI-TOF MS. Totalt artbestdmdes 280 isolat, 72,9 % av isolaten
tillhdrde tre genera: Staphylococcus, Streptococcus och Corynebacterium.

Resistensundersokning av utvalda bakterier visade ingen tydlig skillnad mellan de tva
grupperna av djur. For samtliga resistensundersokta bakterier kunde en mer eller mindre stor
spridning av kanslighet for nagon eller nagra antibiotika ses hos bade suggor och gyltor. Hos
samtliga Staphylococcus spp. sags en svag tendens till minskad kanslighet for penicillin hos
suggor i jamforelse med gyltor men djurantalet i grupperna var litet sa skillnaderna var inte
signifikanta.



SUMMARY

Use of artificial insemination with fresh semen is the most common reproduction method for
breeding pigs in many parts of the world. During semen processing the ejaculate is extended
and antibiotics are added to control bacterial contamination that otherwise damages the
spermatozoa and could result in an infection or reduced fertility in the sow. The purpose of this
study was to investigate the normal bacterial flora of the vagina in gilts and sows and to see if
there is an increased resistance to antibiotics among the bacteria due to the exposure to
antibiotics in semen extenders.

Samples were taken from 30 sows and 30 gilts on three farms in the middle of Sweden during
the autumn of 2018. The vaginal samples were taken with guarded swabs. The samples were
analyzed by culturing on bovine blood agar, blue agar, mannitol salt agar, COBA and MRS
agar. Detected bacteria were identified by Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time
Of Flight Mass Spectrometry, MALDI-TOF MS. A total number of 280 isolates was identified:
72,9 % of those belonged to three genera: Staphylococcus, Streptococcus and Corynebacterium.

There was no significant difference in the resistance of the bacteria in the two groups although
there was a tendency for decreased sensitivity to penicillin among all of the tested
Staphylococcus spp. of the sows compared to the gilts. However, due to the small number of
animals, it was not possible to draw a conclusion from these results. All of the tested bacteria
showed a varying degree of sensitivity to different antibiotics regardless of which group of sows
they came from.
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FORKORTNINGAR

Al Artificiell Insemination

ATCC American Type Culture Collection

BHI Brain Heart Infusion

BTS Beltsville Thawing Solution

CAMHB Katjonsjusterad Miller Hinton-buljong

CFU Colony-Forming Units

COBA Colistin Oxolinic Blood Agar

DNA Deoxyribonukleinsyra

ECOFF Epidemiological cut-off values

EU Europeiska Unionen

EUCAST European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing

MALDI-TOF MS Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time of Flight Mass
Spectrometry

MIC Minimum Inhibitory Concentration

MRS deMan Rogosa Sharpe

MRSA Methicillin resistent Staphylococcus aureus

NaCl Natriumklorid

PBP2A Penicillin binding protein 2A

RNA Ribonukleinsyra

SLC Single Layer Centrifugation

SPF Specific Pathogen Free



INLEDNING

Artificiell insemination med féarsk sperma &r sedan flera decennier en mycket vanlig reproduk-
tionsteknik inom grisuppfddningen i stora delar av vérlden (Knox, 2016). Tekniken gor det
mojligt att halla ett storre antal suggor i grupp som kan insemineras samtidigt for att kunna
sektionera, effektivisera och resursplanera uppfddningen. En annan fordel ar snabbare avels-
framsteg sa att vardefulla avelsgaltar kan anvandas for insemination av fler suggor genom
spadning av ejakulaten.

Vid samling av sperma fran galtar ar det i det narmaste oundvikligt att ejakulatet kontamineras
med bakterier trots noggranna hygienrutiner. Det kan vara bakterier fran galten, personalen eller
fran t.ex. luft och ventilationssystem som kontaminerar ejakulatet under framstallningen av den
fardiga semindosen (Althouse, 2008). Manga bakterier trivs ocksa i den miljé som spermierna
forvaras i och tillsatts inte antibiotika konkurrerar de om samma naringsamnen. Bakterier har
en negativ effekt pa spermier t.ex. i form av forkortad livslangd, sankt motilitet och akrosom-
skador (Althouse et al., 2000; Bussalleu et al., 2011). Detta resulterar i sémre dréktighets-
resultat, darfor tillsétts antibiotika till spadningsvétskan for att forhindra tillvaxt av bakterierna.
Det kan dock forekomma att resistenta bakterier dverlever och véxer till i semindoserna trots
tillsats av antibiotika (Althouse & Lu, 2005; Kuster & Althouse, 2016).

Fokus har tidigare lagts pa galtarna och vilka bakterier som férekommer i ejakulatet och i de
fardiga semindoserna (Althouse & Lu, 2005; Kuster & Althouse, 2016) men det saknas kunskap
om hur anvandningen av antibiotika i spadningsvétskan paverkar hondjuren som insemineras.
Vilka bakterier finns i vagina och cervix hos hongrisar? Férekommer antibiotikaresistens hos
den mikrobiella normalfloran i den cervikala delen av vagina pa suggor som en féljd av upp-
repade inseminationer i jamférelse med gyltor som aldrig har blivit inseminerade?

Det ar allmant ként att bakteriers utveckling av resistens mot antibiotika ar ett hot mot bade
manniskors och djurs halsa och all anvandning av antibiotika bor ifrdgasattas och prioriteras till
de omraden dar inget alternativ i dagslaget finns for att bromsa resistensutvecklingen.

Syfte

Syftet med studien var att understéka och jamfora forekomsten av bakterier i vagina och cervix
hos gyltor och hos suggor som grisat minst tre ganger samt att resistensundersoka pavisade
bakterier for att fa en uppfattning om resistenta bakterier forekommer oftare hos suggor som
seminerats minst tre ganger jamfort med gyltor som aldrig har inseminerats.



LITTERATUROVERSIKT
Artificiell insemination i Sverige

Artificiell insemination, Al, med féarsk sperma ar den vanligaste reproduktionstekniken inom
grisproduktionen i Sverige och anvénds till en stor andel av suggorna i landet. Under 2017
saldes ca 700 000 semindoser fran galtstationerna i Sverige (Svenska Kottforetagen AB,
2018a). I Sverige finns for tillfallet tva galtstationer dar galtar halls for samling av sperma for
distribution till gardar runt om i landet (Jordbruksverket, 2017). Verksamheten kraver tillstand
fran jordbruksverket (SFS 1985:343) och regleras av Jordbruksverkets foreskrifter (SJVFS
2000:72). | foreskrifterna finns beskrivet det mesta fran att personer som arbetar i verksamheten
skall ha godkand utbildning for respektive omrade till provtagnings- och karantansrutiner for
insattning av nya galtar i verksamheten. Galtar som anvands for samling av sperma till Al star
under noggrann kontroll och genomgar ett omfattande provtagningsprogram infér och under
sin tid pa galtstationen for att i majligaste man undvika spridning av patogener via sperma, men
det finns dven risk att icke patogena bakterier kan spridas och dessa upptécks inte bland de
provtagningar som utfors i samband med insattning och under vistelsen pa galtstationerna.

Fordelarna med Al & manga. Tekniken har mojliggjort den produktionsform vi ser idag med
“allt in- allt ut-principen” dar grunden &r att alla grisar i en avdelning ar lika gamla och smitta
fran aldre till yngre grisar undviks under forutsattning att avdelningar ar sektionerade och att
det finns val etablerade interna smittskyddsregler som foljs av alla som &r involverade i
produktionen. Resurser kan frdelas genom t.ex. dkad tillsyn av djuren vid tiden for forlossning.
Avdelningen kan sedan, i och med att grisarna ar jamngamla, efter en tid tommas helt, rengdras
och desinficeras innan nasta omgang grisar flyttar in. Det har resulterat i ett minskat smittryck
och darmed friskare grisar. For att astadkomma detta kréavs att en stérre grupp av suggor blir
draktiga samtidigt och foljaktligen grisar ungefar samtidigt, vilket ar praktiskt mojligt tack vare
Al.

Ytterligare en fordel med Al ar snabbare avelsframsteg. Véardefulla avelsgaltar kan anvandas
for insemination av fler suggor. Antalet spermier i ett ejakulat fran en galt varierar mellan
ungefar 60 till 120 miljarder spermier (Flowers, 2008) och kan spadas och anvéandas for
framstéllning av 2045 semindoser innehallande vardera 2,3-3,0 miljarder spermier (Knox,
2016).

Framstallning av inseminationsdoser

Samling av sperma fran galt

Vid samling av sperma far galten bestiga en fantom med form och hojd som paminner om ett
hondjur och samlingen utférs for hand av utbildad personal (SJVFS 2000:72). Att samla ett
ejakulat fran en galt tar cirka femton minuter och det ar mycket viktigt att undvika att det
kommer med smuts eller urin i sperman under samlingens gang.

Personen som ska samla ejakulatet haller med behandskad hand om penis och undviker att
sperman skoljer éver handen, sperman samlas i en plastpase i en behallare som haller 30°C.



Oppningen tiacks med en silduk for att skilja bort det geléartade sekretet frdn bulbo-
urethralkortlarna (Noakes et al., 2001).

Hygienen ar mycket viktig for att i mojligaste man undvika bakteriekontamination. Efter
samling forsluts plastpasen med sperman och marks upp med galtens identitet, ras och vem som
utfort samlingen. Dosen placeras sedan i en forvarmd termos och fraktas med rorpost till
laboratoriet. Spermadosen vags och prov tas for kontroll av spermietathet for att kunna berékna
hur mycket spadningsvétska som kan tillsattas och darmed hur manga inseminationsdoser
ejakulatet racker till.

En fardig inseminationsdos (Figur 1), har en volym av 80 ml och innehaller totalt mellan 2,3
och 3,0 miljarder spermier. Olika spadningsvatskor ger olika hallbarhet. Spermiernas utseende
och motilitet kontrolleras i mikroskop och ett prov fran varje batch kontrolleras dagligen sa
lange dosernas hallbarhet garanteras (Svenska Kottforetagen AB, 2018b).

Galtens ejakulat ar uppdelat i tre fraktioner som skiljs at i utseende och densitet. Den forsta
fraktionen kommer huvudsakligen fran prostata och ar relativt genomskinlig med lagt
spermieinnehall. Den andra och spermierika fraktionen kommer fran bitestiklarna. Fraktionen
blir successivt vitare till fargen, ju vitare ejakulat desto farre spermier vilket beror pa att
sadesblasorna borjar att tomma sig. | den tredje fraktionen finns fa spermier och innehaller
istallet sekret fran sadesbldsorna men ocksa fran prostata och bulbo-urethralkértlar, det
sistnamnda kanns igen genom sin klistriga konsistens (Rodriguez-Martinez et al., 2009). Galtar
har stor ejakulatvolym, i genomsnitt cirka 250 ml, i jamforelse med t.ex. hingstar och tjurar vars
ejakulatvolym ar cirka 60 respektive 4 ml (Noakes et al., 2001).

Vid samling undviks i mgjligaste man den forsta fraktionen da den i regel ar rikligt
kontaminerad med celldebris, urin och smegma fran preputiet (Rodriguez-Martinez et al.,
2009). Vid naturlig betackning deponeras i samband med ejakulationen sperma inklusive
bakterier i cervix hos hondjuret men tack vare hondjurets lokalt férhdjda immunologiska
beredskap under 6strus i form av neutrofiler och lymfocyter utvecklas i regel ingen sjukdom
(Kaeoket et al., 2001).

Kylning, spadning och paketering

Efter samling borjar arbetet med att kyla, spédda och paketera inseminationsdoserna. Spermierna
behdver kylas for att sanka deras metabolism och forsatta dem i ett slags vilostadium for att
forlanga deras livslangd (Althouse, 2008). Galtspermier &r kansliga for kdldchock och det ar
darfor viktigt att inte kylningen gar for fort for att behdlla livsdugligheten och darmed
befruktningsdugligheten hos spermierna (Johnson et al., 2000). Alltfér snabb nedkylning
paverkar spermierna negativt pa flera satt. Akrosomen som sitter pa spermiehuvudet och behovs
for att spermien ska kunna penetrera agget vid befruktningen, skadas om spermien utsatts for
snabb kylning (Pursel et al., 1973). Andra organeller som ofta skadas vid koldchock ar
plasmamembranet och mitokondrierna. En effekt av detta &r nedsatt rorelseférmaga och
motilitet (Yi et al., 2008).



Ejakulatet primérspads 1:1 vid 30°C och darefter bestdms spermiekoncentrationen. Néar
ejakulatet sedan svalnat till 22—-24°C sker den slutliga spddningen med spadningsvétska som
haller samma temperatur (+/- 2°C) som ejakulatet for att undvika kéldchock (Dalin et al., 2009).
Vid spédning 1:6 eller mer direkt efter samling har det visats att spermierna &r mer kansliga for
koldchock. Om ejakulatet primarspéads upp till 1:2 och sedan inkuberas under nagra timmar i
30°C utvecklar spermierna en viss resistens mot kdldchock (Pursel et al., 1973). Inkuberings-
tiden i Pursel’s forsok var 1, 3 respektive 5 timmar och med langre inkubering fére hastig
nedkylning sags en hogre andel spermier med normala akrosomer och battre motilitet.

Efter den slutliga spadningen paketeras sperman i forpackningar innehallande 80 ml per dos.
Den slutliga forvaringstemperaturen fram tills insemination rekommenderas vara 17-20°C
(Svenska Kottforetagen AB & Gard & Djurhélsan, 2017).
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Figur 1. Fardig inseminationsdos. (Foto: Isabella Lundgren.)

Spéadningsvatskan

Spédningsvatskan ska forutom att 6ka volymen dven forse spermierna med naring, skydda mot
skador i samband med nedkylning och samtidigt halla pH stabilt. Det finns olika fabrikat med
varierande innehall och egenskaper beroende pa hur Iang tid spermierna ska hallas befrukt-
ningsdugliga.

Farsk sperma har fran borjan ett pH mellan 7,2 och 7,5. Om pH-vérdet sjunker minskar
spermiernas motilitet och metabolism gradvis (Johnson et al., 2000).

Spadningsvatskan fungerar som ett bra naringssubstrat for spermier men dven for eventuella
bakterier som kontaminerat semindosen, utan tillsats av antibiotika kan de véxa (Althouse et
al., 2000). Tillsatsen av antibiotika ar reglerad i Jordbruksverkets foreskrifter om semin-
verksamhet med svin i kapitel 3, 38. Det anges vilka och vilken méngd antibiotika som ska
tillsattas for export till andra l&nder inom EU, i det fallet handlar det om streptomycin,
penicillin, lincomycin och spectinomycin eller motsvarande for likvardig effekt mot leptospira
och mycoplasma. For anvandning av sperma nationellt kréavs tillsats av antibiotika som
forhindrar bakterietillvaxt men valet av antibiotika kan revideras efter behov (SJVFS 2000:72).
Pa galtstationen fors journal avseende vilken spadningsvatska som anvénds, typ av antibiotika
eller kemoterapeutika och denna arkiveras under minst tre ar.

I Sverige anvands idag spadningsvétskorna Beltsville Thawing Solution (BTS) och
NutriXcell + vilket ger en spermiedverlevnad pa 3 respektive 5 dygn. Till spadningsvatskan



tillsatts alltid antibiotika. FOr att undvika toxisk effekt pa spermierna tillsitts ofta laga
koncentrationer av antibiotika men av olika sorter (Johnson et al., 2000).

Tillsats av antibiotika

Som tidigare ndmnts dr tillsats av antibiotika reglerat i foreskrifter hos Jordbruksverket (SJVFS
2000:72). Det kravs tillsats av antibiotika "vars effekt mot leptospira och mycoplasma minst ar
likviardig med effekten av 500 pg streptomycin per ml, 500 IE penicillin per ml, 150 pg
lincomycin per ml och 300 pg spectinomycin per ml slutlig spddning” for galtsperma avsedd
for export inom EU. Vanliga antibiotika som tillsatts till spadningsvatskor for anvandning till
galtsperma ar, férutom de ovan ndmnda, gentamicin, neomycin, amoxicillin, tylosin, polymixin
och enrofloxacin (Althouse, 2008). Information om vilken mangd och typ av antibiotika som
for tillfallet anses tillracklig for att forhindra bakteriell tillvaxt i galtsperma som ska anvéndas
i Sverige ar svart att fa reda pa eftersom foretaget inte har nagon skyldighet att tillhandahalla
den informationen. Enligt uppgifter fran galtstationen i Hudaryd kommer naring och antibiotika
tillsammans i pulverform och pa galtstationen tillsatts enbart vatten (Gylling, J., Svenska
Kottforetagen AB, pers. medd., 2018-11-14).

Enligt en uppskattning fran 2011 anvéands arligen 4 miljoner liter antibiotikainnehallande
spadningsvatska i Europa inom grisnaringen. Berakningarna utgar ifran att det finns 14 miljoner
suggor som arligen producerar 2,3 kullar vardera (Morrell & Wallgren, 2014). Globalt anvands
med stor sannolikhet betydligt mer.

Bakteriers paverkan pa spermier

Bakteriell tillvaxt i inseminationsdoser &r inte dnskvart av manga anledningar. Forutom det
uppenbara att bakterier potentiellt skulle kunna orsaka sjukdom och nedsatt fertilitet hos
hondjuren, har bakteriell tillvaxt dven negativa effekter pa spermierna. Det forstnamnda &r
beroende av vilken typ av bakterie som ar inblandad medan den negativa effekten pa spermierna
i forsta hand avgors av antalet bakterier (Althouse et al., 2000) men dven till viss del av vilken
bakterieart (Sone, 1990). E. coli hade mer negativ effekt pa spermiedverlevnaden &n vad t.ex.
Streptococcus spp. och Staphylococcus spp. hade.

Antalet bakterier i ett farskt ejakulat fran galt som samlats enligt traditionell metod varierar
mycket beroende pa teknik och hygien hos den som samlar men &r i genomsnitt 27 000
bakterier/ml (Sone, 1990). | den fardigspadda seminvéatskan kan bakterierna indelas i tva
grupper utifran deras ursprung: fran djuret inklusive manniskan eller fran ovriga kallor.
Bakterier ur den forstnamnda gruppen kommer ofta fran galtens preputium, avforing, hud/borst,
andningsvagar eller fran personen som samlat ejakulatet medan bakterier fran den andra
gruppen harstammar fran omgivningen via vatten och vattenledningar, diskhoar, stromaterial,
luft- och ventilationssystem (Althouse, 2008).

De negativa effekter som forekomst av bakterier i semindoser har pa spermierna har visats vara
nedsatt motilitet och livslangd, spermieagglutination, membran- och akrosomskador (Monga &
Roberts, 1994; Althouse et al., 2000; Bussalleu et al., 2011). Bakterierna konkurrerar med
spermierna om ndring och producerar metaboliska biprodukter som kan skada spermierna



(Althouse, 2008). Okontrollerad bakterietillvéxt kan resultera i reproduktionsstorningar i form
av omlop, vaginala flytningar, endometrit, fosterdéd och minskad kullstorlek hos hondjuren
som insemineras (Althouse et al., 2000; Maes et al., 2008; Maroto Martin et al., 2010). Kylning
av sperma for att sdnka spermiernas metabolism kan i vissa fall innebdra en fordel for bakterier
som till skillnad fran spermier kan anpassa sig och till och med fortsétta att tillvaxa (Althouse,
2008).

Normalflora i vagina och cervix hos suggor

Det finns fa studier som beskriver den normala bakteriefloran i cervix hos suggor, en studie
som utfordes i Kina jamfor bakteriefloran mellan friska suggor och suggor med endometrit
(Wang et al., 2017). Hos béagge grupperna var bakterier ur fylum Firmicutes vanligast, dit hor
bland andra Staphylococcus spp., Streptococcus spp. och Lactobacillus spp. Dérefter kom
bakterier ur fylum Proteobacteria dit E. coli hor. | denna studie ingick dock endast 4 suggor ur
respektive grupp. Proverna togs med hjélp av en skyddad provtagningssvabb i form av ett
metallrér som fordes in genom vagina varvid en provtagnings svabb roterades ut ur réret och
tillbaka igen innan réret drogs ut.

Den mikrobiella normalfloran i frdmre vagina hos suggor under olika stadier av reproduktions-
cykeln studerades i Queensland (Bara et al., 1993). 23 suggor fran en SPF-beséttning (specific
pathogen free) ingick i studien och de provtogs med hjalp av skyddade provtagningssvabbar
vid nio tillfallen vardera under reproduktionscykeln. Forsta provet togs en vecka fore forloss-
ning, andra provet samma dag som forlossning, darefter togs prov en gang i veckan fram till
avvanjning, ett prov dagen efter betackning och slutligen tva och tre veckor efter betackning.
Prov raknades som negativt om farre an atta kolonier véxte ut vid odling. Totalt togs 203 prover
och fran 75 av dessa isolerades bakterier. Mest bakterier pavisades i samband med grisning och
minst antal bakterier tre veckor efter betackning. Totalt pavisades 142 isolat av manga olika
genera, 83,7 % av dessa representerades av féljande fem genera: Streptococcus spp., E. coli,
Staphylococcus spp., Corynebacterium spp. och Micrococcus spp.

Utveckling och spridning av antibiotikaresistens

Bakterier har funnits pa jorden under cirka 3-3,5 miljarder ar (Bennett, 2008). De har under
den tiden blivit bra pa att anpassa och skydda sig mot omgivningen for sin éverlevnad.

Antibiotikaresistens hos bakterier ar ett 6kande problem bland bade méanniskor och djur och
resulterar i svarbehandlade infektioner. Ar 2016 berdknades ca 700 000 ménniskor do av
infektioner orsakade av antibiotikaresistenta bakterier och om inget gors for att bromsa
utvecklingen beraknas 10 miljoner manniskor do arligen ar 2050 (amr-review.org, 2016).

Resistensen kan vara antingen naturlig eller forvarvad. Den medfddda resistensen finns kodad
i bakteriens arvsanlag, det kan t.ex. involvera cellvdggens uppbyggnad, effluxpumpar som gor
att antibiotikan transporteras ut ur bakterien eller produktion av enzymer som inaktiverar
antibiotikan (Quinn, 2011). Forvarvad resistens kan astadkommas pa olika sétt. Den kan uppsta
till f6ljd av mutationer, dverforing av genetiskt material via plasmider, makrofager som bar pa
resistensgener eller transposoner som hoppar mellan bakterier. Nar bakteriepopulationer



exponeras for antibiotika selekteras de bakterier som ar resistenta mot substansen fram och far
battre forutsattningar att foroka sig med minskad konkurrens. Gener som bar pa resistens kan
spridas mellan bakterier av samma art men dven mellan olika arter.

Mutationer

Mutationer i redan existerande genetiskt material i bakterien &r ett av de olika scenarier som
kan resultera i antibiotikaresistens. Inga nya gener tillfors utan det som sker ar forandringar i
bakteriens eget DNA (Bennett, 2008). Spontana kromosomala mutationer, som ger upphov till
en dottercell med den mutationen, sker i ungefar en av tio miljoner bakterier (Rang & Dale,
2011). Om mutationen ifraga givit upphov till resistens mot antibiotika kommer behandling
med antibiotika att selektera fram de forandrade bakterierna. | regel klarar individens eget
immunfdrsvar av att hantera den kraftigt reducerade bakteriepopulationen. Dessutom har ofta
muterade bakterier minskad patogenicitet. Det ar forstas betydligt mer allvarligt om den priméara
infektionen orsakas av redan resistenta bakterier.

Plasmidodverford resistens

Plasmider ar extrakromosomalt genetiskt material bestaende av cirkulart, dubbelstrangat DNA
lokaliserat i cellens cytoplasma och kan innehalla ett stort antal gener varav en del av dessa
gener kan koda for antibiotikaresistens. Plasmider kan replikeras oberoende av den kromo-
somala aktiviteten. | en och samma cell kan det finnas flera kopior av en plasmid men aven
olika typer av plasmider (Rang & Dale, 2011).

Det ar oklart hur dessa gener har uppstatt men det har visats att hos methicillinresistenta
Staphylococcus aureus, MRSA, har mecA-genen som kodar for PBP2A (penicillin binding
protein 2A) ursprungligen uppstatt hos en annan Staphylococcus-art, S. sciuri, som sedan
overforts till S. aureus (Couto et al., 1996). PBP2A har kraftigt minskad affinitet for penicillin
och det leder till att penicillinet inte lyckas inhibera cellvaggssyntesen, vilket ar verknings-
mekanismen for penicillin. S. sciuri ar en vanlig hudbakterie hos manga av vara husdjur och
hypotesen &r att mecA-genen uppstatt under lang tid under selektivt tryck av penicillin vid
profylaktiskt bruk. MecA-genen &r dock nedreglerad, tyst, och S. sciuri &r darfor generellt
kénslig for penicillin. Vid uppreglering av genen uppvisar S. sciuri resistens mot methicillin
och andra betalaktamer (Couto et al., 2003).

Konjugation

Konjugation innebar att tva celler kopplas ihop med hjalp av sexpilus med direktkontakt mellan
cellernas cytoplasma varvid utbyte av kromosomalt eller extrakromosomalt genetiskt material
sker. Formagan att kunna konjugera finns kodad i vissa plasmider och den egenskapen kan
darmed spridas mellan olika bakterier inom samma art men dven mellan olika arter. Plasmider
som bér pa resistensgener har ofta formaga att konjugera och det &r den huvudsakliga vagen for
spridning av resistens mellan bakterier (Rang & Dale, 2011).

Som exempel har S. aureus genom konjugation erhallit genetiskt material fran Enterococcus
spp. som béar pa resistens mot vancomycin (Noble et al., 1992). Vancomycin &r ett fa alternativ



som star till buds vid svara MRSA-infektioner. Resistensgenen ar kodad i en transposon som
ar integrerad i en konjugerande plasmid i Enterococcus spp. (Arthur et al., 1993).

Transduktion

Vid transduktion dverfors genetiskt material med hjalp av virus som infekterar bakterier, s.k.
bakteriofager. De ar relativt vardspecifika eftersom de binder till specifika receptorer pa
bakteriens yta och injicerar genetiskt material in i bakteriens cytoplasma. Bakteriofagens genom
bestar av enkel- eller dubbelstrangat DNA eller RNA (Quinn, 2011). Bakteriofager indelas efter
deras satt att replikeras i virulenta fager och termofager. Manga bakterier har termofager
integrerade i sina kromosomer som s.k. profager eller fria som plasmider (Rohde et al., 2018;
Quinn, 2011).

Transposoner

Transposoner ar bitar av DNA som med hjalp av enzymer, transposaser, kan byta fran en plats
i en DNA-molekyl till en annan plats pd samma molekyl eller en annan DNA-molekyl
(Lambert, 2007).

Till skillnad fran plasmider kan inte transposoner replikera sig sjalvstandigt men kan integrerad
i en plasmid replikeras genom att med hjélp av transposaser dverfora delar av sitt genetiska
material till en annan plasmid. Eftersom transposoner kan bara pa resistensgener innebar de en
stor risk for spridning av antibiotikaresistens mellan bakterier (Rang & Dale, 2011).

Alternativ till antibiotika i spadningsvatska

Lagring och distribution av sperma kraver forutsattningar som gynnar spermiernas éverlevnad
och befruktningsduglighet. | de forutsattningarna ingar forutom lamplig naring och buffrande
egenskaper i spadningsvatskan dven att reducera kontamination under framstallning av insemi-
nationsdoser och att forhindra eventuell bakteriell tillvaxt.

Single Layer Centrifugation

Single Layer Centrifugation, SLC, ar en metod som gar ut pa att direkt efter samling separera
spermierna fran bakterierna som kontaminerat ejakulatet (Morrell & Wallgren, 2011). Studien
visade att det gar att framstalla semindoser som inte innehaller nagra bakterier alternativt
reducerat antal bakterier utan hjélp av antibiotika. Det &r fortfarande mycket viktigt att iaktta
noggrann hygien vid samling av sperma, att separationen sker direkt efter samlingen och att
aterkontamination efter centrifugering undviks.

For att genomfora separationen anvandes i Morell & Wallgrens studie en kolloid (Androcoll™-
P; JM Morrell, SLU, Sverige) som ar speciellt framtagen for galtsperma, bestdende av
glycidoxypropyltrimethoxysilane-tackt kiseldioxid i saltlosning. Ejakulat fran tio galtar
primarspaddes med BTS utan antibiotika och pipetterades forsiktigt ovanpa kolloid i ett ror som
sedan centrifugerades under 20 minuter varpa spermiedelen av ejakulatet kunde erhallas efter
att ha passerat genom kolloiden. I forsoket spaddes spermiedelen med BTS utan antibiotika-
tillsats och lagrades sedan i 16-18°C. Prov togs for bakterieodling och spermieundersékning



direkt efter spadning och sedan efter 24 timmars lagring. Bakterierna raknades och typades och
spermiernas motilitet undersoktes.

Nio av tio av de ocentrifugerade proverna inneh0ll bakterier vid forsta odlingen direkt efter
samling, antalet bakterier hade mer &n fordubblats efter 24 timmar. Fem av tio av de
centrifugerade proverna inneholl inga bakterier vid de tva odlingarna. Fyra prover hade lindrig
vaxt av bakterier vid forsta odlingen som i de flesta av fallen inte hade 6kat efter 24 timmar.

Spermiemotiliteten paverkades inte av passagen genom kolloiden (Morrell & Wallgren, 2011).

Cationic antimicrobial peptides

Antimikrobiella peptider ar polypeptider med upp till 100 aminosyror uppbyggda pa olika sétt
som har visat sig direkt interagera med lipider i bakteriers cellmembran och pa sa vis
destabiliseras membranet for att snabbt doda bakterien (Lohner & Blondelle, 2005). Schulze et
al. undersokte om antimikrobiella peptider gar att anvanda i farsk sperma istallet for vanligen
anvanda antibiotika. | studien jamfordes effekten av antimikrobiella peptider med effekten av
gentamicin som &r ett vanligt antibiotikum i spadningsvatskor inom Al (Schulze et al., 2014).
Schulze et al. fann att vissa cykliska hexapeptider (c-WFW och c-WWW) i lag koncentration
gav jamforbara resultat med gentamicin géllande spermiekvalitet, motilitet och draktighets-
resultat.



MATERIAL OCH METODER
Studiepopulation

Studien pagick under hosten 2018 och sammanlagt ingick 60 till synes kliniskt friska djur fran
tre konventionella gardar i Mellansverige med >350 suggor i produktion. Djuren var korsningar
mellan Yorkshire och Lantras. Pa respektive gard provtogs tio gyltor som aldrig blivit
inseminerade och tio suggor som avvant minst tre kullar (férdelat kull 3—7). Provtagningen
gjordes i samband med stabrunst, innan inseminering. Samtliga tre gardar bestéllde sina insemi-
nationsdoser fran samma galtstation.

Provtagningen har godkénts och utforts enligt villkoren for Gard & Djurhalsans tillstand att
anvénda forsoksdjur.

Inklusionskriterier

Grupp 1: gyltor som deltog i studien var kdnsmogna och klara for betdckning och fick inte vara
inseminerade tidigare, d.v.s. inte [6pt om.

Grupp 2: suggor som deltog i studien hade avvant minst tre kullar till foljd av insemination.

Inget djur hade behandlats med antibiotika under de senaste 5 veckorna innan provtagning och
hade inte heller nagra vaginala flytningar vid provtagningstillfallet.

Provtagningsmetod

Metod for provtagning testades pa hela konsorgan fran slaktade djur (suggor och slaktgrisar)
innan provtagning utfordes pa levande djur for att fa rutin for handhavande av
provtagningsutrustning och for att fa en kansla av hur langt in pinnen behovde foras hos de
olika alderskategorierna.

Figur 1. Provtagningskateter i cervix pa slaktorgan. Av bilderna framgar hur provtagningen gick till for
att undvika kontamination av bakterier utifran. (Foto: Lena Eliasson-Selling.)

Vulva torkades av med torrt papper, blygden sdrades och den sterila, skyddade provtagnings-
pinnen fordes forsiktigt in, initialt i kraniodorsal riktning for att undvika urethra, for att sedan
riktas mer kranialt tills ett svagt motstand alternativt pulvini cervicales, som &r framtradande
under brunst, kunde kannas. Darefter fordes topsen ut i tva steg, roterades ett flertal ganger och
fordes sedan tillbaka i skyddat lage igen varefter pinnen drogs ut ur vagina (figur 2). Det inre
plastréret med topsen drogs bakat ut ur det yttre roret och forslots med medféljande lock.
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Provtagningstopsen placerades sedan inom 30 minuter efter provtagning i Amies kolade
transportmedium (Copan Diagnostics Inc.) och foérvarades i rumstemperatur till odlingen
pabdrjades.

Analysmetod och material

De bakterier som forvantades att pavisas var E. coli, Staphylococcus spp., Streptococcus spp.
och Lactobacillus spp. De odlingsmedier som darfér valdes var nétblodagar, blaagar, mannitol-
saltagar (selektiv agar for Staphylococcus spp.), COBA (selektiv agar for Streptococcus spp.)
och MRS-agar (selektiv agar for Lactobacillus spp.). Samtliga prover analyserades genom
direktodling pa odlingsmedier inom 6 timmar efter provtagning.

Notblodagar, blaagar och mannitolsaltagar inkuberades i 37°C i 24 + 24 timmar. COBA
inkuberades i CO,-skap i 37°C i 24 + 24 timmar. MRS-agar inkuberades anaerobt i 25°C i fem
dygn innan avlasning. Pavisades bakterier renodlades de pa hastblodagar vilka inkuberades i
37°C i 24 + 24 timmar innan typning.

Typning av pavisade bakteriestammar utférdes med hjélp av Matrix-Assisted Laser Desorption/
lonization Time Of Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS). Typning av en del av de
grampositiva bakterierna underlattades med hjélp av anvéndning av 0,1 ul myrsyra (70 %)
som applicerades pa respektive bakterieyta pA MALDI TOF-skivan och fick torka innan 0,1 pl
matrix applicerades.

Tva isolat fran varje pavisad (> 2,00 pA MALDI-TOF MS) bakteriespecies per prov sparades i
frys i kryorér med BHI och glycerol.

Resistensundersdkning

Pavisade isolat som skulle resistensundersdkas togs fran frysen och odlades pa notblodagar och
inkuberades i 37°C i 24 timmar, darefter gjordes renodling fran en enskild koloni som
inkuberades i 37°C i 24 timmar. Bakteriematerial fran 3-5 kolonier fran varje renodling av
respektive isolat l16stes upp i 5 ml katjonsjusterad Miller Hinton-buljong, CAMHB. Buljong-
I6sningen inkuberades under 1 timme och 50 minuter for E. coli, 4 timmar for Staphylococcus
spp. och 3,5 timmar for Streptococcus suis. i 36°C. Darefter overfordes 10 ul (8 ul for S. suis)
av losningen till 10 ml CAMHB. Losningen inokulerades 1 mikrotiterplattor, 50 pl i varje brunn.
Inokulatets tdthet kontrollerades genom att 10 ul av inokulatet fordes 6ver till 10 ml 0,9 %
NaCl-16sning. Fran denna spddning togs 100 pl och spreds over en notblodagarplatta. Efter
inkubering i 36°C i 18 timmar kontrollerades att 20-80 colony-forming units (CFU) kunde
raknas. Efter inkubering i 36°C i 18 timmar lastes MIC som den lagsta koncentrationen som
h&mmade synlig vaxt.

Den epidemiologiska brytpunkten (ECOFF) som anvéndes for bestdmning av resistens ar
framtagen av Europeiska kommitten for test av antibiotikaresistens (EUCAST, 2018).

For kvalitetskontroll anvéndes kontrollstammar. E. coli ATCC 25922 f6r gramnegativa
bakterier och Staphylococcus aureus ATCC 29213 for Staphylococcus spp. och Streptococcus

spp.
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RESULTAT
Isolerade bakterier

Bakterier isolerades fran samtliga 60 provtagna djur. Totalt artbestamdes 280 bakterieisolat av
48 olika arter. Fran suggor artbestamdes 132 isolat och fran gyltor 148 isolat. Samtliga bakterier
tillnérde nagot av foljande tre fylum: Firmicutes (174 isolat), Actinobacteria (82 isolat) och
Proteobacteria (24 isolat). 72,9 % av isolaten tillnérde tre genera: Staphylococcus,
Streptococcus och Corynebacterium (Tabell 1).

Tabell 1. Férdelning av isolat for respektive grupp och totalt

Grupp
Antal isolat Antal isolat  Antal isolat
hos bada inom gruppen inom gruppen
Bakterie Fylum grupperna suggor. gyltor.
Genus alt. art totalt.
Staphylococcus spp. Firmicutes 85 42 43
Streptococcus spp. Firmicutes 69 34 35
Corynebacterium spp. Actinobacteria 50 24 26
Actinomyces Actinobacteria 19 4 15
Actinobacillus rossii Proteobacteria 13 6 7
Bacillus spp. Firmicutes 13 7 6
Escherichia coli Proteobacteria 7 3 4
Micrococcus spp. Actinobacteria 6 1 5
Rothia nasimurium Actinobacteria 6 1 5
Enterococcus spp. Firmicutes 3 2 1
Aerococcus viridans Firmicutes 2 2 -
Pasteurella spp. Proteobacteria 2 2 -
Clostridium perfringens  Firmicutes 1 1 -
Globicatella sanguinis  Firmicutes 1 1 -
Pantoea agglomerans Proteobacteria 1 1 -
Proteus mirabilis Proteobacteria 1 1 -
Trueperella abortisuis  Actinobacteria 1 - 1

Arter inom genus Staphylococcus isolerades i 55 av 60 prover och var fordelade pa 12 olika
arter (Tabell 2). Bakterier ur genus Streptococcus isolerades i 49 av 60 prover och var fordelade
pa 8 olika arter (Tabell 3). Corynebacterium spp. isolerades i 40 av 60 prover och var fordelade
pa 8 olika arter (Tabell 4).
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Tabell 2. Artfordelning inom genus Staphylococcus, antal isolat

Gard 1 Gard 2 Gard 3 Totalt

Art Suggor  Gyltor Suggor  Gyltor Suggor  Gyltor

S. lentus 8 4 1 5 1 1 20
S. sciuri - 1 4 3 5 4 17
S. chromogenes - 2 2 3 2 7 16
S. rostri 1 - 2 2 4 1 10
S. epidermidis 2 1 1 1 - - 5
S. equorum 1 2 - 1 - - 4
S. gallinarum - - - - 1 4
S. xylosus 1 - 1 - 1 3
S. hominis 1 - - - - 1 2
S. simulans 1 1 - - - - 2
S. haemolyticus - - - 1 - - 1
S. hyicus 1 - - - - - 1

Tabell 3. Artfordelning inom genus Streptococcus, antal isolat

Gard 1 Gard 2 Gard 3 Totalt

Art Suggor  Gyltor Suggor  Gyltor Suggor Gyltor

S. thoraltensis 3 5 7 4 2 7 28
S. suis 4 4 4 8 3 1 24
S. hyovaginalis 1 - 3 1 3 2 10
S. orisratti 1 - 1 - - - 2
S. pluranimalium - - - 1 1 - 2
S. canis - - 1 - - - 1
S. dysgalactiae - - - 1 - - 1
S. hyointestinalis - 1 - - - - 1

Tabell 4. Artfordelning inom genus Corynebacterium, antal isolat

Gard 1 Gard 2 Gard 3 Totalt

Art Suggor  Gyltor  Suggor Gyltor Suggor Gyltor

C. xerosis 6 6 - 6 6 3 27
C. freneyi 3 1 6 3 - 2 15
C. glucuronolyticum - - 1 2 - - 3
C. auricosum - - 1 - - - 1
C. casei - 1 - - - - 1
C. confusum - 1 - - - - 1
C. glutamicum 1 - - - - - 1
C. stationis - 1 - - - - 1
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Bacillus spp. isolerades i 12 av 60 prover fordelade pa 3 olika arter (Tabell 5). Micrococcus
spp. isolerades i 6 av 60 prover, Enterococcus spp. isolerades i 3 av 60 prover och Pasteurella
spp. isolerades i 2 av 60 prover (Tabell 6).

Tabell 5. Artfordelning inom genus Bacillus, antal isolat

Gard 1 Gard 2 Gard 3 Totalt
Art Suggor  Gyltor Suggor  Gyltor Suggor Gyltor
B. licheniformis - - 1 - 5 2 8
B. pumilus - - - 1 1 2 4
B. flexus - - - - - 1 1

Tabell 6. Artfordelning inom genus Micrococcus, Enterococcus och Pasteurella, antal isolat

Gard 1 Gard 2 Gard 3 Totalt

Art Suggor  Gyltor Suggor  Gyltor Suggor Gyltor

M. luteus - 1 - 3 - 1 5
M. tereus - - - 1 - - 1
E. aquimarinus - - - - 1 - 1
E. avium - - - - 1 - 1
E. cecorum - - - 1 - - 1
P. mairii 1 - - - - - 1
P. aerogenes - - 1 - - - 1

Resistenshestamning

Resistensundersékning utfordes pa E. coli, S. sciuri, S. chromogenes, S. lentus, S. rostri, S. suis,
S. hyovaginalis och S. thoraltensis.

Resistensbestdmningen av S. hyovaginalis och S. thoraltensis gick inte att tolka eftersom de
bakterierna inte véxte tillrackligt bra och gav for laga varden vid kontroll av inokulatets tathet.
Efter elva timmars forkultivering av S. hyovaginalis och sedan spadning enligt instruktion
kunde endast en CFU pavisas. S. thoraltensis forkultiverades i sju timmar men efter spadning
kunde endast sju CFU pavisas.

Resultaten av resistensundersokningarna framgar av tabellerna nedan (Tabell 7 - 12). ECOFF-
varden ar markerade med lodrét linje for respektive antibiotikum alternativt narbesléktat
antibiotikum/bakterie dar varden for aktuellt antibiotikum saknades i EUCASTSs tabell
(EUCAST, 2018). Dar inget annat anges i tabell 8 - 11 redovisas ECOFF-varden for
koagulasnegativa Staphylococcus spp. For Streptococcus suis (Tabell 12) redovisas ECOFF-
varden for alfa-hemolytiska Streptococcus spp. dér inget annat anges.
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Tabell 7. MIC for Escherichia coli

png/ml <0,12 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 >64
Suggor (N=3) - 66,7% 33,3%
Gyltor (N=4) Ampicillin 75,0% 25,0%
Suggor (N=3) . 100,0%
fi
Gyltor (N=4) Cefotaxime ;16 0%
Suggor (N=3) Amoxicillin/ 100,0%
Gyltor (N=4) (Kklavulansyra)** 100,0%
Suggor (N=3) - 66,7% 33,3%
listin
Gyltor (N=4) Colist 75,0% 25,0%
Suggor (N=3) . . 33,3% 66,7%
Gyltor (N=4) Viurofurantoin 25,0% 75.0%
Suggor (N=3) Trimetoprim/ 100,0%
Gyltor (N=4) (sulfametoxazol)* 100,0%
Suggor (N=3) - 100,0%
Gyltor (N=4) Gentamicin 100,0%
Suggor (N=3) . 66,7% 33,3%
Gyltor (N=4)  “ureptomyein 50,0% 50,0%
Suggor (N=3) . 100,0%
Gyltor (N=4) Neomycin 100,0%
Suggor (N=3) . 66,7% 33,3%
Gyltor (N=4) Tetracyklin 100,0%
Suggor (N=3) . 100,0%
Gyltor (N=4) Enrofloxacin 100,0%
* anger koncentrationen for trimetoprim, testad i férhallandet 1/19 trimetoprim/sulfametoxazol.
** anger koncentrationen for amoxicillin, testad i forhallandet 2/1 amoxicillin/klavulansyra.
Vitt omrade visar vilka koncentrationer (pg/ml) som testats.
Tabell 8. MIC for Staphylococcus chromogenes
pg/ml <0,03 006 012 025 05 1 2 4 8 16 32 >64
Suggor (N=4) Penicillin 250% 50,0% 25,0%
Gyltor (N=12) 83,3% 8,3% 8,3%
Suggor (N=4) - 100,0%
Gyltor (N=12) Cefalotin 100,0%
Suggor (N=4) - 100,0%
Gyltor (N=12) Oxacillin 66,7% 33,3%
Suggor (N=4) -, 100,0%
Gyltor (N=12) Cefoxitin? 833% 16,7%
Suggor (N=4) . 100,0%
Gyltor (N=12)  Cofloxacin® 100,0%
Suggor (N=4) . 100,0%
Gyltor (N=12) Fusidinsyra 100,0%
Suggor (N=4) . 100,0%
Gyltor (N=12)  Cytromyein 91,7% 8,3%

Suggor (N=4) . . 100,0%
Gyltor (N=12) _<Iindamycin 91,7% 8,3%

Suggor (N=4) Gentamicin 100,0%
Gyltor (N=12) 91,7% 8,3%

Suggor (N=4) . . 100,0%
Nitrofurantoin?

Gyltor (N=12) 100,0%

Suggor (N=4) . 100,0%

Gyltor (N=12) | cwecyklin 91,7% 8,3%

Suggor (N=4) Trimetoprim/ 75,0% 25,0%

Gyltor (N=12) (sulfametoxazol)* 75,0% 25,0%

*anger koncentrationen for trimetoprim, testad i forhallandet 1/19 trimetoprim/sulfametoxazol.
1 ECOFF-vérde for ciprofloxacin anges. 2 ECOFF-varde for S. aureus anges.
Vitt omrade visar vilka koncentrationer (pug/ml) som testats.
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Tabell 9. MIC for Staphylococcus lentus

pg/ml <0,03 0,06 0,12 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 >64

Suggor (N=10) penicilinz 10:0% 60.0% 20,0% 10,0%
Gyltor (N=10) 80,0% 20,0%
Suggor (N=10) - 100,0%
Gyltor (N=10) Cefalotin 100,0%
Suggor (N=10) - 30,0% 40,0% | 30,0%
Gyltor (N=10) Oxacillin 10,0% 90,0%
Suggor (N=10) o 30,0% 60,0% 10,0%
Gyltor (N=10) Cefoxitin 50,0% 50,0%
Suggor (N=10) - 90,0% 10,0%
Gyltor (N=10)  Enrofloxacin 100,0%
Suggor (N=10) N 10,0% 60,0% 30,0%
Gyltor (N=10) Fusidinsyra 60,0% 40,0%
Suggor (N=10) Erviromvcin 90,0% 10,0%
Gyltor (N=10) ytromy 80,0% 10,0% 10,0%
Suggor (N=10) Klindamvein 10,0% 50,0% 30,0% 10,0%
Gyltor (N=10) Y 10,0% | 10,0% 70,0% 10,0%
Suggor (N=10) - 90,0% 10,0%
Gyltor (N=10) Gentamicin 90,0% 10,0%
Suggor (N=10) . - 100,0%
Gyltor (N=10) Nitrofurantoin 100.0%
Suggor (N=10) . 100,0%
Gyltor (N=10) Tetracyklin 70,0% 10,0% 20,0%
Suggor (N=10) Trimetoprim/ 60,0% 20,0% | 10,0% 10,0%
Gyltor (N=10) (sulfametoxazol)* 100,0%

*anger koncentrationen for trimetoprim, testad i forhallandet 1/19 trimetoprim/sulfametoxazol.

L ECOFF-vérde for ciprofloxacin anges. 2 ECOFF-vérde for S. aureus anges.

Vitt omrade visar vilka koncentrationer (pg/ml) som testats.
Tabell 10. MIC for Staphylococcus rostri

pg/ml <0,03 006 012 025 05 1 2 4 8 16 32 >64

Suggor (N=7) Penicillinz /1% 14.3% 14,3% 14,3%
Gyltor (N=3) 33,3% 66,7%
Suggor (N=7) - 100,0%
Gyltor (N=3) Cefalotin 100,0%
Suggor (N=7) - 100,0%
Gyltor (N=3) Oxacillin 100,0%
Suggor (N=7) - 57,1% 42,9%%
Gyltor (N=3) Cefoxitin 33,3% 333% 33,3%
Suggor (N=7) - 71,4% 28,6%
Gyltor (N=3) Enrofloxacin 100,0%
Suggor (N=7) . 100,0%
Gyltor (N=3) Fusidinsyra 100,0%
Suggor (N=7) . 100,0%
Gyltor (N=3)  Crtromyein 100,0%
Suggor (N=7) . . 100,0%
Gyltor (N=3)  "lindamycin 100,0%
Suggor (N=7) .. 100,0%
Gyltor (N=3) Gentamicin 100,0%
Suggor (N=7) . - 100,0%
Gyltor (N=3) Nitrofurantoin 100.0%
Suggor (N=7) ] 28,6% 28,6% 28,6% 14,3%
Gyltor (N=3) Tetracyklin 33,3% 66,7%
Suggor (N=7) Trimetoprim/ 28,6% 14,3% 14,3% 42,9%
Gyltor (N=3) (sulfametoxazol)* 33,3% 66,7%

*anger koncentrationen for trimetoprim, testad i forhallandet 1/19 trimetoprim/sulfametoxazol.
ECOFF-vérde for ciprofloxacin anges. 2 ECOFF-varde for S. aureus anges.
Vitt omrade visar vilka koncentrationer (pug/ml) som testats.
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Tabell 11. MIC for Staphylococcus sciuri

wgml <003 006 012 025 05 1 2 4 8 16 32 >64
= 0, 0,

Suggor (N=9) Penicillin? 33,3% 66,7%

Gyltor (N=8) 75,0% 25,0%

Suggor (N=9) - 100,0%

Gyltor (N=8) Cefalotin 100,0%

Suggor (N=9) - 77,8% | 22,2%

Gyltor (N=8) Oxacillin 50,0% | 50,0%

Suggor (N=9) . 66,7% 33,3%

Gyltor (N=8) Cefoxitin 12,5% 50,0% 37,5%

Suggor (N=9) - 44,4% 55,6%

Gyltor (N=g)  C"rofloxacin 12,5% 87,5%

Suggor (N=9) . 33,3% 66,7%

Gyltor (N=8) Fusidinsyra 12,5% 37,5% 50,0%

Suggor (N=9) . 100,0%

Gyltor (N=g)  Crywromyein 100,0%

Suggor (N=9) i . 88,9% 11,1%

Gyltor (N=g) 'indamycin 87,5% 12,5%

Suggor (N=9) . 100,0%

Gyltor (N=8) Gentamicin 100,0%

Suggor (N=9) . - 100,0%

Gyltor (N=8) Nitrofurantoin 100.0%

Suggor (N=9) . 88,9% 11,1%

Gyltor (N=8) Tetracyklin 100,0%

Suggor (N=9) Trimetoprim/ 88,9% 11,1%

Gyltor (N=8) (sulfametoxazol)* 100,0%

*anger koncentrationen for trimetoprim, testad i forhallandet 1/19 trimetoprim/sulfametoxazol.
L ECOFF-vérde for ciprofloxacin anges. 2 ECOFF-vérde for S. aureus anges.
Vitt omrade visar vilka koncentrationer (pug/ml) som testats.

Tabell 12. MIC for Streptococcus suis

ug/ml <0,03 0,06 0,12 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 >64
Suggor (N=7) Penicillin 143% 42.9% 42,9%
Gyltor (N=6) 16,7% 33,3% 50,0%
Suggor (N=7) . 100,0%
Cefalotin®
Gyltor (N=6) 100,0%
Suggor (N=7) - 100,0%
Oxacillin'
Gyltor (N=6) 100,0%
Suggor (N=7) e 28,6% 14,3% 57,1%
Gyltor (N=6) Cefoxitin 16,7% 50,0% 33,3%
Suggor (N=7) ) 28,6% 71,4%
Enrofloxacin®
Gyltor (N=6) 33,3% 50,0% 16,7%
Suggor (N=7) . 14,3% 85,7%
Fusidinsyra?
Gyltor (N=6) Y 50,0% 50,0%
Suggor (N=7) Erviromvein 71,4% 14,3% 14,3%
Gyltor (N=6) ytromy 50,0% 50,0%
Suggor (N=7) i . 100,0%
Gyltor (N=6) _<Iindamycin 83,3% 16,7%
= 0, 0,
Suggor (N=7) Gentamicin? 85,7% 14,3%
Gyltor (N=6) 83,3% 16,7%
= 0, 0,
Suggor (N=7) Nitrofurantoin® il 49 42,9%
Gyltor (N=6) 83,3% 16,7%
Suggor (N=7) . 28,6% 14,3% 57,1%
Gyltor (N=6) Tetracyklin 16,7% 16,7% 16,7% 50,0%
Suggor (N=7) Trimetoprim/ 42,9% 57,1%
Gyltor (N=6) (sulfametoxazol)*2 33,3% 50,0% | 16,7%

* anger koncentrationen for trimetoprim, testad i férhallandet 1/19 trimetoprim/sulfametoxazol.

** ECOFF-varde for cefaclor anges.  ECOFF-varden for S. pneumoniae anges. 2 ECOFF-vérde for S. pyogenes anges.
3 inget ECOFF-virde finns angivet. * ECOFF-virde for S. agalactiae anges.

Vitt omrade visar vilka koncentrationer (ng/ml) som testats.
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DISKUSSION

Studiens syfte var att undersoka hur den normala vaginala bakteriefloran ser ut hos suggor och
gyltor och om det férekommer antibiotikaresistens hos bakterierna till foljd av insemination
eftersom semindoser innehaller antibiotika for att forhindra bakteriell tillvaxt.

| denna studie isolerades till stor del Staphylococcus spp., Streptococcus spp. och Coryne-
bacterium spp. fran djuren, i likhet med studien i Queensland (Bara et al., 1993). Daremot
isolerades betydligt farre antal E. coli vilket kan bero pa tidpunkten for provtagning da flest
bakterier i studien av Bara et al. isolerades i samband med forlossning och betackning da den
vaginala miljon utsatts for omgivningsbakterier sasom E. coli medan proverna for denna studie
togs precis innan betackning och for suggorna cirka fem veckor efter forlossning da livmoder,
cervix och vagina haft tid att rena sig. Hygienforhallanden spelar ocksa en viktig roll. Djuren i
denna studie gick losgaende i halmbaddar med mycket bra hygien medan de i studien i
Queensland stod uppstallade i individuella bas utan méjlighet att ga undan fran avféringen. En
annan orsak kan vara hur langt in i vagina eller cervix som proverna togs. E. coli bor pavisas i
storre utstrackning om provet tas i de yttre delarna av vagina och minska langre in.

Att sa fa E. coli isolerades (7 av 60 prover) kan aven indikera att rengoring av vulva med endast
torrt papper innan provtagning ir tillrdckligt for att erhalla ett “rent” prov under forutsittning
att en ledad “’skyddad” provtagningspinne anvénds. Ytterligare rengéring bor dvervigas vid
samre hygienforhallanden.

Hos gyltor var bakterier ur fylum Actinobacteria vanligare &n hos suggor med 32,2 % av totala
antalet isolerade bakterier hos gyltor respektive 22,2 % hos suggor. Det var framst Actinomyces
hyovaginalis som stod for skillnaden och patraffades i ungefar lika hog grad pa de olika
gardarna. | 6vrigt sags ingen stor skillnad med avseende pé vilka arter av bakterier som
isolerades fran gyltor respektive suggor med undantag for att det hos suggor patraffades fler
arter men endast hos enstaka individer.

Eftersom Lactobacillus spp. forekommer i den vaginala bakteriefloran hos ett flertal djurarter
sasom kor (Wang et al., 2013), hastar (Fraga et al., 2008) och dven manniskor (Sobel, 1999)
forvantades att det dven skulle patraffas Lactobacillus spp. i vaginala normalfloran hos grisar
men i denna studie kunde inga isolat ur detta genus isoleras. Hos en gylta typades en bakterie
som Lactobacillus delbrueckii men med endast 1,79 pa MALDI-TOF MS och isolatet sparades
darfor inte. Resultatet kan dock indikera att Lactobacillus spp. férekommer i vagina &ven hos
gris men att forutsattningarna, trots selektiv odling for just Lactobacillus spp., inte var de ratta
da aven det isolatet véaxte langsamt. Kanske skulle fler Lactobacillus spp. pavisats om proven
hade tagits mer kaudalt i vagina istéllet for i cervix.

Resultaten fran resistenshestamningarna visade inte pa nagra tydliga skillnader mellan suggor
och gyltor som ger anledning att missténka resistensutveckling till foljd av insemination med
antibiotikainnehallande vatska da det for vissa bakterier kravdes hogre koncentrationer av
antibiotika for att hdmma vaxt hos gyltor &n hos suggor som t.ex. tetracyklin for S. lentus (Tabell
10). Exempel finns dven for det motsatta forhallandet, t.ex. for penicillin hos S. sciuri (Tabell
12) och S. chromogenes (Tabell 9) dar isolaten fran suggor i storre utstrackning kravde hogre
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koncentrationer av antibiotika for att hamma véxt. Det laga antalet djur och férdelningen av
individer i varje grupp vid undersokningarna gor det dock svart att se ett monster och gor darfor
tolkningen oséker. Det skulle vara intressant att se en studie med storre antal djur och dar
gruppen suggor aven ar indelad efter kullnummer for att kunna se en eventuellt minskande
sensitivitet mot antibiotika med stigande kullnummer. | denna studie noterades kullnummer for
varje sugga men nagot tydlig tendens av en sadan indelning gick inte att se med ett sa litet antal
djur.

For samtliga resistensundersokta bakterier kan en mer eller mindre stor spridning av kénslighet
for nagon eller nagra antibiotika ses hos bade suggor och gyltor. Hos samtliga Staphylococcus
spp. ses en svag tendens till minskad kanslighet for penicillin hos suggor i jamforelse med gyltor
men grupperna ar som sagt sma och nagra signifikanta skillnader kan inte ses. Manga av de
undersokta bakteriernas MIC-varde for olika antibiotika Iag utanfor, oftast under, det intervall
som testades i denna studie. Det hade varit intressant att ga vidare och testa fler koncentrationer
av antibiotika for att kunna se spridningen av MIC for bakterier inom djurgrupperna men tid
for att genomfora sadana undersokningar rymdes inte inom ramarna for detta arbete.

Efter insemination sker ofta ett visst aterflode da en del av vatskan rinner ut ur vagina (Knox,
2016). Det ror sig forvisso inte om nagra stora volymer men det sker relativt ofta. | och med
det utsétts &ven bakterier i den omgivande miljon for antibiotika med risk for resistensut-
veckling. En studie for att understka det skulle vara intressant men komplicerad att genomféra
for att kunna dra slutsatser gallande orsak och verkan med tanke pa att det finns fler faktorer
som kan paverka resultatet.

Faktum kvarstar att bakteriers utveckling av resistens mot antibiotika ar ett allvarligt hot mot
maéanniskors och djurs halsa och att anvandning av antibiotika i ett icke terapeutiskt syfte ar
kontroversiellt och direkt olampligt. Vi vet att anvandning antibiotika selekterar fram resistenta
bakterier och att det finns risk for att resistensen sprids till andra bakterier som kan ha hogre
patogenicitet. Amnet ar hogaktuellt och EU har under de senaste femton &ren arbetat hart med
att bromsa utvecklingen av resistens hos bakterier och forra aret antogs en ny handlingsplan
mot utvecklingen av antibiotikaresistens som bl.a. innebadr att det fran ar 2022 kommer att vara
forbjudet att ge djur antimikrobiella medel i forebyggande eller tillvaxtframjande syfte, nagot
som varit forbjudet i Sverige sedan 1986.

Al har mojliggjort en uppfodning av grisar i omgangsproduktion med ett lagre smittryck och
minskad antibiotikaanvandning som foljd. Det vore i nul&get olyckligt for grisproduktionen om
antibiotikaanvandningen inom Al paverkas av den nya lagstiftningen innan alternativ till
antibiotika finns fardiga att tillga i den omfattning som kravs. Med den kunskap vi har idag om
hur antibiotikaresistens uppkommer och sprids &r det forvanansvart de alternativ till antibiotika-
anvandning inom Al som finns (Morrell & Wallgren, 2011; Schulze et al., 2014) inte har fatt
storre genomslag och resurser att ytterligare forbattras och effektiviseras sa att anvandningen
av antibiotika inom Al kan upphora.
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POPULARVETENSKAPLIG SAMMANFATTNING
Kan seminering orsaka antibiotikaresistens?

Antibiotikaresistens ar ett verkligt hot mot bade manniskors och djurs hélsa. Vi tar idag
fortfarande for givet att det finns antibiotika som hjalper den dag vi eller vara djur blir sjuka
men det ar tyvarr ingen sjalvklarhet langre. For att bromsa utvecklingen maste alla anvand-
ningsomraden for antibiotika ses 6ver och antibiotika bor endast anvandas dar inget alternativ
finns. Ett av dessa omraden ar framstallning av semindoser. Vid samling av sperma fran galtar
kommer det alltid med bakterier trots noggranna hygienrutiner. Sperman spads sedan med en
néringslosning som skyddar spermierna och skapar bra forutsattningar for dem att 6verleva och
behalla sin befruktningsformaga. Naringslosningen ar tyvarr aven bra for bakterierna vilket
innebar att de kan foroka sig och konkurrera med och férsamra miljon for spermierna som da
forlorar sin befruktningsformaga. For att undvika att det sker tillsatts antibiotika i narings-
I6sningen.

De fardiga semindoserna innehaller spermier, naringslosning och antibiotika till en
sammanlagd volym av 80 ml. Nér suggan dr 1 brunst ’toms” dosen 1 livmoderhalsen dér det
normalt finns ett stort antal bakterier som da éverskoljs av den antibiotikainnehallande vatskan.
Vilka bakterier finns i omradet? Hur paverkas bakterierna av antibiotikan? Forekommer
antibiotikaresistens bland de normalt férekommande bakterierna i livmoderhalsen till féljd av
seminering?

Hur blir bakterier resistenta mot antibiotika?

Bakterier har funnits pa jorden i mer an 3 miljarder ar och kan snabbt anpassa sig till nya
levnadsvillkor for att 6verleva. Under 1940-talet bérjade manniskan anvanda sig av antibiotika
for att bota sjukdomar men det tog inte manga ar forran de forsta resistenta bakterierna dok upp.
Bakterier finns dverallt och forokar sig snabbt och de som &r bést anpassade till omgivningen
lever vidare, allt enligt Darwins evolutionsléara.

Bakterier har olika satt att utveckla antibiotikaresistens. Vissa bakterier ar naturligt resistenta
och &r i grunden uppbyggda pa ett satt som gor att antibiotika inte fungerar mot dem. Ett
exempel &r att antibiotika som fungerar genom att angripa bakteriens cellvégg inte fungerar mot
bakterier som naturligt inte har ndgon cellvagg. Dessa egenskaper finns i bakteriens arvsanlag.

Forvarvad antibiotikaresistens kan bero pa olika saker. Bakterier forokar sig snabbt och ibland
hander det att nagot gar fel, att det uppstar en mutation i generna nar de ska kopieras. Om den
forandringen orsakar resistens sa kommer behandling med antibiotika resultera i att endast de
bakterier som &r resistenta dverlever och far fritt spelrum att foroka sig utan konkurrens.

Antibiotikaresistens kan dven “smitta” mellan bakterier av samma art men dven mellan
bakterier av olika arter. Bakterierna kopplar ihop sig med varandra och 6verfér gener som
orsakar resistens. Det finns dven virus som angriper bakterier och sprider antibiotikaresistens
mellan bakterierna.
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Hur genomfdrdes forsoket?

Djuren som provtogs indelades i tva grupper: gyltor som aldrig blivit seminerade och suggor
som avvant minst tre kullar, for att senare kunna jamfdras med varandra. Totalt togs 60 prover
fran tre olika gardar, 30 gyltor och 30 suggor. Proven togs med hjalp av en lang bomullspinne
som fordes in i vagina och roterades mot livmoderhalsens végg.

Bomullspinnarna stroks sedan ut pa bakterieodlingsplattor och de bakterier som vaxte fran varje
prov artbestdmdes och sparades for att sedan resistensundersokas.

Resultat

Vid artbestamning av bakterierna som patraffats sag det relativt lika ut hos bade suggor och
gyltor med avseende pa antal och vilka arter av bakterier som hittades. Vanligast var olika arter
av stafylokocker och streptokocker.

Vid resistenshestamning av bakterierna framkom inte nagon tydlig skillnad mellan suggor och
gyltor. Bakteriernas kanslighet for olika antibiotika varierade, en liten tendens till minskad
kanslighet for penicillin sags dock for stafylokocker hos suggor men det gick inte att dra nagra
statistiskt signifikanta slutsatser pa grund av att antalet djur i grupperna var for lagt.
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TACK

Jag vill rikta ett stort tack till de gardar som stallde upp, for deras entusiasm och den hjalp som
erbjods under provtagningens gang, utan dem hade studien inte varit mojlig att genomfora.

Ett stort tack till stiftelsen Michael Forsgrens stipendiefond och C August Carlssons stipendie-
fond for att ekonomiskt maéjliggjort studien.

Slutligen vill jag tacka mina handledare Jane Morrell, Ingrid Hansson, Lena Eliasson-Selling
och Lise-Lotte Fernstrom for deras uppmuntran under arbetets gang och for allt stod under
arbetet pa laboratoriet.
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