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Sammanfattning

Antimikrobiell resistens (AMR) innebar att bakterier utvecklar motstandskraft mot antimikrobiella
lakemedel, antibiotika, vilket gor bakterierna okansliga for lakemedlets effekt. Detta ger de
antibiotikaresistenta bakterierna en konkurrensfordel genom selektionstryck vid antibiotika-
exponering. Resistens kan uppkomma genom mutationer eller upptag av frammande DNA. Idag
ses en globalt 6kad trend i anvandningen av antibiotika samt i spridningen av antibiotikaresistens,
vilket utgor ett hot mot majligheten att behandla infektioner och leder till ett 6kat antal dodsfall
samt dkat lidande. Antibiotikaresistenta bakterier kan spridas mellan manniskor, djur och miljg,
vilket gor AMR till ett tydligt One Health-problem. One Health-konceptet betonar samspelet
mellan hélsan hos méanniskor, djur och miljé, och hur dessa omraden &r nara sammankopplade.
Idag finns fortfarande kunskapsluckor nar det galler miljons roll i spridningen av AMR och det
finns @nnu inga standardiserade metoder for 6vervakning. Detta arbete syftar till att vara en
pilotstudie for att bidra med underlag kring miljé6vervakning av AMR. Malet r att utvérdera
miljoprovtagning néra djurbeséttningar som en del av utvérderingen av de risker som ar kopplade
till spridning av AMR fran djurbesattningar till miljon.

I studien samlades prover in fran godseltankar pa ett antal gris-och mjolkkobesattningar, samt frén
vatten i diken kring dkermark dar godsel fran dessa besattningar nyligen spridits. Proverna ana-
lyserades déarefter i laboratorium, dar bakterien Escherichia coli isolerades som indikatorbakterie
och resistens analyserades med mikrodilutionsmetod pd EUVSENC-plattor. Resultatet presenteras
tillsammans med data fran en tidigare provtagning genomford aret innan med samma metodologi.
Resistensbestdmningen omfattade totalt 48 E. coli-isolat, varav fem isolat (10,4 %) uppvisade MIC
(minimum inhibitory concentration) som 6versteg de faststallda gransvardena for resistens. De
substanser mot vilka resistens identifierades var ampicillin, tetracyklin, trimethoprim samt sulfa-
methoxazole, dar den stdrsta andelen resistens var mot ampicillin. Bland de resistenta isolaten
uppfyllde tre stycken (60 %) kriterier for multiresistens. Samtliga isolat som uppvisade MIC 6ver
gransvardena hirstammade fran godseltankarna, och inga isolat fran miljon overskred dessa grans-
varden. Med hansyn till metodens begransningar och de erhallna resultaten kan effektiviteten av
denna metod ifrgasattas, och alternativa metoder kan vara att foredra.

Nyckelord: antibiotikaresistens, antibiotikaresistensgener, Escherichia coli, djurbeséttningar,
miljodvervakning



Abstract

Antimicrobial resistance (AMR) refers to the ability of bacteria to develop resistance to anti-
microbial drugs, antibiotics, making the bacteria insensitive to the drug’s effect. This gives
antibiotic-resistant bacteria a competitive advantage through the selection pressure exerted by the
presence of antibiotics. Resistance can arise through mutations or the uptake of foreign DNA.
Currently, there is an increasing trend in both the use of antibiotics and the spread of antibiotic
resistance, which poses a threat to the ability to treat infections and leads to an increased number
of deaths and suffering. Antibiotic resistant bacteria can be spread between humans, animals and
the environment, which makes it a One Health problem. The One Health concept emphasizes the
connection between the health of humans, animals and the environment and how these factors are
aligned with one another. There are still knowledge gaps regarding the role of the environment in
the spread of AMR, and no standardized methods for monitoring have been established. This study
aims to serve as a pilot study to contribute to the development of environmental monitoring of
AMR. The goal is to evaluate environmental sampling near animal farms as part of assessing the
risks associated with the spread of AMR from animal farms to the environment.

In the study, samples were collected from manure pits of several pig and dairy cattle farms, as well
as from water in ditches surrounding farmlands where manure had recently been spread. The
samples were then analysed in the laboratory, where Escherichia coli was isolated as an indicator
bacterium and then resistance was assessed using the microdilution method on EUVSENC plates.
The results are presented alongside data from a previous sampling conducted the year before,
using the same methodology. The resistance determination covered a total of 48 E. coli isolates, of
which five isolates (10.4%) had MIC (minimum inhibitory concentration) levels exceeding the
established cutoff values. The identified resistances included ampicillin, tetracycline, trimethoprim
and sulfmethoxazole, with the highest resistance observed against ampicillin. Among the resistant
isolates three (60%) met the criteria for multidrug resistance. All isolates that had MICs above the
cutoff values were collected from the manure pits, and no isolates from the environment exceeded
these cutoff values. Given the limitations of the method and the results obtained, the effectiveness
of this method may be questioned, and alternative methods could be preferable.

Keywords: Antibiotic resistance, antibiotic resistance genes, animal farms, Escherichia coli,
environmental monitoring
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1. Introduktion

I dag ses antimikrobiell resistens (AMR) som ett allvarligt och omedelbart hot for
bade manniskor och djur. AMR ar en naturlig foreteelse dar bakterier genomgar
genetiska forandringar eller forvarvar resistensgener som resulterar i att de inte
langre &r mottagliga for antibakteriella lakemedel (antibiotika). Resistenta bak-
terier kan 6verforas mellan ménniskor, djur samt miljén. | dag ar antibiotika en
grundpelare i modern medicin och den 6kande forekomsten av AMR bidrar till
okade svarigheter att behandla och bota infektiosa sjukdomar, vilket i sin tur or-
sakar stort lidande och ett dkat antal dodsfall véarlden 6ver (World Health Organi-
zation 2023).

Behandlade djur kan utsondra antibiotikarester och metaboliter saval som re-
sistenta bakterier till miljon via urin och avforing. Detta 0kar risken for spridning
av antibiotikaresistenta bakterier i och via miljon. Darfor ses miljodvervakning
som en viktig del i AMR-0vervakningen. Idag saknas dock annu metoder for en
kostnadseffektiv 6vervakning for att beddma miljébelastningen av resistenta bak-
terier fran djuranlaggningar.

Denna studie syftar darfor till att bidra med underlag for miljoovervakning av

AMR dar malet &r att kunna utvardera miljoprovtagning runt djurbesattningar som
en del i att bedoma resistensrisker fran dessa.
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2. Litteraturoversikt

2.1 Antibiotika inom veterinarmedicin

Likval som inom humanvarden har anvandningen av antibiotika inom djurvard
varit en viktig komponent for att behandla olika sjukdomar (WOAH 2024a).
Antibiotika har bidragit till att djur med infektiosa sjukdomar har kunnat behand-
las pa ett effektivt satt vilket raddat manga liv och besparat lidande. | Sverige far
antibiotika till djur endast anvandas enligt recept forskrivet av en veterinar (EU
2019/6). Sedan medvetenheten 6kat om riskerna med den alltmer utbredda
resistensutvecklingen har mer fokus lagts pa att vara sparsam med an-vandningen
av antibiotika. | rapporten The Swedish experience (Grundin et al. 2020) framgar
det att sedan 1980 har forséljningen av antibiotika till svenska djur minskat med
cirka 70 procent samt att Sverige ar ett av de tre lander med den lagsta
antibiotikaanvéndningen till djur i Europa.

En viktig del i strategin ar sjukdomsforebyggande insatser dar man kan férebygga
behovet av att anvanda antibiotika (Grundin et al. 2020). Antibiotikaanvandning i
tillvaxtokande syfte ar fortfarande tillatet i vissa lander men har varit forbjudet i
Sverige sedan 1986 och inom EU 2006.

2.1.1 Antibiotikariktlinjer

Som stdd till veterinarer finns flertalet antibiotikariktlinjer som hjalpmedel men
aven lagstiftningar att ta hansyn till. I Jordbruksverkets forfattning SIVFS
2023:21 anges bland annat kriterier och krav som ska uppfyllas for tillaten
antibiotikaanvandning till djur. EUs férordning (EU) 2019/6 reglerar ocksa
anvandningen av antibiotika inom veterinarmedicin inklusive restriktioner for
anvandning av vissa typer for att minska risken for antibiotikaresistens. Lake-
medelsverket hanvisar aven till (EU) 2022/1255 som innehaller en lista pa anti-
biotika som inte far anvandas till djur utan reserveras for humant bruk. EMA/
CVMP har tagit fram en lista dar olika typer av antibiotika kategoriseras utifran
en riskvérdering av antibiotikaresistens dar veterinarer kan ta stod i valet av
antibiotika (EMA/CVMP 2020).

Sveriges Veterinarforbunds frivilliga riktlinjer betonar att antibiotika endast ska
anvandas da bakteriell sjukdom har konstaterats eller nar man har starka indika-
tioner for misstanke (Sveriges Veterinarforbund 2021). | stérst mojliga man ska
resistensundersokning forega behandling for att undvika att icke verksam anti-
biotika eller onddigt bred antibiotika satts in. Val av antibiotika ska alltid efter-
strava anvandning av preparat med sa smalt spektrum som mojligt.
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Det vanligaste forstahandsvalet av antibiotika till lantbruksdjur &r bensylpeni-
cillin/bensylpenicillinprokain, med undantag for de fall dér laboratoriediagnostik
talar for att bredare antibiotika bor sattas in (Sveriges Veterinarforbund 2021).
Tetracykliner har ett bredare verkningsspektrum och &r ofta andrahandsval pa
grund av att risken for selektion av resistenta bakterier &r stérre an vid behandling
med bensylpenicillin.

Enligt EU-lagstiftningen (EU) 2019/6 samt svensk lagstiftning SJIVFS 2023:21
klassas fluorokinoloner och tredje samt fjarde generationens cefalosporiner som
sarskilt viktiga for humanhalsan, darfor far dessa endast forskrivas till lantbrukets
djur nar diagnostik och resistensbestamning indikerar att inga andra alternativ
finns eller nér situationen &r akut och snabb inséttning av korrekt antibiotika ar
direkt livraddande. I det senare fallet ska behandlingen omprévas nar resultat fran
odling och resustensbestamning foreligger.

2.2 Antibiotikaresistens

Antibiotika ar idag ett vardefullt verktyg i modern medicin. Anda sedan upptack-
ten och introduktionen till klinisk verksamhet har antibiotika anvants med stor
framgang for att behandla infektiosa sjukdomar, nagot som minskat morbiditeten
samt mortaliteten hos ménniskor och djur globalt (WHO 2023). Tyvérr har resis-
tensen hos patogena bakterier okat vilket delvis orsakats av den intensiva och
stundtals onddiga anvandningen av antibiotika (Martinez 2009). Detta har paver-
kat den globala resistensutvecklingen och resulterat i att allt fler sjukdomar blir
svarbehandlade. Antibiotika som anvands till djur &r ofta samma som anvénds
inom humanvarden (Jechalke et al. 2014a). Detta innebar att resis-tensutveckling
hos djurbakterier paverkar bade djur och méanniskor.

2.2.1 Mekanism och spridning

AMR kan uppkomma pa olika sétt, dels genom upptag av fraimmande DNA men
aven genom mutationer i det existerande genomet (Reygaert 2018). Resistensut-
vecklingen &r en naturlig process som drivs av nérvaro av antibiotika och med den
okade anvandningen av antibiotika har denna process paskyndats. Nar vi behand-
lar manniskor och djur med antibiotika skapas en optimal miljo for resistensut-
veckling i tarmens mikrobiota (Larsson & Flach 2022). Bakterierna i mikrobiotan
utsatts for ett selektionstryck dar de drivande faktorerna ar det patagliga hotet fran
antibiotikan samt den konstanta konkurrensen mellan mikroorganismerna om
begransade resurser.

Resistensmekanismer kan skilja sig mellan bakterier och typ av antibiotika

(Reygaert 2018). Bakterierna behover forsvarsmekanismer som gor att de ej ar
kansliga mot antibiotikans effekt. Dessa forsvarsmekanismer kan vara exempelvis

15



effluxpumpar i cellvdggen som pumpar ut antibiotikan, eller enzym som bryter
ner antibiotika. Resistensmekanismer ar dock ofta energikravande och kan leda
till att bakterier som bér pa dessa har en minskad tillvaxthastighet. Pa sa satt ar
vissa resistensgener ofordelaktiga om antibiotika inte &r narvarande.

Att patogener tar upp nya resistensgener fran andra bakteriearter ar vanligt fore-
kommande (Larsson & Flach 2022). De evolutionara processer som leder till upp-
komst av nya resistensmekanismer ar relativt ovanliga medan transmission av
redan befintliga antibiotikaresistensgener (ARG) ar mycket vanligt. ARGs kan
spridas vertikalt mellan bakteriegenerationer nar bakterierna delar sig samt hori-
sontellt mellan olika bakterier tillsammans med andra egenskaper via genetiska
element sasom plasmider, fritt DNA eller bakteriofager.

2.2.2 Statistik over antibiotikaresistens

I en rapport Browne et al. (2021) presenteras en uppskattning av den globala
antibiotikakonsumtionen bland ménniskor baserat pa flertalet datakallor sa som
WHO. Det beskrivs hur antibiotikaanvandningen globalt sett 6kat markant inom
humanvarden under de senaste aren. Enligt artikeln har 6kningen setts framfor allt
i 1dg- och medelinkomstlander vilket forfattarna anser delvis skett pa grund av
bristande regleringar, felaktig anvandning och lattillgangliga lakemedel.

WHO har dven slappt GLASS-rapporten 2022 som ar en global rapport dar 127
medlemslénder deltog i en dvervakning av antibiotikaresistens hos ménniskor.
GLASS-rapporten visar en fortsatt 6kning av resistensnivaer hos flera sjukdoms-
framkallande patogener. Det finns dock stora luckor i data fran manga lander
vilket forsvarar forstaelsen av den fulla omfattningen av resistenslaget, dock visar
rapporten att mellan 2016 till 2022 har antalet lander som rapporterar data till
GLASS 0kat (GLASS report 2022).

Enligt WHO (2023) kunde AMR kopplas till cirka 4,95 miljoner humana dédsfall
globalt sett &r 2019 varav 1,27 miljoner dodsfall ansags direkt orsakade av AMR.
Enligt samma rapport kan hogst belastning ses i laginkomstlander dar Vastafrika
hade den hogsta dodligheten till f6ljd av AMR ar 2019. De ledande patogenerna
som bidrog till AMR-relaterade dodsfall globalt inkluderar Escherichia coli och
Staphylococcus aureus (Murray et al. 2022).

WOAH (vérldshalsoorganisationen for djurhélsa) slapper en arlig rapport om
antibiotika som anvands till djur (WOAH 2024b). Statistik fran rapporten ar 2022
presenterade resultat ssmmanstéllt fran 152 medlemslander dér den globala
trenden mellan ar 2019 och 2021 visade en 6kad anvandning av antibiotika till
djur pa 2 % med storsta okningen i Afrika. Samma rapport anger att en fjardedel
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av medlemmarna rapporterar fortsatt anvandning av antibiotika i tillvaxtframjande

syfte.

I en artikel Zhao et al. (2024) diskuterar forfattarna att bakgrunden till de stora
skillnaderna i antibiotikaanvandning hos djur mellan lander kan bero pa olika
faktorer sdsom lagstiftningar, djurpopulationers sammanséttning, vilka typer av
antibiotika som anvands, sjukdomslage och forebyggande sjukdomsarbete, samt
hur mycket som rapporteras och fors in i statistiken. | samma artikel gors en kart-
laggning Over hotspots gallande antibiotikaresistens hos livsmedelsproducerande
djur. Artikeln belyser hogst forekomst av AMR hos livsmedelsproducerande djur i
lag- och medelinkomstlander dar resistensen mot penicilliner och tetracykliner
forvantas overstiga 50 % i Afrika och Sydamerika inom det ndrmsta decenniet.

Sammanfattningsvis visar statistiken att AMR ar ett véaxande globalt problem,
bade hos manniskor och djur. Humanvardens anvandning av antibiotika fortsatter
att 6ka, framfor allt i 1ag- och medelinkomstlander och djurhallningen har fort-
farande en antibiotikaanvandning kopplat till tillvaxtframjande syften. Varia-
tionerna i antibiotikaanvandning och resistensnivaerna kan kopplas till bland
annat skillnader i lagstiftningar och regleringar, sjukdomsférebyggande arbete
samt sociokulturella skillnader i sjukdomsbehandling, men ocksa till skillnader i
infrastruktur och avfallshantering (Iskandar et al. 2020). Detta har gjort att lag-
och medelinkomstlander har den storsta trenden av en okad antibiotikaresistens
vilket styrker behovet av en global och enhetlig strategi for att dvervaka samt
hantera antibiotikaresistensen.

2.3 Escherichia coli

Escherichia coli (E. coli) ar en bakterie som tillhér familjen Enterobacteriaceae
och &r en gramnegativ, fakultativt anaerob stav (VetBact 2023). De allra flesta
stammar av E. coli ar inte sjukdomsframkallande utan &r en del av den normala
tarmfloran hos daggdjur och faglar. Vissa stammar ar dock patogena och kan
orsaka sjukdom. Bakterien &r zoonotisk vilket innebar att den kan smitta mellan
manniskor och djur. Det finns olika typer av patogena E. coli med olika virulens-
faktorer, bland annat EHEC (Enterohemorragisk E. coli) som kan orsaka blédande
tarminfektioner och skador pa njurarna.

E. coli kan spridas via direkt eller indirekt kontakt dar bristande hygien och fekal
kontamination inom livsmedelsprocessen anses vara viktiga riskfaktorer (Livs-
medelsverket 2023). E. coli kan spridas via icke tillredda animaliska livsmedel
sasom ratt kott samt icke pastoriserad mjolk, men aven via vegetabiliska livs-
medel som kontaminerats med avféringsbakterier. Infektioner orsakade av E. coli
brukar kunna behandlas med flera olika typer av antibiotika, bland annat ampi-
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cillin, cefalosporiner samt trimetoprim (Poirel et al. 2018). En alltmer utbredd
resistens har dock observerats hos bakterien, dar ESBL-producerande E. coli blir
ett allt storre problem.

E. coli ar en viktig modellorganism inom forskning och anvands dven som indi-
katorbakterie i EFSASs resistensovervakningar for att 6vervaka AMR fran livs-
medelsproducerande djur (EFSA 2019). E. coli har anvénts i denna studie som
indikatorbakterie da den utsondras med avféringen och anses bast reflektera
fekala fororeningar.

2.3.1 Olika typer av resistens

I och med att olika typer av antibiotika verkar genom olika verkningsmekanismer
har bakterier utvecklat olika typer av resistensmekanismer for att éverleva (Rey-
gaert 2018). De huvudsakliga grupperna av verkningsmekanismer hos antibiotika
bestar av depolarisering av cellmembranet samt hammandet av antingen protein-
syntesen, nukleinsyrasyntesenen eller cellvaggssyntesen. Genom anvandning av
antibiotika har bakterier selekterats som bar pa gener som kodar for relevanta
resistensmekanismer da dessa ar fordelaktiga vid narvaro av antibiotika.

I denna studie har E. coli resistensbestamts avseende flera olika sorters anti-
biotika. Nagra av de vanligaste antibiotika som anvéands inom veterinarmedicinen
idag ar ampicillin, tetracyklin, sulfamethoxazole samt trimetoprim (Sveriges
Veterinarforbund 2021). Dessa tillsammans med flera andra antibiotika har ingatt
i denna studie dar forekomsten av resistens mot dessa har undersokts.

Tetracykliner &r antibiotika som verkar genom att hdmma proteinsyntesen hos
bakterier (Poirel et al. 2018). Flera resistensgener har identifierats hos E. coli fran
djur dar de vanligaste resistensmekanismerna inkluderar aktiva effluxpumpar,
enzymatisk inaktivering samt ribosomskyddande proteiner. Manga av dessa gener
ar lokaliserade pa mobila genelement, ndgot som underlattar den horisontella
resistensspridningen.

Trimetoprim och sulfamethoxazole ar antibiotika som ofta ges i kombination
(Poirel et al. 2018). De verkar hdammande i flera steg i folsyrasyntesen, och till-
sammans ger de en synergistisk bakteriedddande effekt. Resistens mot dessa
bestar framst av mutationer i gener som kodar for forandringar i enzymer involve-
rade i folsyrasyntesen, nagot som kan géra lakemedlen ineffektiva. Gener som
kodar for enzym som ar okénsliga for trim-sulfa kan &ven nedérvas mellan bak-
terier och gora att bakterierna fortsatter producera folsyra trots narvaron av anti-
biotika. | E. coli fran livsmedelsproducerande djur har dessa gener hittats pa
mobila genelement sa som integroner och plasmider.
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Betalaktamas ar ett samlingsnamn for enzymer som kan bryta ner betalaktamer
(Folkhalsomyndigheten 2016). Bland dessa finns en grupp enzymer som kallas
“extended spectrum beta-lactamases” (ESBL) som utvecklats som resistens-
mekanism hos bakterier och kan resultera i resistens mot nagra av de viktigaste
antibiotikagrupperna sasom penicillinerna och till och med tredje respektive fjarde
generationens cefalosporiner. ESBL bryter ner betalaktamer och gor att betalak-
tamantibiotika inte ar verksamma, nagot som forsvarar behandling mot infektio-
ner (Gekenidis et al. 2020). E. coli tillhor en av de arter dar man ofta pavisar
ESBL. Generna for ESBL-produktion kan sitta lokaliserade pa kromosomer samt
pa mobila element sdsom plasmider och transposoner. Mobila element kan latt
Overforas mellan bakterier och anses darfor av betydelse for spridning av resistens
om de bar pa resistensgener.

Man kan tanka sig att resistensutveckling i sig ar nagot forvantat eftersom all an-
vandning av antibiotika forr eller senare leder till ndgon form av resistens. ESBL
blir dock sarskilt problematiskt eftersom det ger resistens mot manga nyare beta-
laktamantibiotika sa som tredje och fjarde generationens cefalosporiner, vilka ar
aktiva dven mot gramnegativa bakterier och ar nodvéandiga for behandling av bak-
terier som &r resistenta mot manga andra antibiotika. Detta kan leda till en ond
cirkel dar annu mer breda och reserverade antibiotika maste anvandas nar gamla
antibiotika inte langre fungerar, nagot som driver pa resistensutvecklingen ytter-
ligare.

2.4 Antibiotikaresistens i miljon

2.4.1 Pre-antibiotika eran

Manga bakterier i miljon visar tecken pa att ha utvecklat AMR langt fére man-
niskor borjade anvénda antibiotika i medicinskt syfte (D’Costa et al. 2011). Iso-
lerade platser i miljon sasom grottor samt permafrost tros ha bevarat mikroorga-
nimser fran flera tusen ar tillbaka dar ARGs har identifierats.

Antibiotika produceras naturligt av mikroorganismer, nagot som tidigare har anta-
gits vara en evolutionar anpassning for att paverka interaktioner med andra mikro-
organismer i dess omgivning (Clardy et al. 2009). Manga mikroorganismer bar pa
resistensgener, bade for antibiotika som de sjélva producerar, som en typ av sjalv-
forsvar, men aven for antibiotika de inte sjalva kan producera. Detta har tolkats
som att den producerade antibiotikans roll &r att skada konkurrerande mikrober,
medan resistensgenernas funktion &r att skydda den egna organismen. Vissa
ARGs kan dock ha utvecklats primart for andra syften, sa som metaboliska funk-
tioner och signalering, dar formagan att inaktivera antibiotika snarare kan ses som
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en bieffekt (Martinez 2009). En del forskare argumenterar for att antibiotikan som
mikroorganismerna producerar i sjalva verket ar signaleringsmolekyler, och att
deras dddliga verkan endast uppstar vid onaturligt héga koncentrationer (Clardy et
al. 2009). AMR i miljon ar alltsa en naturlig foreteelse och inte enbart ett resultat
av modern antibiotikaanvéandning.

2.4.2 Utslapp av antibiotika till miljon

Antibiotika kan na miljon pa flertalet satt (Larsson & Flach 2022). Dels genom
direkt miljofororening, avfall fran antibiotikaproduktion och felaktig hantering av
oanvénda ldakemedel. Reningsverk har visat sig vara en betydande kalla till anti-
biotikaférorening i miljon, dar antibiotikakoncentrationerna ofta ar tillrackligt
hoga for att kunna utdva en selekterande effekt. Resistensutvecklingen i dessa
anlaggningar kan dven paverkas av fekala fororeningar, som kan innehalla bak-
terier som bar pa ARGs. Darmed kan reningsverken fungera som en kalla for
fororening av vattendrag med antibiotika och resistenta bakterier. Eftersom yt-
vatten bland annat anvands for bevattning av akrar kan detta ocksa anses som en
potentiell vag for spridning av AMR i miljon.

Ytterligare en kalla till spridning av AMR i miljon kommer fran jordbrukets an-
vandning av godsel (Nava et al. 2022). Né&r antbiotika anvénds till djur utséndras
dessa med urin och avféring som sedan manga inom jordbruket berikar sin aker-
mark med som godsel. Exponeringsnivaerna via denna spridningsvag kommer
skilja sig till foljd av flertalet faktorer, exempelvis hur stor andel av djuren som
exponerats for antibiotika vid en given tidpunkt, doser som anvénds och meta-
bolismen hos det enskilda djuret. Vid provtagning paverkas dven nivaerna som
ses i proverna av tid och vaderforhallanden mellan provtagningstillfalle och fekal
exponering i miljon, samt vilken typ av miljé som provtas (Larsson & Flach
2022).

Antibiotika kan utsondras i sin helhet eller som aktiva metaboliter till miljon via
godsel (Jechalke et al. 2014a). Dessa rester kan kvarsta i miljon och paverka den
lokala mikrobiotan. I jorden kan antibiotikametaboliterna transformeras sa att de
atergar till sin ursprungsform. Metaboliterna kan ocksa vara aktiva, ibland kan
deras antibakteriella effekt vara starkare an ursprungsmolekylen (Loffler et al.
2023). Efter spridning av godsel pa akermark stannar en stor del av antibiotikan
kvar i ytjorden men en del kan spridas vidare till miljon genom ytavrinning
(Jechalke et al. 2014a). En liten del kan dven tas upp av vaxter. De fekala bak-
terierna i godslet kan bara pa ARGs som pa detta satt sprids vidare till miljon.
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2.4.3 Resistensutveckling i miljon

Utvecklingen av AMR har paskyndats sedan antibiotika introducerades kliniskt,
genom selektionstryck (Larsson & Flach 2022). Detta har framforallt setts hos
mikrobiotan hos manniskor och tamdjur som behandlats med antibiotika, men
aven i miljéer som utsatts for antibiotikakontamination.

Pa grund av det starka selektionstryck pa mikrobiotan som uppstar i ett antibio-
tikabehandlat djur eller manniska sa ar den mutationsbaserade resistensutveck-
lingen vanligare i en biologisk vard an i en extern miljo (Larsson & Flach 2022). |
miljon ar det istéllet den resistensutveckling som sker via upptag av fraimmande
DNA som har battre forutsattningar da vatten, jord och andra platser i miljon
erbjuder en rik och varierande ekologisk mangfald med en genpool som &ver-
traffar mikrobiotan hos en biologisk vard (Schulz et al. 2017). Den mangfald av
gener som miljon tillhandahaller ger méjlighet for patogener att forvarva dessa
(Larsson & Flach 2022). Alla anvandbara antibiotikaklasser som tagits fram hit-
tills, bade naturliga och syntetiska moter nagon form av resistensgrad hos atmins-
tone vissa av de patogener som de ar avsedda att anvandas mot. Detta betyder att
resistens mot all antibiotika som finns idag, men dven som nagonsin kommer att
utvecklas, kan finnas i den externa miljon.

Resistensutveckling hos patogena bakterier ar dock vanligare i mikrobiotan hos en
biologisk vérd &n vad den &r i en extern miljé (Bengtsson-Palme & Larsson
2015). Nar man jamfor den externa miljon med mikrobiotan hos en biologisk véard
ser man att overforing av ARGs mellan patogener sker i hogre frekvens i tarmen
dar det ar ett storre selektionstryck samt dar symbiotiska och patogena bakterier
oftare forekommer tillsammans.

Mojligheten for genutbyte mellan lokala miljobakterier och bakterier fran djurens
mikrobiota 6kar i och med den fysiska kontakten som skapas nar de fekala bak-
terierna fororenar miljon (Larsson & Flach 2022). De flesta tarmbakterier har
mobila genetiska element som underlattar éverforningen till patogener, sa som
plasmider, transposoner samt integroner (Kliimper et al. 2015). Det har aven
visats att tungmetaller och desinfektionsmedel som anvénds pa garden kan 6ka
resistensutvecklingen (Jechalke et al. 2014a). Detta beror pa att generna som
kodar for resistens mot desinfektionsmedel och tungmetaller ofta sitter pa samma
mobila genelement som antibiotikaresistensgener (Jechalke et al. 2014b). Darfor
finns risken att desinfektionsmedel och tungmetaller kan selektera for bakterier
som aven &r resistenta mot antibiotika.

ARGs som kan aterfinnas i miljon har olika forutsattningar till spridning baserat
pa forhallandena i miljon (Shintani et al. 2020). En hog forekomst av fekala
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bakterier gynnar frekvensen av genutbyten tack vare mobila genetiska element
som underlattar horisontell éverforing. Aven en miljo med kontinuerlig narvaro
av antibiotika gynnar frekvensen genutbyten da det leder till att mikroorganis-
merna utvecklar strategier for att hantera eller Overvinna denna stress. Hastigheten
i den horisontella 6verforingen beror pa faktorer sa som fuktighet, temperatur, pH
och kemisk sammanséttning (Nava et al. 2022).

2.4.4 Hotspots

Koncentrationerna av antibiotika i miljon kan variera starkt (Bengtsson-Palme &
Larsson 2016). | vissa fall ar koncentrationerna lagre an MIC, de minimala bak-
teriehdmmande koncentrationerna, och ar da lagre an de koncentrationer som
forutsatts kunna leda till selektion och resistensutveckling i en laboratoriesitua-
tion. Dock finns det stdd for att koncentrationer &ven under MIC kan bidra till ett
selektivt tryck som gynnar resistenta bakterier (Gullberg et al. 2011). Att bedéma
antibiotikakoncentrationer vid provtagning ar en utmaning eftersom enstaka
jordprover inte ger en helt representativ bild da antibiotika och resistenta mikro-
organismer inte ar jamnt fordelade i jorden utan samlas i hotspots som da har
hdgre koncentration (Jechalke et al. 2014a).

Koncentrationen &r oftast hogre och kvarstar langre i fasta eller halvfasta medier
sasom jord an vad den gor i vattenbaserade medier (Cabello et al. 2013). Det &r
aven oftast endast en liten del av antibiotikan som ar bioaktiv, da okad tid i jorden
minskar biotillgangligheten. Biotillgangligheten paverkas av jordens sorption-och
desorptionsreaktioner som paverkas av faktorer sa som pH och tidigare gédsling
(Jechalke et al. 2014a).

2.4.5 Langsiktiga effekter pa resistensnivan i miljon

Kunskapen om langsiktiga effekter pa resistensnivaer i miljon ér fortfarande be-
grénsad (Jechalke et al. 2014a). | en studie Heuer & Smalla (2007) undersoktes
hur tillsattning av antibiotikan sulfadiazine (SDZ) i godsel paverkade mangden
resistensgener i jorden. I cirka tva manaders tid efter att godsel spridits kunde
forskarna observera en 6kning av ARGs mot SDZ i jorden jamfort med kontroll-
jord dér godsel utan tillsatt SDZ anvénts. Godslet med tillsatt antibiotika hade ett
Okat antal SDZ-resistenta bakterier och en 6kad frekvens av ARGs mot SDZ i
plasmider hos E. coli.

Det finns dven andra studier som tyder pa att effekterna av antibiotika i godsel
kan vara 6vergaende med tiden. | en studie Sengelgv et al. (2003) noterades att
jord dar svingddsel innehallande tetracyklin spreds kunde en initial 6kning av
resistenta bakterier observeras men sedan gick de ner dver tid, vilket kan ha berott
pa de resistenta bakteriernas begransade dverlevnadsférmaga i jorden.
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2.5 Betydelse och potentiella risker

I miljons mikrobiota finns en rik mangfald och stor tillganglighet av gener som
potentiellt kan bidra till 6kad férekomst av AMR (Schulz et al. 2017). ARGs i
miljon skulle kunna medfora att resistens verfors horisontellt i flera steg till
patogener som sedan infekterar ménniskor och djur. I en artikel av Bengtsson-
Palme och Larsson (2015) beddéms dock den kliniska betydelsen av resistensut-
veckling till foljd av miljoforekomst av ARGs som redan ar vanliga i djur- och
manniskors mikrobiota som begrénsad. Detta eftersom det finns vissa barriarer i
miljon som maste Gvervinnas for att resistens ska kunna spridas vidare i flera led.
Andra studier ex Huang et al. (2013) har observerat att bakterier barandes pa
ARGs i miljon kan migrera vertikalt till djupare jordlager samt grundvatten dar de
potentiellt skulle kunna spridas langre strackor samt na fler potentiella patogener
och i sin tur manniskor och djur.

Miljon skulle alltsa potentiellt kunna 6ppna vagar for resistenta bakterier att na
biologiska vérdar (Collignon et al. 2018). Den globala konsekvensen av enstaka
overforingar anses begransad nar det kommer till uppkomst av nya resistensgeno-
typer hos patogener. Dock skulle, i situationer dar dessa spridningsvagar uppkom-
mer oftare sa som i laginkomstlander med bristande avloppshantering pa grund av
otillrécklig infrastruktur, miljomaéssig spridning av ARGs kunna ha en storre
effekt pa det totala resistenslaget.

Standiga utslapp av antibiotika i miljon leder till en konstant fororening i manga
miljoer dar bland annat livsmedel framstalls (Nava et al. 2022). De ARGs som
stannar kvar i jorden efter spridning av godsel kan absorberas av vaxter och na
manniskor vid intag av grédor som odlats och saljs som livsmedel. Det har
observerats att jord som berikats med godsel hade hogre nivaer av ARGs i
skordad sallad jamfort med kontroller. Dessutom, i de delar av vérlden dar anti-
biotikautslapp kontaminerar vatten och livsmedel anses detta vara en dékande
halsorisk som bidrar till ett 6kat behov av metoder for évervakning av antibiotika
och AMR fran olika miljokallor.

2.5.1 One Health

One Health &r ett begrepp som anvands for att beskriva de globala kopplingarna
mellan hédlsan hos manniskor, djur och miljon (Mackenzie & Jeggo 2019). Att
forsta One Health-konceptet ar viktigt for att kunna hantera antibiotikaresistens-
krisen eftersom bakterier och gener korsar miljo- och artgrénser. One Health
betonar betydelsen av samarbete mellan olika sektorer for att beméta globala
gemensamma hot sa som AMR dar 6vervakning, kontroll och atgéarder behdver
séttas in for att arbeta férebyggande.
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For att utforma strategier for att minska antibiotikaexponering i miljon kréavs att
det ar praktiskt genomforbart fran ekonomiska, geografiska samt politiska per-
spektiv (Larsson & Flach 2022). Utover de rent tekniska atgarderna ar skapandet
av socioekonomiska och juridiska drivkrafter viktigt for att atgarderna ska fungera
hallbart. Nyligen har flera atgarder foreslagits av internationella organisationer sa
som EU och FN samt flertalet regeringar for att langsiktigt minska utslappen av
antibiotika i miljon. Dessa atgarder inkluderar bland annat olika kontroller i
upphandlingsprocesser, kad transparens om utslappsnivaer, lagstadgade granser
for utslapp samt fortsatt forskning angaende miljoméassiga 6vervakningsmetoder.

2.5.2 Metoder fér 6vervakning av antibiotikaresistens i miljon

Overvakning av AMR har inférts pd manga satt i kliniska sammanhang men
saknas nastan helt i miljon (Bengtsson-Palme et al. 2023). For att fa en helhetsbild
och forsta dynamiken kring AMR med spridningsvégar, selektion av resistenta
bakterier samt de risker som finns med AMR i miljon &ar det av vikt att infora
miljomassig overvakning. Syftet med 6vervakning av AMR i kliniska samman-
hang &r ofta kopplat till att infora specifika atgarder mot identifierade hot. Detta
blir svarare i miljon, nagot som gor det viktigt att identifiera vilket syfte
Overvakning av AMR i miljon har.

| en artikel av Bengtsson-Palme et al. (2023) diskuteras miljons roller kopplat till
AMR. Forfattarna lyfter miljons tva huvudsakliga viktiga roller vilka dels &r som
spridningsvag for redan resistenta bakterier mellan artbarridrer, men dven som
kalla till nya ARGs. Forfattarna havdar att for att kunna dvervaka AMR i miljon
ar det viktigt att koppla 6vervakningen till dessa roller, man behover identifiera
vilka kallor som bidrar till spridningen av resistenta bakterier till miljon samt hur
djur och manniskor exponeras for resistenta bakterier fran miljon. Med hjalp av
évervakning skulle aven forandringar i AMR-nivaer 6ver tid studeras, nagot som
skulle kunna leda till att mer direkta atgéarder sétts in oftare om ett potentiellt
AMR-hot identifieras, detta skulle kunna innebéra exempelvis tillfalliga avspérr-
ningar pa vissa platser. | samma artikel diskuteras det att en utmaning med AMR-
Overvakning i miljon &r att identifiera vilka miljoer som ska provtas. Miljoer dar
resistenta bakterier potentiellt kan slappas ut genom mansklig aktivitet bor provtas
for att dvervakningen ska bli meningsfull, platser sa som avloppsreningsverk men
aven jordbruksmiljéer dar antibiotika kan spridas. Andra relevanta miljoer att
Overvaka ar de miljoer dar manniskor och djur potentiellt riskerar att vara med i
spridningen genom att komma i kontakt med bakterierna, exempelvis dricks- och
badvatten.
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En av begransningarna som finns i 6vervakningen av AMR och ARGs i miljon
kopplat till djurhallning &r den otillrackliga forskningen kring sparbarhet fran
godsel till andra miljéer och vidare till manniskor och djur (Zhou et al. 2022).
Overvakning av ARGs inom jordbruk har hittills dominerats av PCR-metoder for
att undersoka foérekomst av kdnda ARGs och vilka mobila genetiska element som
kan hittas i jord, vatten och sediment. Gas- och vétskekromatografi har anvéants
for att undersoka antibiotikakoncentrationer i organiskt avfall och sa kallad high-
throughput sequencing har anvants for att mata ARGs i jordbruksmiljoer (Nava et
al. 2022).

| en artikel av Abramova et al. (2023), lyfter forfattarna att kvantitativ realtids-
PCR (qPCR) kan vara en lovande metod for AMR-0vervakning. Det ar en teknik
som kan upptacka ARGs utan att odla bakterier, metoden ar aven relativt ké&nslig.
Utmaningen med metoden ar att vélja vilka gener som ska analyseras samt vilka
referensvérden som ska anvandas. Metoden ger heller ingen fullstandig infor-
mation om antibiotikakénsligheten kopplat till specifika bakteriearter. I artikeln
diskuteras behovet av bakgrundsdata for prevalens av ARGs i bade orérda och
manskligt paverkade miljoer. Det skulle 6ppna upp for mojligheten att identifiera
nivaer av ARGs som &r naturligt forekommande i miljon samt hur mansklig akti-
vitet kan ha berikat en miljo med ARGs. | samma artikel har mer an 800 veten-
skapliga artiklar om gPCR-data for ARGs i olika miljéer granskats for att identi-
fiera referensnivaer i miljéer som kan anvandas for évervakning. I studien upp-
skattade forskarna sedan typiska nivaer av ARGs i olika miljéer och kom fram till
att cirka en av tusen miljobakterier bar pa kliniskt relevanta ARGs. Forfattarna
papekar dock att mycket av vardena som anvandes aterspeglade framst ARG-
nivaer i miljéer som paverkats av mansklig aktivitet och valdigt fa prover var fran
ordrda platser.

Det finns &ven skillnader i hur mangden ARGs rapporteras (Nguyen et al. 2021).
Detta beror pa skillnader i de olika metoder som anvénds for att kvantifiera
ARGs. En standardisering av enheten for mangden ARGs ar nédvandigt for att pa
ett effektivt sétt jamfora resultat. Forslagsvis kan ARGs rapporteras i termer av
koncentration eller relativ méngd.

En studie gjord pa orenat sjukhusavloppsvatten visade hog férekomst av multi-
resistenta E. coli (Kraupner et al. 2021). | studien exponerades olika E. coli-
stammar for sterilt filtrerat samt orenat sjukhusavloppsvatten samt kommunalt
avloppsvatten. Sjukhusvattnet visade en tydlig selektion for multiresistenta E. coli
medan det kommunala avloppsvattnet hade en mindre selektionseffekt. Studien
diskuterar att den troliga drivkraften for resistensutvecklingen var de realtivt htga
nivaer av antibiotika som finns i sjukhusavloppsvatten.
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Orenat avloppsvatten &r fordelaktigt for storskalig 6vervakning (Bohm et al.
2020). Vattnet innehaller avforingsbakterier fran stora populationer dar man kan
screena bakterier fran manga olika manniskor i samma prov. Proverna ger repre-
sentativa resultat och en bred tdckning som kan ge tidiga indikationer avseende
uppkomst eller spridningshastighet av olika resistenstyper, ndgot som hade varit
mycket resurskravande och tagit lang tid via 6vervakning av enskilda kliniska fall.

I denna studie togs prover fran vatten i anslutning till akrar dar godsel nyligen
spridits, detta for att ge underlag till om undersokning av indikatorbakterien

E. coli kan anvéndas for att bedéma paverkan av djurbesattningar pa AMR i
miljon. Flera studier har visat att forekomsten av resistenta bakterier och ARGs
okar efter att godsel fran antibiotikabehandlade djur sprids pa akern (Larsson &
Flach 2022). Darfor ar det av intresse att undersoka hur detta paverkar narmiljon
runt omkring svenska djurbesattningar som har lag antibiotikaanvandning.

2.5.3 Revidering av EU-lagstiftning

Under 2024 har diskussioner pagatt angaende revidering av EU-lagstiftning dar
utvidgad 6vervakning av AMR i miljon inkluderas (European Commission 2024).
Forslaget uppmuntrar att stodja forskning om samband mellan antibiotika i miljon
och AMR samt metoder som ar bade kostnadseffektiva och som kan hjalpa till att
minska forekomst av AMR i godsel och avloppsslam. Ett av malen som Euro-
peiska miljobyran tillsammans med flertalet europiska lander tog fram var att
genomfora en pilotundersokning av AMR i ytvatten under 2024 och bygga
kapacitet och erfarenhet for fortsatt vervakning i framtiden. Att gora ytvatten-
studier dr av intresse for att identifiera den minimala koncentrationen av anti-
mikrobiella &mnen som selekterar for resistens (European Commission 2024).
Aven undersokning av narvaron av ARGs och antibiotika i lagt fororenade vatten-
drag &r av intresse for att identifiera vilka bakterier som bar pa ARGs. Malet ar att
kunna ta fram ett 6vervakningsprogram som ger underlag till ett urval av ARGs
som ska Overvakas i ytvatten i framtiden samt vilka urvalskriterier och metoder
som ska anvandas (Nava et al. 2022).
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3. Material och Metod

3.1 Provtagning

3.1.1 VAaren och hosten 2024

Under varen och hosten 2024 genomférdes provtagning vid olika gardar i nar-
heten av Uppsala. En grishbesattning och tva mjolkkobeséttningar ingick i studien
och vid varje gard togs ett godselprov och tio vattenprover. Godselprover togs
med rena burkar ur godseltanken och vattenprover togs med rena burkar fran
dikena runt akermark dar godsel fran besattningen nyligen spridits, se figur 1 och
2. Nar vattnet samlades gjordes en initial grovfiltrering pa plats genom ett kaffe-
filter, detta for att inte fa med smuts och sand. Proverna marktes och dess lokali-
sation noterades. Provtagningen genomfordes en gang under varen och tva ganger
under hosten. Alla gardar som ingdr i studien har gett sitt godkannande till prov-
tagningen, blivit informerade om syftet med provtagningen samt kommer forbli
anonyma.

Med hjalp av kommunikation med gardarna kunde provtagningen planeras in i
anslutning till att godsel spridits pa akermark. | samtliga provtagningar anpassa-
des aven provtagningen till att invanta nederbord sa att mojligheten gavs for av-
rinning av godsel till dikena runt dkermarken.

Vattendiken ‘

rov 2

Godseltankar

Gﬁdselpr

Prov 1

Prov 5

Prov

Prov 10

Figur 1. Figuren demonstrerar vart proverna togs under provtagningen. Figuren ar fiktiv
och ej av verklig skala.
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Figur 2. Vatten samlat fran diket runt aker fran provtagen gard. Foto: privat

3.1.2 Tidigare provtagning, grisgardar

Under 2023 gjordes en liknande studie, baserat pa 10 grisbesattningar, dar prov-
tagningen utfordes pa samma satt, fran godseltankar och i vattendiken i anslutning
till akermark dar godsel sprids. Dessa prover togs i juni samt i oktober under ar
2023 men till skillnad fran denna studies provtagning togs ingen hansyn till nér i
tid godslet spridits i anslutning till provtagningen. Datan fran dessa provtagningar
kommer att inga dven i denna studie for att ge mer underlag.

3.2 Bakterieodling och typning

Proverna transporterades till laboratoriet vid SLUs institution for biomedicin och
veterinar folkhalsovetenskap, dar vattenproverna filtrerades genom sterila filter,
porstorlek 0,45 um (Filtertratt MicroFunnel 515-0050, Cytiva [Formely Pall Lab])
i en volym av cirka 300 ml per prov, se figur 3. For mer smutsiga prover kunde
flera filter behdvas for att klara av att filtrera hela volymen. Filtren tillsattes sedan
till provrér med 25 ml buffrat peptonvatten (Oxoid Limited, Hampshire, United
Kingdom) i varje prov som sedan skakades i cirka 10 minuter. Fran den skakade
buljongen gjordes primér-, sekundéar- och tertiar-utstryk med hjalp av blaa dglor
(10 pL) pa selektiv-agar for E. coli pA McConkey plattor (SVA, Uppsala, Sverige)
som inkuberades i 37 grader C i 24 timmar. For godseltanksproverna gjordes
utstryket pa samma satt men direkt fran provet da dessa ej filtrerades.
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Dagen efter noterades tillvaxten pa varje McConkey platta och bedémdes
antingen som sparsam (0-30 kolonier), mattlig (30-100 kolonier) eller riklig (>100
kolonier) véxt. Tre olika kolonier fran McConkey plattan renodlades pa nétblod-
agar (SVA, Uppsala, Sverige) i 37 grader i 24 timmar, se figur 4. Kolonierna som
valdes for renodling var ca 2-3 mm i diameter, runda och ljusrosa till fargen, da
denna makromorfologi stdmmer Gverens med E. coli (VetBact 2023). For ren-
odlingen anvandes en vit 6gla (1 uL) som forsiktigt doppades i kolonin innan
utstryket gjordes.

Med hjalp av MALDI-TOF kunde bakteriekolonierna fran renodlingen typas
dagen efter. MALDI-TOF masspektrometri &r en teknik som anvénds for bak-
terieidentifiering dar analyser kan goras direkt fran bakteriekolonier (VetBact
2023). Bakterieisolatet som tas direkt fran bakteriekolonin adderas till en platta
(Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Germany) dar sedan ett matrix (Bruker Dalto-
nik GmbH, Bremen, Germany ) i en volym av en mikroliter tillséatts. Sedan be-
stralas plattan med ett laser UV-ljus. Nar lasern traffar isolatet sker en jonisering
av molekylerna som fragmenteras till positivt laddade partiklar som rér sig mot en
detektor. Beroende pa fragmentens storlek och laddning kommer tiden att na fram
till detektorn variera, denna tid kallas time of flight och méts. Resultatet blir for
bakteriestammen ett karakteristiskt masspektrum som identifieras med hjalp av
jamfdrelse mot lagrade referensvérden. Kolonierna som typades som E. coli frys-
tes in i en BHI-buljong (Oxoid Limited, Hampshire, United Kingdom) innehallan-
des 17 % glycerol. Endast E. coli anvandes som indikatorbakterie da de anses bast
reflektera fekala fororeningar.
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Figur 4. Renodling av E. coli pa blodagar. Foto: privat
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3.3 Resistensbestamning

Nér alla prover samlats in tinades de infrusna E. coli-stammarna och en ny ren-
odling sattes pa notblod-agar i 37 grader C i 24 timmar. Resistensbestamningen
gjordes sedan med mikrodilutionsmetod pa EUVSENC-plattor (TREK Diagnostic
Systems Ltd, East Grinstead, West Sussex, United Kingdom). Med en vit 6gla
togs en liten del fran en E. coli-koloni och tillsattes i ett glasror innehallande 1 mli
millig-vatten. Glasroret vortexades tills bakteriekolonin 16st upp sig i millig-vatt-
net. Med hjélp av en spektrofotometer kan koncentrationen partiklar i vatskan
matas dar optimala vardet ligger pa 0,5 Mcf, (McFarland) och godtagbara varden
mellan 0,48-0,55 Mcf. Nar vatskan natt godtagbar koncentration éverfordes 10
mikroliter ur glasroret till ett plastrér innehallandes 11 ml Mueller Hinton-buljong
(SVA, Uppsala, Sverige) som sedan vortexades.

Buljongen halldes sedan ner i en tom Petriskal dar 50 mikroliter i tolv doser
pipetterades upp i fyra pipettspetsar med en flerkanalspipett. Doserna fordelades
sedan lika i alla brunnar pa resistensplattan. Innan resistensplattan forseglades
med ett plastoverdrag anvandes en vit 6gla for att ta upp del av innehallet i den
positiva kontrollen. Denna stroks sedan pa en blodagarplatta for att gora en tat-
hetskontroll. Fran buljongen i Petriskalen anvandes en bla dgla for att stryka ut
innehallet pa en blodagarplatta for renhetskontroll. Darefter inkuberades resistens-
plattan samt blodagarplattorna i 37 grader i 24 timmar foljt av avlasning av plat-
torna. Darefter gjordes en avl&sning av plattorna. For varje prov kontrollerades
renhet och en tithet pa ca 20-100 cfu pa blodagarplattorna. Resistensplattan av-
lastes med hjalp av en spegel, se figur 5. Resistenshestamningen utgick fran inter-
valler enligt EUVSEC plattorna (sensitire) och gransvérdena enligt EUCAST
(MIC EUCAST u.a.). Undantag for sulfametoxazol dar SVARM-gransvarden
anvands i brist pA ECOFF (SVA u.a.). Figurer och tabeller har skapats genom
datahantering i Microsoft Excel.
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Figur 5. Avlasning av resistensplatta. Foto: privat
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4. Resultat

4.1 Antal E. coli-stammar

4.1.1 Grisbesattningen

Provtagningen av grishesattningen gjordes pa varen cirka tio dagar efter gédsling
och nederbdrd hade hunnit falla vid flera tillfallen innan provtagningen. Proverna
fran godseltanken hade kraftig véxt av E. coli. Fran vattenproverna isolerades tva
E. coli-stammar.

4.1.2 Mjélkkobesattning 1

Provtagningen av mjolkkobesattning 1 gjordes tidigt pa hosten och delades upp pa
tva tillfallen dar tio prover togs per tillfalle. Forsta provtagningen gjordes cirka
fem dagar efter godsling dér nederbdrd hunnit falla vid ett tillfalle. Andra prov-
tagningen gjordes cirka atta dagar efter godsling dar nederbérd hade hunnit falla
vid tre tillfallen. Proverna fran godseltanken hade kraftig vaxt av E. coli. Fran
vattenproverna isolerades fyra E. coli-stammar vid forsta tillfallet och sex vid
andra tillfallet.

4.1.3 Mjélkkobeséttning 2

Provtagningen av mjolkkobesattning 2 gjordes senare pa hosten cirka sex dagar
efter godsling dér nederbdrd hunnit falla vid ett tillfélle innan provtagningen.
Proverna fran godseltanken hade kraftig véxt av E. coli. Fran vattenproverna
isolerades en E. coli-stam.

4.1.4 Tidigare provtagningar

Vid den tidigare studien resistensbestdmdes 26 stycken E. coli-isolat, varav fem
hittades via vattenprover ute i miljon (tre fran juni och 2 fran oktober), resterande
isolat harrérde fran godseltank. Den tidigare studiens provtagningar mottes av ut-
maningen av torra diken under juni manad dar det var svarare att hitta tillracklig
mangd vatten i dikena. Under provtagningen i oktober hittades mer vatten i dikena
men det var sparsamt med E. coli, de flesta bakterierna som hittades typades som
ovriga miljobakterier.

4.2 Resultat resistensbestamning

Resultatet for bade denna studie samt forra studien presenteras i figur 6-8. Av alla
48 E. coli-isolat var det fem isolat (10,4 %) som uppvisade MIC Gver de satta
grénsvardena, tre av dessa (60 %) uppvisade resistens mot tre eller flera olika
antibiotika, vilket definieras som multidrug resistance (MDR). Det var betydligt
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hdgre andel resistenta isolat i godselproverna &n i vattenproverna, samtliga
resistenta isolat éver cutoff-vardena kom fran godseltanken, inga isolat fran
miljon hade MIC som gick 6ver gransvardena (se tabell 1). Andelen resistenta
isolat varierade for de olika substanserna, i figur 8 ses detta for de substanser dar
resistens pavisades. De resistenser som identifierades var mot ampicillin, tetra-
cyklin, trimethoprim och sulfamethoxazole.

En sammanstallning av distributionen av de olika MIC-vardena presenteras i figur
7. Denna typ av sammanstallning férekommer frekvent, bland annat i den svenska
évervakningen (SVA u.d.) for att ge en 6verblick och identifiera eventuella isolat
som avviker markant fran de 6vriga. Sadana isolat kan indikera forvarv av resis-
tensegenskaper som annars inte &r vanligt forekommande i den aktuella bakterie-
populationen. I figur 7 kan man observera att ett antal isolat uppvisar betydligt
hdgre MIC-varden for vissa substanser, dven om de ligger under cutoff-vardena.

Andel resistenta E. coli-isolat
18%
16%
14%
12%
10%
8%
6%
4%

2%

0%
Av totalen (n=48) Av Godselproverna (n=30)  Av vattenproverna (n=18)

Figur 6. Stapeldiagram, andel resistenta E. coli, 6ver cutoff-vardena. Av de resistenta
isolaten harstammade alla fran godseltanken, inget isolat fran miljon uppvisade dessa
nivaer av resistens.
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E.coli (n=48) %R
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Figur 7. Sammanstallning resistensbestamning. BIa rutor representerar intervaller enligt EUVSEC plattorna (sensitire) och cutoff-vardena, markerade
med en svart tjockare kant, enligt EUCAST med undantag for sulfametoxazol dar SVARM-grénsvéarden anvands
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Tabell 1. Andel resistens dver cutoff-vardena for AMP, TET, TMP, SMX fordelat mellan
de olika provtagningstillfallena samt mellan godselproverna och vattenproverna.

Mjolkgard 1 Mjolkgard 2 Grisgard Tidigare studie

Vatten Godsel Vatten Gddsel Vatten Godsel Vatten Godsel
(n=10) (n=3) (n=1) (n=3) (n=2) (n=3) (n=5) (n=21)

AMP 0% 0% 0% 0% 0% 67% 0% 9,5%
TET 0% 0% 0% 0% 0% 67 % 0% 4,7 %
TMP 0% 0% 0% 0% 0% 0 % 0% 4,7 %
SMX 0% 0% 0% 0% 0% 67 % 0% 4,7 %

Andel resistens godselprover (n=30)

14%
12%
10%
8%
6%
4%

2%

AMP TET TMP SMX

0%

Figur 8. Stapeldiagram, andel resistens éver cutoff-vardena hos AMP, TET, TMP, SMX
som identifierades hos godselproverna.
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5. Diskussion

5.1 Tolkning av prevalens antibiotikaresistens

De resistenser som hittades i denna resistensundersokning var mot ampicillin,
sulfamethoxazole, och trimethoprim. | den tidigare studiens provtagning hittades
liknande prevalens av resistens for samma antibiotika samt ett isolat med resistens
mot tetracyklin. Resistens mot dessa antibiotika ar vantat da de tillhor de vanli-
gaste susbtanserna inom veterindrmedicin som anvands till lantbrukets djur
(Sveriges Veterinarforbund 2021; SVA u.d.).

Resultatet fran denna studie visar att den resistens som identifierades over cutoff-
vardena harstammar fran samma tva isolat hittade i godseltanken pa grisbesatt-
ningen. Av de resistenser som pavisades i miljon var det inget isolat som hade
resistens Gverstigande cutoff-varde. Forra studiens resultat hade tre resistenta
isolat, &ven de identifierade fran godseltanken. Inga resistenser dver cutoff-varden
identifierades fran de isolat som pavisades i miljon.

Sammantaget patraffades de hogsta MIC-vardena i prover fran godseltanken, aven
om MIC-vérdena i majoriteten av isolaten inte 6versteg cutoff-vardena for resis-
tens. | vissa vattenprover identifierades isolat med hogre MIC-vérden an dvrigt
undersokta, men dessa lag fortfarande under cutoff. | ett antal andra vattenprover
observerades dock hogre MIC-varden &n de som aterfanns hos isolaten fran god-
selproverna. Orsaken till dessa variationer ar svara att faststélla da urvalet av iso-
lat ar s& pass begransat. Variationerna motsvarar dessutom endast ett steg i MIC
skalan vilket ar inom felmarginalen for metoden da det motsvarar ett titrerings-
steg. De isolerade bakterierna fran miljon behover inte heller vara relaterade till
godslingen.

5.2 Utvardering av metod

Provtagningarna hade olika forutsattningar efter olika paverkande faktorer. Dels
hur miljon runt akermarken var utformad med mer eller mindre mojlighet for
vatten att ansamlas. Aven tid mellan godslingen och provtagningen och vader
med mer eller mindre nederbord skiljde sig mellan provtagningstillfallena, nagot
som kan ha paverkat hur mycket av avféringsbakterierna som hann na vatten-
ansamlingarna i dikena. Dessa skillnader i provtagningen skulle kunna paverka
resultatet och gor resultatet mer svartolkat.

Av resultatet gar det inte att dra nagra kopplingar relaterat till antibiotikaanvand-
ningen pa de aktuella gardarna da detta ej har undersokts. En undersokning av
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gardarnas anvandning av antibiotika i relation till forekomsten av AMR skulle
kunnat vara av intresse for mer underlag till studien.

| bade den har studien samt den forra identifierades endast ett fatal E. coli-isolat i
miljon, nagot som kan ha haft med bakteriernas dverlevnad i miljon att gora. For
att ge en representativ bild av E. coli som kan aterfinnas i miljon efter spridning
av godsel kan en relativt omedelbar avrinning krévas for att de fekala bakterierna
ska finnas kvar i tillracklig mangd med bevarad resistensprofil. Det kan &ven vara
sd att det inte blir s mycket avrinning fran akern om man sprider godslet rétt.
Syftet ar att godslet ska ner i jorden och da kommer inte bakterierna na vatten-
drag. Pa Jordbruksverket (SJV 2023) finns regler hur avrinning ska undvikas efter
gbdsling, detta ar motiverat av att minska forlust av kvéave och fosfor fran akern
via avrinning, men fungerar i sammanhanget aven for bakterier.

Bakterierna som tar sig vidare fran akern kan eventuellt véxa till i miljon men
kommer beh6va nagon form av naring och lamplig temperatur for att verleva.
Detta eftersom bakterierna trivs bast i en miljé som liknar tarmens mikrobiota.
Vid laga temperaturer kommer bakterierna inte att véxa till i diket, och hinner
avklinga och spédas ut innan de blir isolerade vid provtagning. En viss avdddning
kan forvantas i alla temperaturer men kompenseras med tillvéxt vid varmare
temperaturer. Vid frystemperaturer kan dock de isolat som Gverlevt bevaras bra,
men att frysa och tina isolat i omgangar ar inte heller optimalt da det leder till en
snabbare dod.

E. coli-stammarna som isolerades fran vattenproverna antas i detta fall ha en
korrelation med avforingsbakterierna fran godsel som spridits pa akern. Dock kan
dessa bakterier ha kommit fran andra vilda djur som rér sig i miljén som provtogs.
Proverna kan alltsa representera avrinning fran akern men dven avrinning fran
andra miljéer med andra kéallor for kontamination. Darfér kan en korskontamina-
tion skett som gor det svarare dra slutsatsen att dessa E. coli kommer fran besétt-
ningens godsel. Att kunna se utslapp fran djurbesattningarna ar en forutséttning
for att kunna anvanda miljoprovtagning for att se djurbesattningarnas paverkan pa
forekomst av resistenta bakterier i miljon. Sa om denna koppling ej gar att séker-
stélla & metodens funktion begransad.

For att undvika punktprover ansags vattenprover mer representativa snarare an
prover fran jord och slam. Férhoppningen var att vattnet béttre reflekterar vad
som finns i miljon da vattnets rorlighet ger mojlighet till att undersdka vad som
flyter omkring i ett stérre omrade och avrinning fran olika hall & mojligt. Nagot
som inte jord-och slamprover visar pa samma satt.
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Ytterligare utmaningar vid provtagning, sarskilt nar prover tas langre bort fran
kallan, i detta fall djuren, skulle kunna antas vara en 6kad risk for att resistens-
profilen hos bakterierna inte &r densamma. Detta eftersom att miljon erbjuder en
risk mangfald av gener, och bakterier har formagan att forvarva dessa genom hori-
sontell dverforing (Larsson & Flach 2022). Samt eftersom att vissa ARGs inte
langre ar fordelaktiga i franvaro av antibiotika och kan da istallet tappas (Reygaert
2018). Darfor kan man anta att bakterier bade forvarvar och forlorar resistens-
gener under sin resa i miljon.

Den initiala filtreringen av proverna som gjordes pa plats vid provtagnings-
tillfallet har varierat mellan provtagningarna. Vid vissa provtagningar har ingen
initial filtrering gjorts medan vid andra tillféllen har proverna filtrerats med
antingen ett grovmaskigt filter eller ett finmaskigt filter. Huruvida detta har pa-
verkat forekomsten av E. coli i proverna ar oklart, men en standardisering av
metod for filtrering bor sattas upp for att kunna jamfora resultat mer noggrant.
Hur rena proverna ska vara for optimal analys kan vara fordelaktigt att undersoka
da det galler att inte fa med for mycket smuts fran provtagningsplatsen men anda
tillrdcklig méngd bakterier. En del av dilemmat &r &ven att bakterier kan forvéntas
sitta i slammet och inte flyta runt fritt i vattnet.

Ur ett kostnadseffektivt perspektiv & metoden som anvants i studien inte optimal.
Provtagningen kraver mycket tid och planering da manga faktorer ska samverka.
For att sékerstélla att provtagningen har optimala forutsattningar kravs en god
kommunikation med djur-och markagaren for att synkronisera gédslingen och
provtagningen. Dessutom paverkas provtagningen av faktorer som ar svara att
forutbestamma, sd som nederbdrd vilket ar en forutsattning for att mojliggora
avrinning, nagot som bor ske i nara i tid efter godslingen for att bakterierna ska
Overleva och finnas kvar i miljon. Laboratoriearbetet som innefattar isolering av
E. coli samt resistensbestdmning kraver flera dagars arbete och inkdp av specifikt
material och utrustning. Bade i den aktuella studien samt foregaende studie har
endast ett begransat antal E. coli identifierats fran miljon, och resistensbestam-
ningarna har visat att resistensnivaerna hos dessa varit under cut-off. Darmed
ifragasatts metodens kostnadseffektivitet da de erhallna resultaten inte ger till-
racklig grund for att dra nagra signifikanta slutsatser.

Vid bristande slutsatser och om denna typ av miljéprovtagning bedéms ineffektiv
skulle ett alternativ vara att endast provta djuren i beséttningen for att undersoka
vad som kan potentiellt spridas vidare, och darefter jobba med forebyggande
atgarder. Hur denna provtagning skulle ga till kan diskuteras, eventuellt skulle
sockprover samla upp tillrackligt representativa prover i djurstallar, men som daven
i detta fall blir ett typ av punktprov som endast visar en punktprevalens av vad
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som finns i besattningen. Eventuellt skulle prover fran godseltanken kunna
jamfdras med sockproverna for att underséka om det finns skillnader och ge
underlag om resistensutvecklingen under tid.

5.2.1 Framtida miljoovervakning av AMR

Som tidigare namnts star den framtida miljéévervakningen av AMR infor ut-
maningar. Som Bengtsson-Palme et al. (2023) lyfter fram kravs bade tydliga
syften med 6vervakningen samt identifiering av relevanta platser att provta. Utan
tydliga mal finns det risk att 6vervakningen blir for omfattande och praktiskt
ogenomforbar. Metoden kan behdva skilja sig beroende pa om syftet ar att spara
effekter av mansklig aktivitet, att bedoma miljorisker eller for att utvardera insatta
atgarder. Metoden bor alltsa vara lamplig for att na uppsatta mal, vara ekonomiskt
genomforbart samt ge resultat inom en tidsram som maéjliggor eventuella atgérder.

| Bengtsson-Palme et al. (2023) diskuterar dven forfattarna att relevanta platser att
provta ar de med nara koppling till manniskor och djur. AMR pa or6rda platser
kommer finnas naturligt men orsakar oftast inga problem om det inte riskerar att
spridas vidare till manniskor eller djur. Darfér bér dvervakningen fokuseras pa
platser dar detta ar en risk. Avloppsreningsverk, jordbruk och sjukhus ar exempel
pa sadana platser, dessa miljoer ar dven relevanta da det finns mojligheter att reg-
lera och begrénsa fl6det med resistenta bakterier genom forandringar och 16s-
ningar inom produktionsledet. Samma artikel presenterar éven riktlinjer for fram-
tida forskning som kan frdmja utvecklingen av miljodvervakning av AMR. En
viktig aspekt ar att faststalla hur olika metoder for AMR 6vervakning ska jam-
foras, detta for mojligheten att ta del av varandras resultat. Det foreslas aven att
patogencentrerade databaser for ARGs bor kompletteras med data fran miljons
mikrobiota for att identifiera nya ARGs.

Att identifiera typiska nivaer av AMR i olika miljéer och undersoka under vilka
omstandigheter det fortfarande ar fordelaktigt for bakterierna att bara pa ARGs i
avsaknad av antibiotikatillforsel till miljon kan vara en ledtrad till hur 6vervak-
ningen bor utformas. Ett faststallande av i vilken utstrackning det finns samband
mellan fekala fororeningar och latenta ARGs i miljon skulle kunna indikera néar
utbkade provtagningar bor goras av specifika miljéer.

| artikeln Abramova et al. (2023) lyfter forfattarna att framtida 6vervakning
kraver mer data och referensnivaer av ARGs i olika miljoer, samt for att forsta
langsiktig antibiotikaresistensutveckling i miljon kravs det analyser av for-
andringarna i méngden ARGs oOver tid och darfor finns behovet av tidsseriedata.
Som tidigare ndmnts uppmarksammar forfattarna qPCR-teknik som en lovande
metod da den ar mycket kanslig och kan upptéacka laga nivaer av ARGs, den har
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aven formagan att detektera ARGs i bade odlingsbara men dven icke odlingshara
bakterier. Dock ar qPCR pa manga prover kostsamt och detekterar endast
specifika gener vilket ar nagot att ha i atanke.

| artikeln Hart et al. (2023) fragar sig forfattarna om en resistent organism maste
vara en ké&nd patogen for att vara av intresse for AMR-6vervakning. Exponering
for dessa organismer sker dven de kontinuerligt via vistelse i miljon exempelvis i
samband med bad. Det finns for nérvarande ett stor kunskapslucka kring vilka
risker som finns med att béra resistenta bakterier fran miljon, forfattarna anser att
det behdvs mer data om exponeringsvagar och eventuella samband for olika
halsoutfall.

I samma artikel diskuteras mojligheterna att utfora riktade insatser pa platser med
hég AMR-belastning, for att dessa platser ska kunna identifieras kan andra
metoder vara till hjalp, allt ifran visuella observationer, kemiska markorer eller
mikrobiell sparning. Nagot relativt nytt ar forslaget att faststalla antimikrobiella
dmnens “minimum selection concentrations”, (MSC), vilket representerar den
lagsta koncentrationen dar resistenta bakterier har en konkurrensfordel 6ver icke-
resistenta bakterier, vid denna koncentration ar det inte l&ngre en nackdel att bara
pa resistensgenen utifran ett tillvéaxtperspektiv. MSC kan sedan anvandas som ett
verktyg for reglering och policy dar véardena kan anvéndas for att utforma ut-
slappsgranser till miljon. Eftersom MSC ger en mer specifik insikt i selektions-
tryck kan den tankas vara ett mer relevant matt for framtida 6vervakning for att
forebygga resistensspridning. Jamfoért med MIC som informerar om den kon-
centration antibiotika som behdvs for att forhindra bakterietillvéxt informerar
MSC mer specifikt om nér resistensgenerna ger en konkurrensférdel och 6kar
selektionstrycket. Idag finns det fa &mnen for vilka MSC finns faststéllda och
metoderna &r fortfarande under utveckling. (Hart et al. 2023)

5.2.2 Framtida svensk dvervakning av AMR

Den AMR-Gvervakning som genomfors pa djur i Sverige idag omfattar bland
annat de 6vervakningsprogram som tagits fram av EFSA och SVA (Swedres-
Svarm). EFSAs évervakningsprogram ar ett EU-omfattande initiativ dar data fran
nationella évervakningsprogram fran medlemslanderna sammanstélls, inklusive
de svenska resultaten fran Swedres-Svarm. | den svenska Gvervakningen under-
soks antibiotikakanslighet hos zoonotiska bakterier, indikatorbakterier fran friska
djur samt hos bakterier som orsakar sjukdom hos djur. (SVA u.a.; EFSA 2024)

Enligt EFSAs 6vervakningsprogram ska E.coli anvandas som indikatorbakterie

och proverna tas fran slumpmaéssigt valda friska djur dar resultaten kan indikera
hur antibiotikaanvandningen 6ver tid har paverkat den normala bakteriefloran hos
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djuren. Provtagningarna sker regelbundet och omfattar bland annat tarmprover
fran slaktkycklingar och slaktsvin samt kéttprover fran gris och notkreatur. De
isolerade bakterierna resistensundersoks och resultaten jamfors med de faststéllda
gransvardena enligt EUCAST. Syftet med dvervakningen ar att halla koll pa
monster i AMR-utvecklingen samt for att utvéardera insatta atgarder for att minska
AMR. (SVA u.d.; EFSA 2024)

| brist pa effektiva metoder for miljoévervakning av AMR skulle en fortsatt och
eventuell utdkad provtagning av djur potentiellt vara ett battre alternativ. Detta
géller sérskilt i [ander som Sverige dér den rapporterade anvandningen av anti-
biotika &r lag i jamforelse med andra lander. Darfor kan det vara mer motiverat att
prioritera resurser for 6vervakning av AMR direkt i djurbesattningar for att under-
sOka hur resistenslaget ser ut och vad som eventuellt kan spridas vidare i miljon. |
lander med en hdg rapporterad antibiotikaanvandning och utveckling av AMR
kan milj6overvakning vara mer motiverat, framfor allt i lander med bristande
infrastruktur och 6kade risker kopplat till miljo.

5.3 Begransningar och bias

Denna studie ar ett examensarbete och &ar darfor begransad pa flera satt. Studien
var begransad i bade tid och resurser dar endast ett fatal gardar provtagits med ett
begransat antal prov. Antalet besattningar &r for litet for att mojliggéra en detalje-
rad analys av flera prover och bedoma direkt koppling mellan olika prover fran
samma beséattning. Begrénsningen i antal beséttningar gor att studien ar att betrak-
ta som en pilotstudie.

Eftersom endast gardar i narheten av Uppsala har provtagits blir det ett visst
selektionsbias och urvalet &r ej representativt for djurpopulationen, nagot som inte
heller var syftet med studien da den endast var en pilotstudie. Eftersom antalet
besattningar ar lagt ar dven precisionen hos studien Iag.
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6. Slutsatser

AMR utgor ett vaxande problem dar miljodvervakning har lyfts fram som en
viktig men fortfarande underutvecklad komponent i den évergripande over-
vakningen av AMR. Det finns idag omfattande kunskapsluckor géallande miljons
roll i spridning och utveckling av AMR, och det saknas standardiserade metoder
for évervakning.

De genomférda matningarna i denna studie visade en relativt lag forekomst av
resistens bland de identifierade E. coli-isolaten. Resistenserna som observerades
rorde sig framst om ampicillin, tetracyklin, sulfamethoxazole och trimetoprim,
som ar bland de mest anvénda antibiotika hos svenska lantbruksdjur. De resistenta
isolaten som Gverskred gransvardena patraffades i godseltanken medan inget av
isolaten fran miljon 6versteg dessa gransvarden. Flertalet av de resistenta isolaten
uppvisade dessutom MDR, dvs flera av de pavisade resistenserna sags hos samma
isolat.

Pa grund av urvalets storlek samt studiens begransningar kan inga signifikanta
slutsatser dras angaende metodens formaga att identifiera E. coli i miljon som kan
kopplas till djurbeséttningen, eller hur de funna isolaten reflekterar besattningens
paverkan pa miljon. Metodens effektivitet med hansyn till bade resultat och
kostnad bor darfor ifragasattas och alternativa metoder kan vara att foredra.

Framtida miljoévervakning av AMR kommer att méta flera utmaningar och
kommer att behéva definiera tydliga provtagningsmal samt identifiera relevanta
miljoer for provtagning. Mer data och referensvarden géllande ARGs pa olika
platser i miljon skulle underlatta framtida 6vervakning. Upprepade métningar
over tid kravs aven for att fa insikt i langsiktiga effekter av AMR i miljon.
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Popularvetenskaplig sammanfattning

Antimikrobiellresistens innebér att bakterier utvecklar resistens och blir mot-
standskraftiga mot lakemedel som antibiotika, vilket gor att dessa lakemedel inte
langre fungerar. Antibiotikaresistenta bakterier kan darfor dverleva och fortsatta
spridas trots behandling med antibiotika. Resistens kan uppkomma genom for-
andringar i bakteriernas egen arvsmassa eller genom upptag av fraimmande gener
fran andra mikroorganismer. Vid narvaro av antibiotika skapas ett selektionstryck
dar de bakterier som har gener for resistens konkurrerar ut de som inte har det.

Idag ser vi en 6kning bade i anvandningen av antibiotika och spridning av anti-
biotikaresistens. Den Gkade resistensen gor det svarare att behandla vissa infek-
tioner, vilket leder till fler dodsfall och 6kat lidande. Darfor betraktas antibiotika-
resistens som ett allvarligt och globalt hot, och det &r viktigt att vidta atgarder for
att bromsa denna utveckling. For att veta vart dessa atgarder ska riktas ar det av-
gorande att identifiera riskmiljéer och moénster i spridningen. Darfor ar évervak-
ningen av antibiotikaresistens ett viktigt verktyg.

Vi vet idag att den globala halsan mellan manniskor, djur och miljo &r nara
sammanlankade och paverkar varandra enligt det som kallas One Health- kon-
ceptet. Detta géller &ven antibiotikaresistens som kan spridas mellan manniskor,
djur och milj6. Det finns fortfarande mycket vi inte vet om miljons roll i sprid-
ningen samt utvecklingen av antibiotikaresistens, och i dagsldget finns det inga
standardiserade metoder for att félja upp detta.

Denna studie &r ett pilotprojekt som syftar till att underséka hur man kan évervaka
resistens i miljon. Djur som behandlats med antibiotika kan utsdndra rester av
anti-biotikan samt resistenta bakterier genom urin och avféring. Eftersom av-
foring fran lantbruksdjur ofta anvands som gddsel och sprids pa akrar kan det
medfdra en 6kad risk for spridning av antibiotikaresistenta bakterier till miljon.
Malet med studien &r att utvardera miljoprovtagning i narheten av djurbesétt-
ningar som en del av bedémningen av resistensrisker och miljobelastning som
orsakas av resistenta bakterier fran djuranlaggningar.

I denna studie samlades prover fran gédseltanken pa olika gris- och mjoélkkogar-
dar samt vattenprover fran diken runt akermark dar godsel fran dessa besattningar
nyligen spridits. Proverna bearbetades pa laboratorium dar bakterien Escherichia
coli togs fram for att anvéndas som indikatorbakterie, detta eftersom denna bak-
terie anses béast avspegla fororeningar fran avforing. Dessa bakterier resistensbe-
stamdes sedan med hjalp av speciella plattor dar bakterien tillsattes i sma brunnar
innehallande olika antibiotika i olika koncentrationer. Efter ett dygn lastes plattor-
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na av for att se vart bakterien vaxt. Om bakterien inte vaxte visade den ingen
resistens och bedéms som kénslig for den koncentrationen av den antibiotikan.
Om bakterien véxte beddmdes bakterien som okanslig for just den koncentra-
tionen av den antibiotikan.

Resultatet av resistenshestamningen presenteras tillsammans med data fran en
tidigare provtagning aret innan som utforts pa samma sétt. Totalt resistensbestam-
des 48 bakterier varav fem bakterier (10,4 %) uppvisade resistensnivaer som oéver-
steg de faststéllda gransvérdena for resistens. De identifierade resistenserna om-
fattade foljande antibiotikum, ampicillin, tetracyklin, trimethoprim och sulfa-
methoxazole, vilka ar bland de vanligaste antibiotikumen som anvands inom vete-
rindrmedicin. Bland de fem resistenta bakterierna visade tre (60 %) egenskaper for
multiresistens vilket innebar att samma bakterie var oké&nslig mot minst tre olika
antibiotikum. De bakterier som uppvisade resistenser éver gransvardena var alla
fran godseltanken hos djurbesattningarna och ingen bakterie fran miljon visade
dessa nivaer av resistens.

Det &r svart att dra slutsatser fran detta resultat pa grund av studiens begrans-
ningar samt den relativt lilla mangd bakterier som hittades. Fler provtagningar och
fler bakterier for resistensbestamning hade behovts for att battre kunna undersoka
hur val metoden speglar godslingens paverkan pa miljon. Upprepade matningar
Over tid hade &ven varit nddvéandigt for att kunna undersoka utvecklingen av
resistens i miljon. Med tanke pa metodens begransningar och effektivitet kan
alternativa metoder vara att foredra.

De huvudsakliga utmaningarna for framtida miljodvervakning av antibiotika-
resistens ar att identifiera tydliga mal och miljoer att provta. Det behdvs ocksa
gemensamma enheter for referensvarden sa att studier lattare kan jamféras. En
storre databas med information gallande naturliga nivaer av antibiotikaresistens
fran bade orérda samt manskligt paverkade miljéer hade varit vardefullt for att
folja upp hur dessa nivaer forandras éver tid. Riktade miljodvervakningar pa
sarskilda riskmiljoer kan aven vara fordelaktigt for att kunna satta in bade kort-
siktiga och langsiktiga atgarder.
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Publicering och arkivering

Godkanda sjalvstandiga arbeten (examensarbeten) vid SLU kan publiceras
elektroniskt. Som student dger du upphovsratten till ditt arbete och behover i
sadana fall godkénna publiceringen. | samband med att du godkanner publicering
kommer SLU &ven att behandla dina personuppgifter (namn) for att gora arbetet
sokbart pa internet. Du kan narsomhelst aterkalla ditt godkénnande genom att
kontakta biblioteket.

Aven om du valjer att inte publicera arbetet eller aterkallar ditt godkannande sa
kommer det arkiveras digitalt enligt arkivlagstiftningen.

Du hittar lankar till SLU:s publiceringsavtal och SLU:s behandling av
personuppgifter och dina rattigheter pa den héar sidan:

o https://libanswers.slu.se/sv/fagq/228316

JA, jag har last och godkéanner avtalet for publicering samt den
personuppgiftsbehandling som sker i samband med detta

[0 NEJ, jag ger inte min tillatelse till att publicera fulltexten av foreliggande
arbete. Arbetet laddas dock upp for arkivering och metadata och sammanfattning
blir synliga och sokbara.
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