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SAMMANFATTNING

”Extended-spectrum B-lactamases” (ESBL) &r idag ett stort problem inom humanmedicinen
men borjar &ven skapa problem inom veterindrmedicinen. ESBL-produktion hos bakterier
medfor resistens mot cefalosporiner av 3:e generationen, som &r viktiga antibiotika mot
infektioner med gramnegativa bakterier. Resistensen ar overforbar mellan bakterier, och
spridning fran djur till manniskor kan ske. Ofta ar bakterier med ESBL-produktion samtidigt
resistenta mot flera andra grupper av antibiotika. Multiresistensen hotar var férmaga att kunna
behandla bakterieinfektioner, speciellt hos hastar dar valet av antibiotika redan ar begransat.
Svarbehandlade infektioner med ESBL-producerande bakterier har i flera fall beskrivits med
allvarliga och ibland dodliga konsekvenser hos héstar.

Problemen med ESBL-producerande bakterier hos hést i Sverige ar annu sma, endast ett fatal
ESBL-positiva kliniska prover har pavisats de senaste aren. | andra europeiska lander finns
det dock studier gjorda pa forekomst och potentiella riskfaktorer. | dessa studier ar en typ av
ESBL overlagset vanligast konstaterad i bade kliniska prover och faecesprover fran friska
héstar, och den tillnér samma grupp som den typ som dar vanligast forekommande hos
manniskor. Escherichia coli i trackprover anvands ofta som en indikator pa resistenslaget i
tarmfloran och karakteriserade riskfaktorer associerade med ESBL-férekomst och
multiresistens hos dessa bakterier varierar mellan studierna. Riskfaktorerna gar ofta inte att
sarskilja pa grund av for litet urval, men har ofta ett samband med klinikvistelse eller
antibiotikabehandling av den provtagna hasten eller hastar i dess narmiljo.



SUMMARY

The threat from antimicrobial resistance is an important and growing problem. There is cause
for concern regarding the ability to treat important bacterial infections. Production of
”Extended-spectrum B-lactamases” (ESBL) in bacteria confers transmissible resistance
against pB-lactam antibiotics including third generation cephalosporins, an important group of
antibiotics in both human and veterinary medicine. In addition bacteria with ESBL often show
resistance to a wide number of antibiotic classes, further limiting the options for effective
treatments. ESBL is spread among bacteria in humans all over the world, and lately emerging
in animal bacteria as well. Treatment failure affects animal welfare and is one consequence of
antimicrobial resistance in bacteria from animals.

The antibiotic treatment options in horses are already limited, and more than one case of
lethal complications caused by ESBL-producing bacteria have been reported. ESBL has been
demonstrated in a few isolates from clinical infections in horses in Sweden. Only a few
ESBL-types have been detected, in clinical samples and bacteria from the gut flora of healthy
horses. One type predominates in all of the studies, and although it is not the same as the one
most commonly found in humans, they belong to the same family. A few studies have
characterized risk factors for faecal carriage of multidrug resistant and ESBL-producing
bacteria in horses. The studies are usually too small to distinguish all factors, but most risk
factors are associated with staying in a clinic or antibiotic treatment, of the sampled horse or
horses in the same environment.



INLEDNING

Antibiotikaresistenta bakterier utvecklas i en alarmerande hastighet inom bade human- och
veterindrmedicinen. "Extended spectrum betalactamases™ (ESBL) hos gramnegativa bakterier
medfor resistens mot tredje generationens cefalosporiner, en viktig grupp antibiotika for att
behandla infektioner hos bade djur och manniskor (SVA, 2012). Problemet med ESBL ar
spritt Over hela varlden och far konsekvenser for mojligheten att kunna behandla
bakterieinfektioner. Gener som kodar foér ESBL-produktion ar dverforbara mellan bakterier,
och bakterierna i sin tur kan spridas via miljon eller direktkontakt till andra djur eller
manniskor (Li et al., 2007).

Hastar behandlas idag med antibiotika mot manga bakterieinfektioner, flera som kan vara
potentiellt livshotande (Li et al., 2007). ESBL produceras ofta av gramnegativa tarmbakterier
som Escherichia coli och Klebsiella spp, som bland annat kan orsaka livmoderinfektioner
eller sepsis hos hast (SVA, 2012). Urvalet av antibiotika till hast &r begransat, eftersom héstar
ar kansliga for storningar i normalfloran, men ocksa pa grund av tillgangen pa godkénda
preparat. Resistens hos bakterien som paverkar behandlingens effekt far konsekvenser for
bade djurhalsan och djurvalfarden (Li et al., 2007).

Problemen med ESBL-producerande bakterier hos hast i Sverige ar annu fa, endast fa ESBL-
positiva kliniska prover har pavisats de senaste aren (SVA, 2012). | andra europeiska lander
finns det dock studier gjorda pa férekomst och potentiella riskfaktorer och det kan darfor vara
vardefullt att undersoka hur problemet ser ut dar. Jag arbetade darfor i det har arbetet utifran
tva fragestallningar: "Vilka typer av ESBL har pavisats fran hast i Europa?" och "Vilka
riskfaktorer finns beskrivna for att pavisa ESBL i prover fran hast?"

MATERIAL OCH METODER

Jag har sokt i databasen World of Knowledge med sokorden: "ESBL”, “extended spectrum
betalactamase” och "antibiotic resistance” i olika kombinationer med “horse*”, “equine*” eller
"animals”. Flera artiklar hittade bland dessa sokresultat hanvisade till andra anvéndbara artiklar.
For att hitta information om aktuellt resistenslage i Sverige har jag besokt hemsidorna for Statens
veterindrmedicinska anstalt (SVA) och Smittskyddsinstitutet (SMI).

LITTERATUROVERSIKT
B-laktamaser

B-laktamaser &r en grupp enzymer hos bakterier som inaktiverar B-laktamantibiotika. Till
gruppen B-laktamantibiotika hor penicilliner och cefalosporiner som &r viktiga lakemedel
inom veterindr- och humanmedicinen, men &ven karbapenemer och monobaktamer (Li et al.,
2007).  Produktion av p-laktamaser d&r utbrett hos bakterier och &r den framsta
resistensmekanismen hos gramnegativa bakterier. Nedbrytningsprofilen varierar kraftigt och
stracker sig fran valdigt smala spektrum till att inkludera i stort sett alla B-laktamantibiotika
som finns idag. B-laktamaser delas ofta upp i funktionella grupper beroende pa substratprofil
och kénslighet for olika inhibitorer, men kan &ven delas upp i fyra molekyldra klasser (Poole,
2004).
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Extended-spectrum B-lactamases

"Extended-spectrum B-lactamases” (ESBL) ar forvarvade bredspektrum p-laktamaser som gor
penicilliner och cefalosporiner verkningslosa, inklusive cefalosporiner med utvidgat spektrum
(Poole, 2004). Manga ESBL visar ett samband med resistens mot andra antibiotikagrupper
och med andra B-laktamaser. Ofta kodas resistensmekanismerna i gemensamma mobila
element eller plasmider (Poole, 2004; Li et al., 2007). ESBL d&r en heterogen grupp som
tillhor flera olika funktionella grupper och molekylara klasser (Paterson & Bonomo, 2005).
Giske et al. (2009) forelog en ny mer lattillganglig indelning av de ESBL som &r kanda idag,
inbegripande alla Overforbara p-laktamaser som kan bryta ned 3:e generationens
cefalosporiner. Den indelningen har kategori ESBLA som innehdller de klassiska ESBL,
kategori ESBLcarea inbegripande alla karbapenemaser, och kategori ESBLy som innehaller
de resterande, bland annat plasmidburna AmpC-pB-laktamaser (Figur 1).

Klassiska ESBL

De Kklassiska ESBL tillhér den funktionella gruppen 2be och molekyléarklass A. Dessa
inhiberas av klavulansyra och har effekt mot 3:e generationens cefalosporiner (Giske et al.,
2009). Klassiska ESBL &r en stor grupp med varierande ursprung som kan delas upp i
familjer. TEM* och SHV? ar tva stora familjer med plasmidmedierade p-laktamaser. Varianter
med smala spektrum ar mycket vanligt forekommande hos gramnegativa bakterier och kan
efter forandringar i aminosyrasekvensen ge ESBL-fenotyp (Paterson & Bonomo, 2005). Det
finns ett stort antal ESBL av TEM- och SHV-typ och fram till slutet av 90-talet var
identifierade ESBL i Europa néstan uteslutande av TEM- och SHV-typ, oftast detekterade i
Klebsiella spp (Livermore et al., 2007).

| senare studier har CTX-M>3-typer blivit de vanligaste identifierade ESBL i manga europeiska
lander, framst i E.coli men &ven i Klebsiella spp. CTX-M-ESBL héarstammar fran en
bakteriefamilj med kromosomalt medierade B-laktamaser med naturligt brett spektrum,
tillskillnad fran TEM- och SHV-B-laktamaser (Paterson & Bonomo, 2005). CTX-M enzymer
kan delas in i fem sekvensbaserade undergrupper (Bonnet, 2004). CTX-M-15 &r den vanligast
pavisade ESBL-typen i prover fran manniskor over varlden, dvs. identiska enzymer har
identifieras i spridda delar av vérlden (Paterson & Bonomo, 2005; Livermore et al., 2007).
CTX-M ér den vanligaste ESBL-typen som har identifierats bade fran kommensala bakterier
och Kliniska prover fran djur, och enzymer fran alla de olika undergrupperna har pavisats (Li
et al., 2007).

Andra ESBL

Det finns manga olika kromosomala AmpC-B-laktamaser med olika spektrum som ar naturligt
forekommande och pavisade hos manga olika bakteriearter. Uttrycket ar vanligtvis lagt och
resistensproblemen uppstar framfor allt vid mutationsorsakad hyperproduktion (Poole, 2004).

! Uppkallad efter Temoneira, forsta patienten som emzymet isolerades fran (Jacoby, 2006).

2 Namngiven efter enzymets varierande svar pa sulfhydryl-inhibitorer (Jacoby, 2006).

® Namngiven efter enzymets cefotaxim-hydrolyserande aktivitet, forst isolerad i Munich (Jacoby, 2006).
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Plasmidburna AmpC-B-laktamaser har ett hogt genuttryck och kan orsaka resistensproblem
och ge ESBL-fenotyp hos manga olika bakteriearter (Li et al., 2007). Det &r vanligt att
kromosomala AmpC-B-laktamaser &ar inducerbara av olika B-laktamer, men &ven nagra
plasmidburna AmpC-geners uttryck kan induceras (Poole, 2004). Av de plasmidburna AmpC-
B-laktamaserna ar CMY-2 vanligt forekommande hos isolat fran bade manniskor och djur,
men &aven andra varianter av CMY och andra gener pavisas mer sallan (Li et al., 2007).
AmpC-B-laktamaser tillhér den klassiska molekylarklassen C och funktionella gruppen 1,
och inhiberas ej av klavulansyra (Poole, 2004).

Karbapenemer ar en viktig klass av B-laktamantibiotika som ofta blir ett av fa kvarvarande
alternativ vid manga ESBL-infektioner hos manniskor, eftersom att de inte bryts ned av de
flesta B-laktamaser (Poole, 2004). ESBLcarsa kan hydrolysera aven karbapenemer och ar en
varierande grupp som harstammar fran flera olika ursprung och kan tillhora flera olika
molekylérklasser (Giske et al., 2009). ESBL med karbapenemasaktivitet har spridit sig snabbt
hos manniskor vérlden éver de sista 10 aren, men har enligt Ewers et al. (2012) annu inte
rapporterats hos djur.

ESBL
1
1 1 1
ESBLA ESBL,, ESBLcars
|
1 1 1 I—
i plasmidburna
CTX-M TEM ‘ SHV AmpC

I— CMY

Figur 1: ESBL-typer (efter Giske et al., 2009).

Pavisande av ESBL

Resistensbestdamning sker genom att kvantifiera bakteriens tillvaxt i narhet av antibiotika.
Brytpunkter anvands for att kategorisera bakteriers kénslighet for olika antibiotika.
Fenotypisk ESBL avgors om bakteriens formaga att vaxa till vid narvaro av antibiotika dkar
vid ndrvaro av klavulansyra. Genotypisk konfirmation och klassificering sker med hjélp av
PCR ("Polymerase Chain Reaction™) med genspecifika primers fér de olika typerna av -
laktamaser, och foljs av gensekvensering for att bestdmma allel. CTX-M-familjerna kan



sarskiljas utan sekvensering, med hjalp av endast specifika primers. (Giske & Kahlmeter,
2007a)

Molekylarepidemiologisk typning for att jamfora bakterieisolat gors ofta med PFGE ("Pulsed
Field Gel Electrophoresis™). Bakteriens genom klyvs av specificerade enzymer till segment av
varierande storlek. Segmenten separeras i storleksordning med hjalp av elektriska félt i en
gel, och bildar olika bandmdonster som kallas pulsotyper. (Giske & Kahlmeter, 2007b)

E.coli fran faecesprov anvands ofta som indikator pa resistenslaget i tarmfloran. E.coli &r en
kommensal och del av manga djurs normalflora, men &ven en viktig patogen.
Resistensdeterminanter sprider sig snabbt hos bakterier i tarmen och kommensaler utsatts for
samma selektionstryck som patogener i tarmen och kan darfor indikera eventuella
resistensproblem man kan forvanta sig hos patogener. Kommensaler kan &ven fungera som
reservoar. (Dunowska et al., 2006)

ESBL hos héast
Pavisade ESBL-typer

ESBL har pavisats i bade kliniska prover och trackprover fran friska hastar i Europa. Tabell 1
visar en sammanstillning av pavisade ESBL-gener i fenotypiskt ESBL-positiva prover.
Majoriteten av alla kliniska isolat tillhérde E.coli (Vo et al., 2007; Ewers et al., 2010;
Dolejska et al., 2011; Dierikx et al., 2012; Damborg et al., 2012). | en studie pavisades tre
ESBL-producerande Klebsiella pneumoniae (Vo et al., 2007). Alla fekala isolat och isolat
fran andra 6vervakningsprover tillnérde E.coli (Dolejska et al., 2011; Damborg et al., 2012;
Johns et al., 2012).

CTX-M-1 identifierades som den enda ESBL-typen i de flesta isolat oavsett ursprung. CMY -
2 (Vo et al., 2007) och CTX-M-2 (Dierikx et al., 2012), identifierades som enda ESBL-genen
i var sitt kliniskt isolat. CTX-M-14 identifierades som den enda ESBL-genen i ett kliniskt
isolat i en studie (Dierikx et al., 2012), samt i ett kliniskt isolat och ett trackprov i en annan
studie (Damborg et al., 2012). CTX-M-14 (Dierikx et al., 2012), CMY-34 (Damborg et al.,
2012), och CMY-53 (Damborg et al., 2012) identifierades hos samma isolat som CTX-M-1
fran kliniska prover.

| flera studier identifierades inga ESBL av TEM- eller SHV-typ (Vo et al., 2007; Dolejska et
al., 2011; Damborg et al., 2012; Dierikx et al., 2012). Andra p-laktamaser av SHV-typ, men
med smalare spektrum identifierades endast i en studie, av typen SHV-1 (Vo et al., 2007).
Smalspektrum TEM-1-B-laktamaser identifierades i flertalet studier hos ESBL-positiva isolat,
fran bade kliniska och 6vervakningsprover (Vo et al., 2007; Dolejska et al., 2011; Damborg et
al., 2012; Dierikx et al., 2012). John et al. (2012) pavisade TEM- och SHV-gener i flera
faecesprover, men sekvenserade inte, vilket gor att ESBL ej kan skiljas fran p-laktamaser med
smalare spektrum. | studien pavisades dock TEM-gener i fem isolat fran prover positiva for



klassisk ESBL-fenotyp utan nérvaro av CTX-M-gener. | fyra av dessa prover identifierades

aven SHV-gener.

Tabell 1: Sammanstéllning av pavisade ESBL-typer i prover fran hastar i Europa (vissa typer

pavisade i samma bakterieisolat, se text ovan)

Positiva isolat/

antal i studien

ESBL-typ (%) Typ av prov Referens
CTX-M grupp 1
Ospecificerad allel 6/23 (26%) Tréck Johns et al. (2012)
CTX-M-1 28/29 (97%) Tréck Damborg et al. (2012)
6/7 (86%) Kliniskt Damborg et al. (2012)
70/70 (100%) Tréck, miljo Dolejska et al. (2011)
2/2 (100%) Kliniskt Dolejska et al. (2011)
9/11 (82%) Kliniskt Dierikx et al. (2012)
5/6 (83%) Kliniskt Vo et al. (2007)
CTX-M-15 1/1 (100%) Kliniskt Ewers et al. (2010)
CTX-M grupp 9
Ospecificerad allel 6/23 (26%) Tréck Johns et al. (2012)
CTX-M-14 1/29 (3%) Tréack Damborg et al. (2012)
1/7 (14%) Kliniskt Damborg et al. (2012)
2/11 (18%) Kliniskt Dierikx et al. (2012)
CTX-M grupp 2
CTX-M-2 1/11 (9%) Kliniskt Dierikx et al. (2012)
AmpC
Ospecificerad CMY 6/23 (26%) Tréck Johns et al. (2012)
CMY-34 1/29 (3%) Tréck Damborg et al. (2012)
CMY-53 1/29 (3%) Tréack Damborg et al. (2012)
CMY-2 1/6 (17%) Kliniskt Vo et al. (2007)
TEM
Ospecificerad allel 12/23 (52%) Tréack Johns et al. (2012)
SHV
Ospecificerad allel 4/23 (17%) Tréack Johns et al. (2012)

Epidemiologiska samband

Damborg et al. (2011) undersokte hastar som fick antibiotikaprofylax pa en klinik inom
loppet av nagra manader. Fem pulsotyper med CTX-M-1-producerande E.coli hittades hos
mer an en hast; tre utav dessa var forknippade med samtidiga klinikvistelser hos héstarna, och
tvad aterkommande pulsotyper forekom hos hastar som statt i samma stall. Av 12
pulsotypvarianter hos 23 isolat, var det endast tre pulsotyper som aterkom i olika prover fran



samma hast. Sex av sju kliniska fall med fynd av ESBL-producerande E.coli, alla med
pavisade CTX-M-1, pa samma klinik sex manader efter forsoket med profylaxbehandling,
hade identisk pulsotyp, men ingen var densamma som under den tidigare studien.

Dolejska et al. (2011) isolerade ESBL-producerande E.coli fran trackprover, miljosvabbar,
rektalsvabbar fran personal, samt flugor pa en hastklinik. Hos alla ESBL-positiva isolat
identifierades CTX-M-1. Nagra fa likadana PFGE pulsotyper konstaterades i prover fran bade
hastar och olika miljoprover. En pulsotyp aterfanns i prov fran en hast, stallinredning och
personal; en annan pulsotyp aterfanns senare i prov fran en hast, stallinredning och flugor.
Tva isolat fran olika hastar visade samma pulsotyp vid en provtagning. Vid ett tillfalle under
studien isolerades ESBL-producerande E.coli i ett sar hos en hast, av samma pulsotyp som
hos flera flugor i lokalen.

ESBL-producerande E.coli isolerades i ett fall fran ett f6l med septikemi, som behandlats med
bredspektrum-cefalosporiner, och fran prover i félens narmiljo i samband med fallet. Positiva
prover togs ocksa fran stoet och tre hastar fran boxar intill, samt miljésvabbprov fran stoets
box och ytterligare en box. CTX-M-1 och TEM-1 identifierades i alla positiva isolat. Samma
pulsotyp identifierades i ett prov fran en hast och ett miljésvabbprov. Provtagning en och tva
manader senare i samma stall resulterade i att inga ESBL-producerande E.coli kunde pavisas
(Dolejska et al., 2011).

Dierikx et al. (2012) genotypade kliniska isolat med ESBL-producerande E.coli fran hast som
skickats in till ett centralt laboratorium. Alla isolat tillhérde olika stammar férutom tva isolat
fran hastar med samma &gare. Ewers et al. (2010) undersokte 50 ESBL-positiva E.coli-isolat
fran hast, insamlade fran flera olika laboratorier i olika lander. De kunde pavisa ett CTX-M-
15-producerande kliniskt isolat som tillhérde E.coli-linjen B2-O25b-ST131, som tidigare
pavisats i samband med kliniska infektioner hos manniskor pa flera olika kontinenter.

Multiresistenta ESBL-isolat

ESBL-producerande E.coli fran bade kliniska och fekala prover fran hast har vid flera
tillfallen konstaterats vara resistenta mot manga olika antibiotikaklasser (Vo et al., 2007;
Dolejska et al., 2011; Damborg et al., 2012). I tva studier var alla ESBL-positiva isolat
multiresistenta, bade kliniska och fekala prover, och alla visade resistents mot
aminoglykosider, tetracykliner och sulfonamider (Vo et al., 2007; Dolejska et al., 2011). | en
studie var nagra isolat resistenta mot 12 av 12 testade olika antibiotika, inklusive olika
aminoglykosider, tetracykliner, fluorokinoloner samt trimetoprim och sulfonamider (Dolejska
et al., 2011). I prover fran hastar har ESBL-gener pavisats i samma mobila genetiska element
som gener for resistens mot fluorokinoloner (Dolejska et al., 2011), tetracykliner (Dolejska et
al., 2011), sulfonamider (Dolejska et al., 2011), trimetoprim (Vo et al., 2007) och
aminoglykosider (Vo et al., 2007; Dolejska et al., 2011). Resistensdeterminanter for ESBL-
resistens hos isolat fran hast, har in vitro visat sig kunna overforas via konjugering mellan
bakterier inom samma art (Dolejska et al., 2011) och mellan olika Enterobacteriaceae spp
(Voetal., 2007).



Riskfaktorer associerade med multiresistens och ESBL-produktion

Studier har visat att prevalensen resistenta, multiresistenta och ESBL-producerande E.coli i
avforingsprover fran hastar pa klinik ar storre an i prover fran hastar i hemmiljo (Dunowska et
al., 2006; Bryan et al., 2010).

Flera studier har visat att férekomsten multiresistenta E.coli pavisade i fekala prover fran
hastar 6kar efter inskrivning pa klinik (Dunowska et al., 2006; Bryan et al., 2010; Maddox et
al., 2011; Williams et al., 2013). Andelen multiresistenta prover 6kade dagarna som foljde
efter inskrivning pa kliniken (Bryan et al., 2010; Maddox et al., 2011), och detsamma géllde
for ESBL-positiva prover (Maddox et al., 2011).

Maddox et al. (2011) visade ocksa att det i en omfattande studie av resistenta E.coli fran
hastar pa klinik, var lag variation av resistensfenotyper; 82% av isolaten uppvisade en av 10
varianter, trots att det totala antalen olika fenotyper som kunde uppvisas uppgick till 127.
Efter en vecka pa klinik hade forekomsten av multiresistenta fenotyper okat, men ingen
skillnad i antalet olika resistensfenotyper kunde ses jamfort med inskrivningsdagen (Williams
etal., 2013).

Ett exempel pa 6kande forekomst efter klinikinskrivning och antibiotikabehandling visades i
en studie vid profylaktiskt behandling pa klinik med bland annat bredspekrumcefalosporiner.
Denna medfcre att prover fran alla 10 hastarna i studien gick fran att vara ESBL-negativa till
att vara positiva inom tre dagar fran behandlingsstart (Damborg et al., 2011). | en annan
studie isolerades E.coli med gener for klassiska ESBL fran prover fran sju hastar pa klinik
som pabdrjat behandling med antibiotika fem dagar tidigare. | prover fran samma héastar innan
behandling, och tva veckor samt tva manader efter behandlingens slut, pavisades inga ESBL-
positiva isolat (Johns et al., 2012). Detta liknar resultaten Dolejska et al. (2011) fick nar
ESBL-positiva isolat endast pavisades i samband med cefalosporinbehandlingen av félet och
inte fran provtagning de féljande manaderna.

Bryan et al., (2010) visade att efter tre dagar pa klinik hade andelen pavisade multiresistenta
E.coli Okat jamfort med dag ett. Okningen pavisades hos bade histar som
antibiotikabehandlats och ej behandlats, och i den studien kunde det inte visas nagot samband
med antibiotikabehandling. Johns et al. (2012) pavisade daremot inga multiresistenta eller
ESBL-producerande E.coli efter minst fem dagars klinikvistelse i trackprover fran hastar som
ej antibiotikabehandlats. Den studien identifierade antibiotikabehandling som riskfaktor for
fekal utsondring av multiresistenta E.coli. Samma studie visade &ven att andelen
multiresistenta prover fran hastar som behandlats med antibiotika pa klinik, ej skiljde sig fran
hastar som behandlats i sin hemmiljo.

Bade klinikvistelse och antibiotikabehandling identifierades som riskfaktor for multiresistenta
E.coli-prov i en annan studie (Dunowska et al., 2006). | den studien sags en 6kad andel prov
med E.coli resistenta mot sex eller fler olika antibiotika hos antibiotikabehandlade jamfort
med ej behandlade hastar pa samma klinik. | samma studie kunde inte nagra E.coli resistenta
mot s manga olika antibiotika isoleras fran hastar i hemmiljo. Maddox et al. (2012) pavisade
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ett samband med tidigare vistelse pa klinik och dkad antibiotikaresistens hos fekala E.coli.
Multiresistens och ESBL-produktion var forknippad med 6kad risk om hésten varit inskriven
pa klinik, framfor allt inom 10 dagar innan provtagning, men dven klinikvistelse inom tre
manader gav Okad risk, men inget statistiskt samband pavisades med vistelse inom sex
manader. Att en hast som nyligen varit inskriven pa klinik stod pa samma stélle som den
provtagna hasten var ocksa en riskfaktor for ESBL-medierad resistens i samma studie. Inget
samband med antibiotikabehandling inom 10 dagar innan provtagning varken for
multiresistens eller ESBL-produktion kunde pavisas i samma studie. Antibiotikabehandling
inom en vecka pavisades dock i en annan studie som riskfaktor for att hitta multiresistenta
E.coli, men inte ESBL-positiva (Maddox et al., 2011).

En studie visade en skillnad i hur lang tid efter antibiotikabehandling som andelen héstar med
resistenta respektive multiresistenta E.coli atergar till samma proportioner som innan
behandling, beroende pa om behandlingen skedde pa klinik eller i hemmilj6. Behandling pa
klinik hade ett samband med langre utséndring av resistenta och multiresistenta E.coli i
avforingen. Tva veckor efter behandling hade proverna fran hastarna i hemmiljé gatt tillbaka
till referensvardena, men inte proverna fran hastarna som behandlats pa sjukhus. Hos hastarna
som behandlades pa klinik var dock lika stor andel positiva som innan behandling, tva
manader efter behandlingens slut. (Johns et al., 2012)

Skillnader mellan vilka antibiotika hastarna behandlats med under klinikvistelsen och vilka
antibiotika samt hur manga olika antibiotikaklasser E.coli visat resistens mot har visats i flera
studier (Dunowska et al., 2006; Johns et al., 2012; Maddox et al., 2012). Aven E.coli med
resistens mot antibiotika som inte anvéandes alls eller endast sallan, pa kliniken under studiens
tid pavisades i ett prov vid en studie (Dunowska et al., 2006). Cefalosporinanvandning var en
riskfaktor for forekomst av E.coli resistenta mot sex eller flera olika antibiotikagrupper
(Dunowska et al., 2006). Cefalosporin- eller fluorokinolonbehandling hade ett samband med
okad risk att hitta E.coli med resistens mot alla atta olika antibiotika som testades i studien,
men aven med resistens mot fyra eller fler olika klasser samtidigt (Johns et al., 2012).
Fluorokinolonbehandling var i en studie en riskfaktor for ¢kad andel ESBL-positiva prov
(Johns et al., 2012). ESBL-fenotyper pavisades i en studie i faecesprover fran hastar pa en
klinik trots att de inte behandlats alls, eller bara med andra grupper av antibiotika &n (-
laktamer, under studien samt inte behandlats alls 14 dagar innan forsoket (Bryan et al., 2010).

Det kan noteras att i flera studier har inte nagot samband med ras, kon eller alder och pavisad
antibiotikaresistens hos E.coli fran hastar setts (Williams et al., 2013; Johns et al., 2012;
Dunowska et al., 2006). En studie kunde inte visa nagot samband mellan den fekala
densiteten av ESBL-producerande E.coli och élder eller kon (Damborg et al., 2012).
DISKUSSION

Pavisande av ESBL

Det finns flera faktorer som kan paverka och orsaka skillnader mellan studier 6ver ESBL-
forekomst. En variabel &r resistensbestamningen; vilka bakterier som klassas som resistenta.

10



Vilken metod och vilka brytpunkter som anvands paverkar resultatet. For att olika metoder
ska kunna jamfdéras maste brytpunkterna vara harmoniserade. Nagon form av harmonisering
av brytpunkter ska ha skett i Europa, som ska ha gett sa pass laga brytpunkter att alla kliniskt
relevanta infektioner av ESBL-producerande bakterier ska detekteras (Giske & Kahlmeter,
2007a). | flera studier refererade i det har arbetet har samma internationella standard
(http://lwww.clsi.org/) héanvisats till (Bryan et al., 2010; Ewers et al., 2010; Damborg et al.,
2012; Johns et al., 2012), inklusive den enda studien som ej kommer fran Europa (Dunowska
et al., 2006). I de resterande studierna hanvisas nationella policyer eller andra internationella
standarder. Vilket antibiotikum som anvands kan ocksa paverka resultatet; skillnader i
spektrum och substratprofiler hos ESBL kan paverka klassificeringen. Dierikx et al. (2012)
kunde visa pa variationer i resistensklassificeringen av ESBL-positiva isolat beroende pa
vilket antibiotikum som anvéndes, med falskt positiva isolat som foljd. Vilket medium
resistenshestamningen sker skulle ocksa kunna paverka resultatet; valet av odlingsmedium
paverkar bakteriens formaga att vaxa och hydrolysera olika antibiotikum (Paterson &
Bonomo, 2005).

Ett annat problem uppkommer ocksa i variationerna i definitioner. Den klassiska ESBL-
definitionen &r snav och det varierar vilka enzymtyper som ingar i studierna utdver de i den
funktionella gruppen 2be. Studiedesignen blir avgérande for rapporteringen om férekomst,
vilka fenotypade isolat som ocksd genotypas och vilka primers som anvands vid PCR
detektionen. Det finns manga olika gener for ESBL-fenotyp, vissa ar vanligare &n andra och
det varierar mellan studierna vilka som undersoks, utéver de vanliga typerna som namnts i det
har arbetet. Definitionen for vad som klassas som ESBL i studien paverkar &ven
riskfaktoranalyserna. Alla riskfaktorstudier som ingar i det har arbetet har anvént den
klassiska ESBL-definitionen. Men skillnaderna orsakade av olika definitioner &r speciellt
viktiga nar man tittar pa andras sammanstéllningar dar definitionerna for varje ingaende
studie inte alltid anges. Det gor det svart att jamfora korrekt, och kan ge en skev bild av
forekomsten.

ESBL-typer

| det hér arbetet &r CTX-M-1 den vanligaste pavisade ESBL-typen i prover fran hastar. CTX-
M-1 ar pavisat hos nagra procent av alla ESBL-positiva E.coli isolat fran manniskor i Europa,
och star for storsta delen av ESBL-fenotyper i fekala E.coli fran bade livsmedelsproducerande
djur och sallskapsdjur i Europa, enligt Ewers et al. (2012). CTX-M-15 &r dock den vanligaste
ESBL-typen identifierade hos isolat fran manniskor (Livermore et al., 2007; Ewers et al.,
2012), men den tillhor, liksom CTX-M-1, M-1 gruppen, med o6ver 97 % genetisk likhet
(Bonnet, 2004). Intressant att notera &r att det enligt Ewers et al (2012) ar en stor geografisk
variation; CTX-M-1 har pavisats i mindre an en procent av fekala E.coli med ESBL-fenotyp
fran bade djur och manniskor i Asien. CTX-M-15 ar enligt samma kalla aven vanligt hos
sallskapsdjur, men identifierades endast i ett ESBL-positivt isolat fran hast, nar en specifik
stam var avgorande faktor for om genotypning skulle ske (Ewers et al., 2010).

11



Ett intressant resultat ar dven att ingen studie som genotypade ESBL-positiva isolat fran hést,
pavisade ESBL av TEM- eller SHV-typ. Detta tillskillnad fran andra studier, dar klassisk
ESBL-fenotyp orsakats av andra gener an CTX-M i flera procent av fekala E.coli fran bade
manniskor (Livermore et al., 2007; Ewers et al., 2012) och andra djur (Ewers et al., 2012).
Johns et al., (2012) sekvenserade ej ESBL-generna, men kunde ej pavisa CTX-M-gener i fem
isolat som var fenotypiskt klassiskt ESBL-positiva. | den studien skulle TEM- eller SHV-
ESBL kunnat vara orsaken till fenotypen, eller en annan gen som ej undersoktes. En
missvisande ESBL-fenotyp pa grund av tidigare diskuterade potentiella problem med
resistensbestamning, ar ocksa en tankbar anledning till resultatet.

Studierna som undersoker epidemiologiska samband mellan ESBL-positiva E.coli-isolat fran
hast pavisar att en diversitet forekommer. Samtidigt tyder fynden med liknande pulsotyper pa
att det aven skulle kunna finnas vissa likheter mellan isolat. Likheterna kan tyda pa ett klonalt
samband, och klonal spridning bade mellan hastar och till miljon (Dolejska et al., 2011;
Damborg et al., 2012). Dock &r PFGE en ospecifik metod och man bor vara forsiktig med att
dra slutsatser om sléktskap (Giske & Kahlmeter, 2007b). Men variationen av pulsotyper
pavisade i samma studier, visar pa stor variation av olika stammar med ESBL-fenotyp hos
héstar, och att inget starkt klonalt samband finns med spridningen av CTX-M-1-positiva
isolat. Genotypning av ESBL-positiva bakterier i tva utav studierna stodjer detta (Ewers et al.,
2010, Dierikx et al., 2012). Detta tillskillnad fran hos méanniska dar den globala spridningen
av CTX-M-15 har pavisats ha ett viktigt samband med klonal spridning av E.coli (Ewers et
al., 2010). Dolejska et al. (2011) genotypade plasmider och hittade genetiska likheter mellan
olika prover, vilket tyder pa att horisontell spridning av CTX-M-1-gener forekommer.

Riskfaktorer

Forklaringar till de varierande resultaten mellan studierna skulle kunna hittas i studiedesign
och studiepopulation. De kan paverka och interagerande variabler skapar problem vid
analysen, nar antibiotikabehandling ska sarskiljas fran klinikvistelse som riskfaktor. Flera
forfattare spekulerar i att skillnader mellan klinik och hemmiljo kan orsakas av skillnader i
héstarnas hdlsa mellan grupperna (Dunowska et al., 2006; Johns et al., 2012).

En viktig skillnad som spekuleras om av flera forfattare som bidragande faktor till olikheterna
mellan studiernas resultat ar studiepopulationernas exklusionskriterier, framfor allt hur lang
tid hastarna ej ska ha varit behandlade innan provtagning (Dunowska et al., 2006; Bryan et
al., 2010; Johns et al., 2012). Dunowska et al. (2006) som pavisade bade klinikvistelse och
antibiotikabehandling som riskfaktorer hade endast nagra dagar som exklusionskriterium for
kontrollgrupperna. Bryan et al. (2010) som pavisade provtagning pa klinik som riskfaktor,
men inte antibiotikabehandling, hade tvd veckor som exklusionskriterium for
kontrollgruppen. Johns et al. (2012) som pavisade antibiotikabehandling men inte
klinikvistelse som riskfaktor, hade som exklusionskriterium sex manader utan behandling. En
eventuell paverkan far aven grund i studien av Johns et al. (2012) dar atergang till ursprunglig
forekomst av resistenta fekala E.coli kunde droja upp till 2 manader -efter
antibiotikabehandlingens slut. Studien av Maddox et al. (2012) tyder ocksa pa en lang
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atergangsperiod, dar klinikvistelse flera manader fore provtagningen var en riskfaktor for
fekal utsondring av multiresistenta och ESBL-producerande E.coli.

Antalet hastar i studien kan ocksa paverka resultaten. Maddox et al., (2011; 2012) som i bada
studierna hade stor studiepopulation totalt, far 1ag power vid vissa analyser av riskfaktorer
helt enkelt pa grund av att fa hastar utsatts for vissa riskfaktorer. Skillnader orsakad av bias ar
ocksa en potentiell orsak till vissa resultat. Maddox et al (2012) genomférde en omfattande
studie om riskfaktorer for antibiotikaresistens i E.coli fran hast, baserat pa frageformular till
agarna. Forfattarna till studien spekulerar i att det forfarandet kan paverka riskfaktorernas
sarskiljande, om t.ex. minneshias uppstar om &garen inte minns med vilket antibiotikum
hasten behandlats med, men anda fyller i att hasten behandlats.

Ahmed et al (2010) och Damborg et al. (2012) &r tva studier dar ett samband med forekomst
och klinikvistelse pavisas, men dar antibiotikabehandling ej kan skiljas fran klinikvistelse som
riskfaktor da de endast sammanfaller som variabel i analysen. Studien gjord av Damborg et
al. (2012) inneholl endast hastar som var sin egen kontroll. Studien av Ahmed et al (2010)
kunde inte sarskilja behandlade och ej behandlade hastar pa kliniken.

Antibiotikabehandling har bevisats tidigare vara den avgorande riskfaktorn for okad
forekomst av antibiotikaresistenta bakterier (Poole, 2004; Paterson & Bonomo, 2005). Bland
annat antibiotikaanvanding och langvarig sjukhusvistelse &r bevisade riskfaktorer for ESBL-
producerande bakterier hos manniskor (Poole, 2004; Paterson & Bonomo, 2005).
Fluorokinolonbehandling har hos manniska har pavisats vara en riskfaktor (Paterson &
Bonomo, 2005) och likaséa hos djur (Ewers et al., 2012). Dock pavisades flurokinolonresistens
séllan i ESBL-positiva isolat hos hastar i studierna i det har arbetet; resistens mot
tetracykliner, trimetoprim, sulfonamider och aminoglykosider var vanligare. Multiresistens
hos ESBL som kan spridas till omgivningen bade horisontellt och klonalt leder till att
klinikvistelse som riskfaktorer inte &r helt ologisk. Héstkliniker skapar en tat hastmiljo, och
multiresistensen som ger selektion vid manga antibiotikabehandlingar kan selekteras hos
andra individer. Maddox et al. (2011) och Damborg et al. (2012) spekulerar om att 6kningen
av multiresistenta fekala E.coli efter klinikinskrivning kan bero pa att hasten far
resistensdeterminanter eller koloniserande bakterier fran miljon, eller en 6kning i tidigare
odetekterbara mangder av redan resistenta bakterier i tarmen, eller att resistensdeterminanter
mobiliseras fran andra kommensaler i tarmen, under selektionstryck. Klinikvistelse har ocksa
ofta en viktig stresskomponent som skulle kunna paverka den totala utsondringen. Men for att
avgora om Klinikvistelse faktiskt ar en viktig riskfaktor skulle det behovas fler studier med
storre studiepopulation och med noga genomtankta exklusionskriterier.
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