S L u Sveriges lantbruksuniversitet
Swedish University of Agricultural Sciences
Fakulteten for veterinarmedicin

och husdjursvetenskap
Institutionen for Kliniska Vetenskaper

HOg forekomst av antibiotikaresistens
hos Escherichia coli i tarmflora hos unga
kalvar — en foljd av dkad urskiljning av
resistenta E. coli fran kon vid tiden for
kalvning?

Lisa Gustafsson

Uppsala
2014

Examensarbete 30 hp inom veterindrprogrammet

ISSN 1652-8697
Examensarbete 2014:57






HOog forekomst av antibiotikaresistens hos
Escherichia coli i tarmflora hos unga kalvar —
en foljd av 6kad urskiljning av resistenta E. coli
fran kon vid tiden for kalvning?

High prevalence of antibiotic resistance

in Escherichia coli from the gut flora of young calves

— caused by increased shedding of resistant

E. coli from the cow around parturition?

Lisa Gustafsson

Handledare: Ulf Emanuelson, Institutionen for Kliniska Vetenskaper
Bitrddande handledare: Anna Duse, Statens Veterindrmedicinska Anstalt
Bitradande handledare: Bjorn Bengtsson, Statens Veterindrmedicinska Anstalt
Examinator: Nils Fall, Institutionen for Kliniska Vetenskaper

Examensarbete i veterindrmedicin

Omfattning: 30 hp
Niva och fordjupning: Avancerad niva, A2E
Kurskod: EX0736

Utgivningsort: Uppsala

Utgivningsar: 2014

Delnummer i serie: Examensarbete 2014:57
ISSN: 1652-8697

Elektronisk publicering: http://stud.epsilon.slu.se

Nyckelord: Antibiotikaresistens, Escherichia coli, mjdlkkor, tetracyklin, kalvar, tarmflora
Key words: Antibiotic resistance, E. coli, cattle, tetracycline, dairy calves, gut microbiota

Sveriges lantbruksuniversitet
Swedish University of Agricultural Sciences

Fakulteten for veterindrmedicin och husdjursvetenskap
Institutionen for Kliniska Vetenskaper


http://stud.epsilon.slu.se/




Tack.

Detta projekt hade inte varit mojligt utan den outtréttliga hjalp, de kloka synpunkter och all
uppmuntran jag fatt fran mina handledare, vars kunskaper sa vida Gverstracker mina inom
dessa omraden. Jag hade heller inte klarat mig utan Maria Persson, biomedicinsk analytiker
vid SVA, som med sin langa erfarenhet och positiva instéllning gjort att allt laboratoriearbete
gatt enkelt och smartfritt. Jag vill ocksa tacka alla deltagande lantbrukare som trots allt arbete
som hor hosten till tagit sig tid att tillmotesga mina krav och lyckats samla in alla prover intill
sista kalv. Sist men inte minst, till SVA:s forskningsfond, Stiftelsen Elsa Paulssons
minnesfond och Gulli Stralfeldts fond for finansieringen av detta projekt. Tack!



SAMMANFATTNING

Utveckling av antibiotikaresistens &r ett problem som innebé&r ett stort hot mot folk- och
djurhélsa. Resistenslaget i Sverige Overvakas kontinuerligt genom ett samarbete mellan
Smittskyddsinstitutet, SMI och Statens Veterindrmedicinska Anstalt, SVA. | Sverige har vi
idag ett gott lage nar det géller resistens, men en oroande ©6kning av vissa fruktade
multiresistenta bakterier ses dven har. | flera studier, fran olika lander, har man sett att
forekomsten av antibiotikaresistens ar hégre hos unga individer for att sedan minska med
aldern. Nar det géller notkreatur ser man en hog resistensférekomst i tarmfloran hos kalvar
framfor allt under perioden da de utfodras med mjélk.

Syftet med denna studie var att ytterligare oka forstaelsen om hur den unga kalven tréaffar pa,
och koloniseras av, de resistenta bakterierna. FOr att testa hypotesen att kon urskiljer en hégre
andel resistenta bakterier vid tiden for kalvning provtogs kor och deras kalvar under flera
tillfallen vid tiden for kalvning. Det totala materialet i studien utgérs av 22 kor, deras kalvar
samt 22 kor i mittlaktation (kontrollgrupp) fran sex KRAV-anslutna besattningar i Uppland.
Avforingsprover togs 1-16 dagar innan kalvning fran ko, 1 dag efter kalvning fran ko och
kalv samt 7-10 dagar efter kalvning fran ko och kalv. Proverna undersoktes for andel
tetracyklinresistenta E. coli (tet-R E. coli).

Inga kor i kontrollgruppen hade véxt av tet-R E. coli. Totalt sju av korna som provtogs fore
och efter kalvning var positiva for tet-R E. coli vid nagot tillfalle. Hogst antal positiva kor
sags vid provtagning 7-10 dagar efter kalvning da fyra av korna urskiljde tet-R E. coli. Totalt
21 av 22 kalvar var positiva for tet-R E. coli vid ndgot provtillfalle. Halften av kalvarna
(11/22) var positiva for tet-R E. coli vid bada provtagningstillfallena. Med nagra undantag var
andelen tet-R E. coli lag hos bade kor och kalvar. Det fanns en tendens till att kor runt
kalvning urskiljer mer resistenta bakterier &n kor mitt i laktationen, men en eventuell skillnad
kunde inte statistiskt sékerhetsstallas utifran materialet i denna studie. Det var inte nagra
skillnader mellan kalvar vars mddrar var negativa for tet-R E. coli jamfort med de vars
mddrar var positiva. Forekomsten av tet-R E. coli hos kalvar i denna studie kan inte forklaras
med en hog urskiljning av resistenta bakterier fran kon vid tiden for kalvning, dven om det
finns vissa indikationer pa att en 6kad urskiljning faktiskt sker.



SUMMARY

Antibiotic resistance is an increasing problem which may result in untreatable infections,
increased mortality and high costs for the society. Antibiotic resistance in Sweden is
monitored by the Swedish Institute for Communicable Disease Control and the National
Veterinary Institute. Today we have a low prevalence of antibiotic resistance in Sweden, but
during the last decade an increase in some dreaded groups of resistant bacteria have occured.
Several studies from different countries show that the prevalence of resistant bacteria is
higher in young individuals and then declines with age. Among cattle, the prevalence of
antibiotic resistance in calves seems to peak during the milk feeding period.

The aim of this study was to increase the understanding of how the gut flora of the young calf
is colonized by resistant bacteria and to test the hypothesis that cows shed more resistant
bacteria around parturition. The six participating farms were located in Uppland and had
organic (KRAV) production. Faecal samples were obtained from 22 dairy cows and their
offspring at the time around calving. Faecal samples were obtained from cows 1-16 days
before, from cows and calves one day after, and 7-10 days after calving. Samples from 22
cows in midlactation (control group) were also obtained. In each sample, the proportion of
tetracycline resistant Escherichia coli (tet-R E. coli) and the total number of E. coli was
determined.

None of the samples from the control group contained tet-R E. coli. Seven of the cows carried
tet-R E. coli at least in one sampling around calving. Highest proportion of tet-R E. coli-
positive cows was seen 7-10 days post-partum, when four of the cows shed tet-R E. coli.
Twenty-one out of 22 calves carried tet-R E. coli at least at one sampling. Fifty percent of
calves (11/22) carried tet-R E. coli at both samplings. In most cases the proportion of tet-R E.
coli was low in both cows and calves. There was a tendency towards increased shedding for
cows around parturition compared to cows in midlactation, but the difference was not
statistically significant in this study. There was no difference in shedding of resistant bacteria
from calves with tet-R E. coli-positive mothers compared to calves with tet-R E. coli-negative
mothers. The occurrence of resistant bacteria in the calves in this study can not be explained
by increased shedding of resistant bacteria from the cow around calving. However, the results
indicate that the cow actually does shed more resistant bacteria at the time for calving.
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INLEDNING

Antibiotikaresistens ar ett standigt aktuellt &mne, bade globalt och nationellt, da forekomsten
och spridningen av resistenta bakterier ses som ett stort hot mot folkhdlsan
(Varldshalsoorganisationen, WHO 2013). | Sverige har forekomsten av vissa resistenta
bakterier 6kat under de senaste aren, trots ansvarsfull anvandning av antibiotika (SWEDRES-
SVARM 2012). Vi vet idag mycket om hur och varfor antibiotikaresistens uppkommer och
sprids, och det finns manga studier i amnet. Flera av dessa studier har visat att
resistensforekomsten &r hogre hos unga individer inom olika arter — bade hos djur och
manniskor. En hog resistensforekomst har ofta tillskrivits en frikostig antibiotikaanvandning,
men det finns flera studier som tyder pa att andra faktorer ocksa har betydelse och detta
sarskilt nar det géller resistensforekomsten hos de unga individerna (Khachatryan et al., 2004;
Walk et al., 2007). Resistensegenskaper verkar vara kopplade till egenskaper som goér att
dessa bakterier har dverlevnadsfordelar gentemot bakterier som ar kansliga for antibiotika i
den unga tarmfloran. Nar det géller dessa egenskaper samt hur och var den unga individens
tarmflora koloniseras av de resistenta bakterierna &r mycket fortfarande oklart. I en studie av
Watson et al. (2012) urskiljde kor efter kalvning mer resistenta bakterier an kor innan
kalvning, och kalvningsmiljon sags som en kalla till spridning av resistenta bakterier till bade
kor och kalvar.

Mot denna bakgrund var syftet med denna pilotstudie att testa hypotesen att kor urskiljer en
hogre andel resistenta bakterier vid tiden for kalvning, och pa sa satt ar en anledning till att
tarmfloran hos den unga kalven tidigt i livet koloniseras av resistenta bakterier.

LITTERATUROVERSIKT
Antibiotikaresistens
Det globala hotet

Redan i sitt Nobeltal sénde Alexander Fleming — penicillinets upptackare — ut ett varningens
ord angaende utvecklingen av antimikrobiell resistens: It is not difficult to make microbes
resistant to penicillin in the laboratory by exposing them to concentrations not sufficient to
kill them, and the same thing has occasionally happened in the body” (Fleming, 1945 s. 93).

Och mycket riktigt — bakterier som tidigare varit kansliga for penicillinets verkan sags
utveckla resistens. Samma monster upprepades for andra antibiotikaklasser som
introducerades pa marknaden. Den entusiasm med vilken nya antibiotikaklasser upptacktes
och utvecklades avtog i takt med den snabba resistensutvecklingen som i de flesta fall
rapporterades redan inom ett par ar frdn det att en ny substans borjat anvandas. Aven
begreppet multiresistens blev ként — vissa bakterier har utvecklat resistens mot i princip alla
ldkemedel som kan anvéndas for att bekdmpa dem (Alekshun & Levy, 2007).

Idag ar antibiotikaresistens enligt WHO ett stort och varldsomspannande hot mot den globala
folkhélsan (WHO, 2013). Infektioner som tidigare enkelt kunnat behandlas riskerar att bli sa
gott som omdjliga att behandla vilket kan leda till férlangda sjukdomsférlopp och i vérsta fall



till dodsfall. Enligt EU:s smittskyddsmyndighet (ECDC) orsakar antibiotikaresistens 25 000
dodsfall inom EU varje ar, och kostar ungefar 1,5 miljarder euro/ar i form av
sjukvardskostnader och  produktionsbortfall (ECDC, 2009). | langden leder
resistensproblematiken ocksa till stora samhéllsekonomiska forluster, till exempel i form av
minskat resande, minskad internationell handel och minskade internationella transporter
(WHO, 2013). Antibiotikaresistens ar ocksa ett problem hos vara produktions- och
sallskapsdjur bland annat i form av forsamrade behandlingsresultat, men &ven da
antibiotikaresistens kan spridas till andra djur och aven fran djur till manniskor. | Sverige
finns idag lagstiftning som innebér att vissa antibiotika som anses vara sarskilt viktiga inom
humansjukvarden endast far anvandas for behandling av djur efter séarskild provning (SJV,
SIVFS 2012:32).

Uppkomst och spridning av resistens

Bakterier har en fenomenal formaga att anpassa sig till sin omgivning, och ett exempel pa
detta ar just formagan att utveckla motstandskraft mot antibiotika. Resistens kan vara
forvarvad eller medfodd, ett exempel pa medfodd resistens & hur den gramnegativa
bakteriens cellvagg inte paverkas av bensylpenicillin (Alekshun & Levy, 2007).

Forvarvad resistens kan uppsta pa flera olika sétt. Spontana kromosomala mutationer hos
enskilda bakterier kan leda till en dverlevnadsfordel i en omgivning dér antibakteriella
substanser finns narvarande och den enskilda muterade bakteriestammen far da chansen att
uppforokas och darmed vertikalt sprida sina resistensgener — sa kallad klonal spridning
(Giedraitiené et al., 2011).

Men resistens kan ocksa spridas horisontellt, genom éverforing av extrakromosomala element
mellan bakterier. Detta kan ske pa olika satt: Konjugation innebar att tva intillliggande
bakterier overfor genetisk information till varandra (bade gallande resistens och andra
egenskaper) via plasmider. Plasmider ar DNA-segment som inte tillhér kromosomen och
finns fritt i bakteriens cytoplasma. Denna 6verféring ar vanligt forekommande, &ven mellan
olika bakteriearter och forekommer frekvent till exempel mellan Escherichia coli (E. coli) och
olika Salmonella-arter. Transformation &r nar fritt forekommande genetiskt material plockas
upp och utnyttjas av en bakterie. Det fria DNA:t kan komma fran doende bakterier eller
plasmider. Bakteriofager ar virus som angriper bakterier och dessa kan ocksa medverka i
Overforing av genetiskt material och darmed resistensegenskaper. Denna typ av 6éverforing
kallas transduktion (Alekshun & Levy, 2007).

Olika typer av resistensmekanismer

Resistens hos en bakterie ar en foljd av att den har en eller flera resistensmekanismer som gor
att den blir okanslig for antibiotika som normalt sett dodar eller hdmmar den. Vissa
resistensmekanismer ar specifika for en viss typ av antibiotika och gor da bakterien resistent
mot just den antibiotikan eller antibiotikaklassen. Detta kan ske genom forandringar eller
skyddande av strukturer som ett antibiotikum verkar mot, eller genom forandringar av
cellvédggspermeabiliteten. En vanlig resistensmekanism ar enzymatisk aktivitet, antingen
genom produktion av enzym som bryter ner viktiga komponenter av ett antibiotikum
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(exempelvis penicillinas som bryter ner beta-laktamringen i benzylpenicillin), eller som
forandrar ett antibiotikums uppbyggnad och far det att forlora sin funktion (Alekshun & Levy,
2007).

Det finns &ven mekanismer som verkar mer ospecifikt — till exempel effluxpumpar som
effektivt pumpar ut antimikrobiella substanser ur bakteriecellen, och som kan verka mot flera
olika antibiotikaklasser. Kombinationer av olika resistensegenskaper kan ocksa férekomma
(Alekshun & Levy, 2007). Bakterier som bar flera olika resistensmekanismer eller pa
mekanismer som gor dem resistenta mot flera olika antibiotikaklasser kallas multiresistenta.
Ofta definieras multiresistens som resistens mot tre eller flera antibiotikaklasser (SVA, 2013).

Tetracyklinresistens

Tetracykliner verkar genom att stéra bakteriens ribosomfunktion och hammar darmed
proteintillverkningen (Alekshun & Levy, 2007). Tetracyklin &r ett brett verkande
antibiotikum, med effekt mot manga gramnegativa, grampositiva, anaeroba, aeroba och
intracellulara bakterier, samt dven mot en del parasiter. Pa grund av sin effektivitet och laga
kostnad har tetracyklin globalt anvants i mycket stor utstrackning, sedan utvecklingen av
substansen under slutet av 1940-talet, bade for behandling inom human- och veterinarmedicin
samt i tillvaxtframjande syfte hos vara produktionsdjur (van den Bogaard & Stobberingh,
2000; Roberts, 1996).

Effluxpumpar &r en vanligt férekommande resistensmekanism, och den mest studerade
mekanismen for tetracyklinresistens. Effluxpumpar transporterar aktivt ut antbiotika och gor
att koncentrationen inuti bakterien blir alltfor 1ag for att ha nagon effekt (Al-Bahry et al.,
2013; Roberts, 1996). Man har hittat mer &n 20 olika efflux-proteiner, uppdelade i sex olika
grupper som verkar mot tetracyklin. Hos vissa av dessa kontrolleras uttrycket av
effluxpumpen av en repressor som inhibiberar transkriptionen av dem i franvaro av
tetracyklin. Andra typer har andra funktioner for att inte effluxpumpen ska vara aktiv hela
tiden, vilket vore sloseri med bakteriens energi, utan enbart vid nérvaro av tetracyklin. Vissa
effluxpumpar ar specifika for just tetracyklin, medan andra kan transportera ut flera olika
sorters antibiotika. Tetracyklinresistens kan ocksa medieras av proteiner som skyddar
ribosomen fran tetracyklinets verkan eller genom att bakterien med enzymatisk aktivitet
inaktiverar lakemedlet (Alekshun & Levy, 2007).

Resistens mot tetracykliner sprids i stor utstrackning med hjalp av plasmider och andra
overforbara element och kan darmed ocksa spridas mellan olika bakteriearter. Gener som
kodar for effluxpumpar hos gramnegativa bakterier ar ofta belagna pa stora, Gverforbara
plasmider som ofta bar gener som kodar for resistens &ven mot andra antibiotikaklasser. Detta
bidrar till spridning av resistens genom sa kallad co-selektion (Alekshun & Levy, 2007;
Roberts, 1996).

Indikatorbakterier som matt pa antibiotikaresistens

Med indikatorbakterier menas bakterier i normalfloran hos friska individer som undersoks
med avseende pa resistens for att ge en uppfattning om férekomsten av forvarvad resistens
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hos bakteriefloran i en population. Escherichia coli &r en fakultativt anaerob, gramnegativ
bakterie som ofta anvénds som indikatorbakterie. Det &r en bakterie som &r vanlig i
tarmfloran hos bade manniskor och vara husdjur, och hos vilken forvarvad
antibiotikaresistens ar relativt vanlig (SWEDRES-SVARM 2012; Karami et al., 2006;
Osterblad et al., 2000).

Antibiotikaanvandning selekterar for resistens daven hos bakterier i normalfloran och
undersokning av indikatorbakterier ar darfor ett satt att indirekt mata selektionstrycket fran
antibiotikaanvandningen i en djurpopulation. En stor fordel med att undersoka
indikatorbakterier &r att metodiken enkelt kan harmoniseras och darigenom kan resultat fran
olika studier jamféras. Undersokningar av indikatorbakterier ingar darfor i manga
resistensgvervakningsprogram (SWEDRES-SVARM 2012; Bjorn Bengtsson, personlig
kommunikation).

Indikatorbakterier ger oftast inte upphov till klinisk sjukdom men de kan utgéra en reservoar
for resistensgener som kan spridas till andra, och daribland patogena, bakterier. Vissa
patogena stammar av E. coli kan dock orsaka allvarliga enteriter hos bade djur och méanniska,
och i vissa fall kan kommensala tarmbakterier orsaka infektioner utanfor tarmen, till exempel
mastiter hos kor och urinvégsinfektioner eller septikemier hos manniska (Karami et al., 2006;
van den Bogaard & Stobberingh, 2000).

Antibiotikaresistens i Sverige

Resistenslaget i Sverige dvervakas inom bade human- och veterinarmedicin och fran ar 2012
har resultaten av denna 6vervakning integrerats i rapporten SWEDRES-SVARM som ér ett
samarbete mellan Statens Veterind&rmedicinska Anstalt (SVA) och Smittskyddsinstitutet
(SMI). Ur ett internationellt perspektiv har vi i Sverige idag ett gott lage nér det galler
antibiotikaresistens (SWEDRES-SVARM  2012). Detta bekraftas ocksda i en
dvervakningsrapport géllande ar 2011 med 29 deltagande europeiska lander, dar Sverige hade
lag forekomst av resistens hos invasiva isolat av E. coli hos manniskor (ECDC, 2012). | en
jamforelse av resistensforekomst hos patogena bakterier fran nétkreatur i Europa uppvisade
svenska isolat hog kénslighet mot testade antibiotika (Hendriksen et al., 2008).

Ar 1986 forbjods tillvaxtframjande fodertillsatser for produktionsdjur innehéllande antibiotika
i Sverige. Anvandning av sadana tillsatser var dock lag redan da, dels for att effekten av dem
ifrdgasatts, men aven da fragan om resistensutveckling redan var aktuell (Bengtsson &
Wierup, 2006). Detta forbud kom tidigare &n i manga andra europeiska lander, och har i
kombination med en langvarig ansvarsfull antibiotikaanvandning troligtvis bidragit till den, i
jamforelse, 1aga resistensforekomsten i landet idag. Ar 2006 férbjods liknande preparat inom
hela EU, medan det i USA fortfarande ar vanligt med fodertillskott innehallande antibiotika,
aven om viss reglering nu férekommer (Thames et al., 2012; Kaneene et al., 2008; Bengtsson
& Wierup, 2006; Berge et al., 2006).

Aven om laget i Sverige ar fordelaktigt i ett internationellt perspektiv har en 6kad forekomst
av resistens hos flera olika bakteriearter fran djur dokumenterats i det 6vervakningsprogram,



SVARM (Swedish Veterinary Antimicrobial Resistance Monitoring), som sedan ar 2000
drivs vid SVA. Exempelvis har andelen resistenta kliniska isolat av E. coli fran notkreatur
Okat under 2000-talet, for flera olika antibiotikaklasser, exempelvis tetracyklin och
streptomycin  (SWEDRES-SVARM 2012). Aven inom humansidan ses en ¢kad
resistensproblematik, med flera rapporterade fall av bakterier som producerar extended
spectrum beta-lactamases, ESBL, meticillinresistenta Staphylococcus aureus, MRSA, och
vancomycinresistenta enterokocker, VRE, under 2012 jamfort med 2011 (SWEDRES-
SVARM 2012).

| en svensk studie insamlades under 2004 och 2005 avforingsprover fran kalvar med (fall)
eller utan (kontroller) diarré (de Verdier et al., 2012). Proverna samlades in fran hela landet
och forekomsten av virulensfaktorer och resistens hos
E. coli undersoktes. Studien innefattade 95 kalvar som var mellan en dag och fyra veckor
gamla. Hos isolat av E. coli sag man hogst forekomst av resistens mot streptomycin (44,2 %),
tetracyklin (31,6 %), sulfonamid (31,6 %) och ampicillin (27,4 %). Ingen resistens mot
ceftiofur (senare generationens cefalosporin) kunde pavisas i studien. Totalt uppvisade 61 %
av isolaten resistens mot en eller flera substanser och 28 % var multiresistenta (uppvisade
resistens mot tre eller flera antibiotika). Den vanligaste kombinationen av resistens var
streptomycin-sulfonamid-tetracyklin, ofta tillsammans med andra resistenser. Detta
resistensmonster, liksom en hog prevalens resistens, aterfinns dven i andra studier av kalvar,
fran andra lander samt i tidigare SVARM-rapporter (SWEDRES-SVARM 2012; Berge et al.,
2010; Khachatryan et al., 2004).

Tetracyklinresistens

| Sverige var forsaljningen av tetracykliner for veterindrmedicinskt bruk hdg under 1980-talet
men har sedan dess stadigt minskat (Figur 1), och ar 2012 saldes 881 kg (aktiv substans)
tetracyklin (SVARM 2000-2010; SWEDRES-SVARM 2012). Det éar framfor allt
gruppbehandling med tetracyklin som minskat. Under de forsta fyra aren pa 2000-talet sags
en minskning av tetracyklinresistens hos kliniska E. coli-isolat fran gris, vilket har kopplats
till den minskade anvandningen av lakemedlet (SVARM 2003; SVARM 2004). Trots detta ar
tetracyklinresistens fortsatt en av de vanligast forekommande resistenstyperna bland vara
husdjur, inte minst hos nétkreatur och gris. Redan i den forsta SVARM-rapporten gallande ar
2000 sags E. coli-fenotyper med resistens mot streptomycin, sulfonamid och tetracyklin och
denna resistenskombination ar vanligt forekommande hos kliniska isolat av E. coli som
undersoks pa SVA. | SVARM 2009 kan man se att dessa resistenser ar associerade till
varandra hos E. coli-isolat fran nétkreatur som samlats in under 2000, 2006 och 2009.
Exempelvis ar 62 % av tetracyklinresistenta isolat dven resistenta mot sulfonamid och 77 %
av tetracyklinresistenta isolat dven resistenta mot streptomycin. Inom humansjukvarden &r
tetracykliner den grupp antibiotika som ndast betalaktamer anvands i storst utstrackning
(rdknat i mangd aktiv substans). Ar 2012 anvandes mer &n fyra ganger s mycket tetracyklin
inom humanmedicinen jamfort med den veterindrmedicinska anvandningen (SWEDRES-
SVARM 2012).
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Figur 1. Tetracyklinférsaljningen for veterindrmedicinskt bruk har minskat under de senaste
decennierna. Y-axeln visar kg aktiv substans.
Kalla: SVARM 2000-2011, SWEDRES-SVARM, 2012.

Indikatorbakterier

Under 2012 undersoktes i évervakningsprogrammet SVARM indikatorbakterier (E. coli) i
tarmfloran fran slaktkyckling, varphons och hundar i Sverige. | alla dessa grupper var
resistens hos slumpmassigt utvalda isolat relativt ovanlig. Vanligast var resistens mot
tetracyklin, sulfonamider eller ampicillin (SWEDRES-SVARM 2012). Aven tidigare ar har
resistensforekomsten hos indikatorbakterier hos djur varit lag. Bland annat sdg man i SVARM
2006 att 97 % av E. coli-isolat fran mjolkkor var kénsliga for alla testade antibiotika, och hos
E. coli fran ca sex manader gamla kalvar undersokta ar 2009 var 95 % av de undersokta
isolaten (212/223 isolat) kéansliga for alla testade antibiotika (SVARM 2009; SVARM 2006).

Resistens hos ungaindivider

Studier fran flera olika lander, utforda pa flera olika djurslag och i flera olika populationer
uppvisar liknande resultat: Unga individer bar pa en hogre andel resistenta bakterier i sin
tarmflora an aldre individer i samma population (Berge et al., 2010; Dolejska et al., 2008;
Hoyle et al., 2004; Khachatryan et al., 2004; Moro et al., 1998 Langlois et al., 1988).
Gemensamt for studier utférda pd notkreatur ar att det & under den period som kalvarna
utfodras med mjolk eller mjolkersattning som andelen resistenta bakterier ar hégst och man
ser samma monster for manga olika antibiotikaklasser (de Verdier et al., 2012; Watson et al.,
2012; Berge et al., 2010; Khachatryan et al., 2004; Moro et al., 1998).

Det &r latt att forestdlla sig att det ar ett hogt selektionstryck som leder till denna héga
resistensforekomst, men férekomsten hos de unga individerna kan inte forklaras enbart med
anvandning av antibiotika. Hoyle et al. (2004) undersokte antibiotikaresistens hos
indikatorbakterier i tarmfloran hos 48 kalvar i en skotsk kottdjursbesattning och sag en med
alder linjar minskning av ampicillinresistens fran hoga nivaer vid fodseln. Aven resistens mot
nalixidinsyra var vanligare hos unga kalvar och minskade néar kalven blev aldre.
Antibiotikabehandlingar registrerades, men i de fall kalvar fick behandling hade de haft
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resistenta bakterier redan innan paborjad antibiotikakur. Edrington et. al (2012) undersokte
betydelsen av flera faktorer i relation till forekomsten av multiresistens hos E. coli i unga
kalvars tarmflora och fann att aldern var den faktor om hade storst betydelse: De resistenta
bakterierna minskade med alder, vid en veckas alder hittades bakterier med multiresistens hos
ca 98 % av kalvarna, vid sex manaders alder var denna siffra 60 %. Hogst antal resistenta
bakterier sags vid 2-4 veckors alder.

Flera studier adresserar den komplexa problematiken bakom den hdga forekomsten av
resistenta bakterier hos unga individer. | denna litteraturdversikt presenteras fyra av de
hypoteser till den hoga forekomsten som framforts:
e Har antibiotikaanvéndning betydelse for resistens hos unga kalvar?
e Selekterar utfodring med karenstidsmjolk for resistenta bakterier hos unga kalvar?
e Co-selekteras resistensgener med gener for andra egenskaper som gor att resistenta
bakterier kan konkurrera ut andra bakterier tidigt i kalvens liv?
e Urskiljer kon en forhojd andel resistenta bakterier vid tiden for kalvning och utgor hon
pa sa satt en kalla till resistensforekomst hos den unga kalven?

Har antibiotikaanvandning betydelse for resistens hos unga kalvar?

I en amerikansk studie fran 2005 jamfordes antibiotikaresistens hos E. coli-isolat fran 30
ekologiska och 30 konventionella mj6lkbesattningar (Sato et al., 2005). De ekologiska
gardarna i studien hade haft ekologiskt produktionssatt i minst tre ar, och under den tiden
hade inga kor behandlats med antibiotika. | fyra av de ekologiska beséttningarna angavs att
kalvar med allvarliga symtom pa diarré eller lunginflammation blev behandlade med
antibiotika. Antibiotikabehandlingar i de konventionella beséttningarna var betydligt
vanligare. Man sag att bade produktionsform (ekologisk vs konventionell) och alder var
signifikant associerade med antibiotikaresistens. Nar det géller tetracyklinresistens var ca 55
% av isolaten fran kalvar i konventionella besattningar resistenta. Prover fran kor i samma
besattningar visade pa resistens hos ca 9 % av isolaten. | de ekologiska besattningarna var
andelen resistenta bakterier lagre, men dven har sags samma monster avseende alder med ca
36 % tetracyklinresistenta isolat fran kalvar och ca 6 % resistenta isolat fran kor.

Berge et al. (2005) undersokte ocksa vilka faktorer som paverkar resistensen i tarmflora hos
unga kalvar och sag bland annat att kalvar som behandlats med antibiotika inom fem dagar
innan provtagning i storre utstrackning bar pa multiresistenta E. coli dn kalvar som inte
behandlats med antibiotika (odds ratio (OR)=2.0). Tjurkalvar som foddes upp under intensiva
forhallanden, transporterades till nya faciliteter och i stor utstrackning utfodrades med
mjolk/mjolkersattning med antibiotikatillsats i1 profylaktiskt syfte hade mer resistenta
bakterier &n kvigkalvar som fdoddes upp for mjoélkproduktion. Enligt forfattarna kan detta
delvis forklaras med ett hogre selektionstryck i den intensiva produktionen. Starkast
associerat med antibiotikaresistens var dock kalvens alder, och &ven kalvar fran
mjolkbesattningar som inte hade behandlats med antibiotika uppvisade resistens mot flera
olika antibiotika vid tva veckors alder. Man sag aven resistens mot antibiotika som inte
anvants pa en valdigt Iang tid pa den aktuella garden.



I USA é&r det relativt vanligt med profylaktisk fodertillsats av antibiotika till unga kalvar och
flera studier har visat att kalvar som far sadana fodertillsatser i storre utstrackning bar pa
resistenta och multiresistenta bakterier an kalvar som inte far det (Berge et al., 2006; Kaneene
et al., 2008; Pereira et al., 2011). Men det finns dven studier som tyder pa att
antibiotikaanvéandning inte behdver medfdra en hogre resistensforekomst. Khachatryan et al.
(2004) utforde ett forsok dar antibiotikaresistens jamfordes i tva kalvgrupper dar den ena
gruppen utfodrades med tillskottsfoder innehallande oxytetracyklin och den andra gruppen
gavs en diet utan tillsatt antibiotika. En hdgre andel bakterier med resistensmonstret
streptomycin-sulfa-tetracyklin fanns i gruppen som inte fick oxytetracyklin, vilket indikerar
att andra faktorer &n antibiotikaanvandning paverkar resistensforekomsten. For andra
undersokta antibiotikaklasser var dock situationen den omvanda och den totala forekomsten
av resistens var hogst i gruppen som fick antibiotika. | samma studie visades att resistensen
var som hogst hos icke avvanda kalvar (<3 manader), och sedan avklingade med alder.

Thames et al. (2012) anvénde sig av PCR for att analysera resistensgener i tarmflora hos 28
kalvar som sedan fodseln delats upp i tre olika grupper. Kontrollgruppen utsattes inte for
nagon antibiotika, medan en grupp fick subterapeutiska tillsatser av antibiotika (tetracyklin
och neomycin) i sin mjolkerséttning och en grupp blev behandlad per os med terapeutiska
doser av samma antibiotika vid 36 dagars alder. | de olika grupperna fanns ingen skillnad i
forekomst av de resistensgener mot tetracyklin och sulfonamider som testades. Nar det géllde
en resistensgen mot erytromycin sag man en lagre forekomst hos de kalvar som fick
subterapeutiska doser av antibiotika. Alla kalvar som ingick i studien urskiljde bakterier med
minst en av de fem testade generna for tetracyklinresistens vid provtagning nar de var tolv
veckor gamla och de flesta av kalvarna urskiljde bakterier med flera olika resistensgener mot
tetracyklin. 1 en studie av de Verdier et al. (2012) sags ingen skillnad i prevalens av
antibiotikaresistens hos tarmbakterier fran kalvar i besattningar som rutinmassigt anvande
antibiotika for att behandla diarré hos kalvar jamfoért med de som inte gjorde det.

Betydelsen av antibiotikaanvandning har &ven studerats hos andra djurslag. Langlois et al.
publicerade 1988 en studie utford i en grisbesattning dér ingen antibiotika anvénts under de
senaste 126 manaderna. Man sag att forekomsten av tetracyklinresistens var fortsatt hdg, trots
det minskade selektionstrycket. Allra hogst resistens sags hos de yngsta grisarna (<2
manader) och det konkluderades att resistens var signifikant vanligare hos grisar yngre &n 6
manader an hos aldre djur.

Antibiotikaanvandning har alltsd visats paverka resistensférekomst i stor utstrackning, men
det finns dven exempel pa att andra faktorer har stor betydelse for att resistenta bakterier ska
kunna kolonisera den unga kalvens tarmflora. | vissa studier har man till och med sett en lagre
resistensforekomst hos grupper som utsatts for antibiotika jamfort med andra grupper
(Khachatryan et al., 2004).

Selekterar utfodring med karenstidsmjolk for resistenta bakterier hos unga kalvar?

Karenstid for mjolk ar den av Livsmedelsverket faststéllda tid efter avslutad behandling med
ett lakemedel som maste ga innan mjolken ater far saljas. Detta for att sékerstélla att inga



lakemedelsrester finns i den mjélk som nar konsumenter. | utlandska studier anvands ofta
begreppet "waste milk” (WM) vilket innefattar all mjolk som av olika anledningar inte far
séljas till mejeriet. Begreppen karenstidsmjolk och WM bor dérfor inte anvandas synonymt
eftersom WM &dven kan innebara ramjolk, mjolk fran sjuka och/eller behandlade djur, mjolk
med alltfor hoga celltal samt dverskottsmjolk, nar mjolkmangden éverskrider den kvot som
far saljas (Aust et al., 2012). | manga fall anvands sadan mjolk for utfodring till kalvar, da den
annars enbart blir en forlust for lantbrukaren. Antibiotikarester i karenstidsmjolk eller WM
har foreslagits vara en orsak till den hoga resistensforekomsten hos unga kalvar jamfort med
hos &ldre notkreatur (Randall et al., 2013, Berge et al. 2005, Langford et al., 2003).

Aust et al. (2012) jamforde effekten pa kalvhadlsa och antibiotikaresistens nar kalvar
utfodrades med obehandlad WM, pastoriserad WM, tankmjolk eller pastoriserad tankmjolk.
Utfodring med WM, bade pastoriserad och opastoriserad, 6kade forekomsten av resistenta E.
coli hos deltagande kalvar. Detta géllde dock inte alla antibiotikaklasser, resistens mot
tetracykliner paverkades till exempel inte i ndgon storre utstrackning. Ingen skillnad i tillvaxt
eller kalvhalsa sags i de olika grupperna. | en annan studie dar man jamforde multiresistenta
E. coli hos kalvar som fick pastoriserad WM och kalvar som fick opastoriserad WM sag man
en minskande prevalens av multiresistenta bakterier med kalvens alder. Denna minskning
infoll nagot tidigare hos de kalvar som utfodrades med opastdriserad mjolk. Det diskuterades
att detta kan bero pa att pastoriseringen reducerar antalet bakterier som kan konkurrera med
de resistenta bakterierna (Edrington et al. 2012). | samma studie kunde man inte hitta nagra
matbara mangder antibiotika i mjolken fran behandlade kor. Berge et al. (2005) undersokte
den mjolk (inklusive mjolk fran behandlade kor) som kalvarna utfodrades med och fann inga
spar av antibiotika i denna. Randall et al. (2013) fann antibiotikarester i 66 av 103 WM-
prover fran engelska mjolkbesattningar. De rester som hittades korrelerade med de antibiotika
som anvandes i respektive besattning. Langford et al. (2003) uppmétte antibiotikarester i
mjolk fran behandlade kor, hogst halt sags under behandlingstiden och lagre halter under
karenstiden.

Det finns en del studier som undersoker effekten av utfodring med WM pa kalvhalsa och
resistensforekomst, och resistensférekomsten paverkas rimligtvis i storsta utstrackning av
evetuella antibiotikarester i mjolken. 1 en kinesisk studie sag Xu et al. (2013) att gardar som
utfodrade kalvar med mjolk innehallande antibiotikarester fran behandlade kor I6pte 4,7
ganger sa stor risk att vara positiva for ESBL-producerande E. coli jamfort med gardar som
inte utfodrade kalvar med sadan mjolk. I en experimentiell studie av Langford et al. (2003)
sag man ett tydligt dos-responssamband dar hog penicillinhalt i mjolk gav en mindre
hamningszon pa substrat med penicillinplatta vid odling av tarmbakterier fran kalvar som
utfodrades med mjélk med hég penicillinhalt jamfért med kalvar som fick mjélk med lagre
penicillinhalt. Odlingen var i denna studie icke selektiv och det &r oklart vilka bakteriearter
som odlades och vilken typ av resistens som sags (medfodd eller forvarvad).

For narvarande pagar ett projekt vid SVA dar man undersoker om utfodring med
karenstidsmjolk paverkar antibiotikaresistens, med malet att utforma rekommendationer for
sadan utfodring (SWEDRES-SVARM 2012). Utfodring av kalvar med karenstidsmjolk &r
idag relativt vanligt forekommande i Sverige da 79 % av svenska mjolkproducenter anger i en
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enkatundersokning att de alltid eller ibland utfodrar kalvar med mjolk fran
antibiotikabehandlade kor (Duse et al., 2013).

| dagsldget saknas entydiga bevis for att utfodring med karenstidsmjolk skulle selektera for en
okad resistensférekomst hos unga kalvar. Kant ar dock att dven antibiotikahalter langt under
MIC (lagsta hammande koncentration), kan selektera fram resistenta bakterier (Gullberg et
al., 2011).

Co-selekteras resistensgener med gener for andra egenskaper som gor att resistenta
bakterier kan konkurrera ut andra bakterier tidigt i kalvens liv?

Vid ett in vivo-forsok dar man inokulerade E. coli med resistensfenotypen streptomycin-
sulfonamid-tetracyklin hos nétkreatur i olika aldrar sag man att dessa bakterier konkurrerade
ut kénsliga stammar hos unga, icke avvanda kalvar trots franvaro av ett selektionstryck genom
antibiotikabehandlingar. Hos &ldre djur verkade de resistenta stammarna daremot inte ha
nagra fordelar gentemot kansliga stammar (Khachatryan et al., 2004). | en studie fran 2006
fann Khachatryan et al. att en grupp kalvar som inte utfodrades med tillsatsfoder hade lagre
andel resistenta indikatorbakterier an kalvgrupper som fick tillsatsfoder. Daremot sags ingen
skillnad i resistensférekomst mellan grupper som utfodrades med tillsatsfoder innehallande
antibiotika (oxytetracyklin) eller tillsatsfoder som endast inneholl vitaminer. Aven Walk et al.
(2007) fann att tetracyklinresistens verkar forekomma utan forekomst av kant selektionstryck
och kan vara sammankopplad med egenskaper som gor att bakterien har konkurrensférdelar i
den unga kalvens tarmflora. Berge et al. (2005) namner att det finns indikationer pa att de
resistenta bakterierna bar pa egenskaper sa som adhesionsfaktorer, sideroforer och andra
koloniseringsegenskaper som gor att de har en hogre fitness an de ké&nsliga bakterierna (vidare
referenser i Berge et al., 2005).

Hos spadbarn har man sett att resistenta bakterier uppforokas och utsondras i storre
utstrackning an det intag av resistenta bakterier man kunnat pavisa hos barnen (Zhang et al.,
2011). Karami et al. (2006) undersokte resistens hos E. coli i tarmfloran hos 128 svenska
spadbarn, dar man foljde barnen upp till ett ars alder med upprepade provtagningar. Trots att
inget av barnen hade behandlats med tetracyklin var prevalensen av tetrayklinresistens 12 %
hos de undersokta stammarna. Flera av dessa stammar var dven resistenta mot andra
antibiotika. Aven utan ett direkt selektionstryck verkade de resistenta bakterierna kunna
persistera i barnens tarmflora under en langre tid (>3 veckor) utan att bli utkonkurrerade av
andra E. coli. Man undersokte dven virulensfaktorer hos de olika stammarna och sag att de
resistenta bakterierna i storre utstrackning bar pa gener for P-fimbriae och aerobactin, vilket
medfor forbattrad koloniseringsformaga och okat jarnupptag for bakterien (Karami et al.,
2006).

Flera oberoende studier av djur och manniskor har visat att resistenta bakterier kan

utkonkurrera kansliga stammar och sedan persistera i tarmfloran utan nagot specifikt
selektionstryck fran antibiotikaanvandning. Detta tyder pa att de resistenta bakterierna har

10



nagon form av Overlevnadsfordel som ar kopplat till resistensen men som inte paverkas av
selektionstryck fran antibiotika.

Urskiljer kon en férhdjd andel resistenta bakterier vid tiden fér kalvning och utgdér hon
pa sa satt en kalla till resistensforekomst hos den unga kalven?

For att kunna koloniseras av de resistenta bakterierna maste kalven traffa pa dem i sin
narmiljo — och det relativt tidigt efter fodseln. Watson et al. (2012) undersckte under tva ar
forekomsten av ESBL-producerande E. coli i en stor mjolkproducerande besattning i
Storbritannien dar sadana bakterier tidigare pavisats. Avforingsprover togs fran olika
djurgrupper och liksom i tidigare studier fann man att resistens var vanligast hos unga kalvar.
Vid 53 dagars alder var prevalensen av resistens 90 %, denna sjonk sedan till 10 % vid 117
dagars alder. Man fann ocksa en hogre andel ESBL-producerande E. coli hos mjélkande kor
jamfért med sinkor och kvigor. Omgivningsprover togs, vilket visade att kalvnings- och
sjukmiljo inneholl mer resistenta bakterier &n 6vriga miljéer som provtogs. | studien féljdes
kor runt tiden for kalvning, med provtagning fore, strax efter och ytterligare en tid efter
kalvning. Prover tagna efter kalvning innehdll resistenta bakterier tio ganger oftare an prover
tagna innan kalvning. Nar man jamforde de resistenta stammarna fran kor och deras kalvar
var dessa av samma klonala ursprung i sju fall, vilket tyder pa att bakterierna kan ha overforts
mellan ko och kalv. I resterande 24 fall horde dock de resistenta stammarna fran ko och kalv
till olika kloner. Laboratoriestudier visade att plasmiden som bar pa ESBL-genen spreds
genom konjugation och pa sa vis kan ha dverforts mellan de olika bakterier som trivs battre
hos kor respektive kalvar (Watson et al., 2012).

| véstra Kanada undersoktes forekomst av antibiotikaresistens hos ko-/kalvpar under 2002-
2003 (Gow et al., 2008). Forfattarna sag inget samband i resistensmonster hos kon och hennes
egen kalv, utan bedomde att kalvarnas resistensmonster snarare berodde pa det generella
resistenslaget i just den besattningen.

Betydelsen av modern som kalla for resistenta bakterier hos avkomman har undersokts ocksa
hos grisar. Callens et al. (2012) provtog suggor och nyfodda kultingar fran tre besattningar.
Resistens mot alla testade antibiotika fanns hos bakterier fran nyfodda kultingar, oberoende
av direkt selektionstryck. Man sag aven att resistenta bakterier hos suggor vid fodsel och
digivning var en riskfaktor for resistenta bakterier hos deras egna kultingar och gjorde
beddmningen att normalfloran hos suggor utgor en reservoar for antimikrobiell resistens hos
deras avkomma.

Det finns alltsa studier som tyder pa att en forandring i urskiljning av bakterier fran kon sker i
anslutning till, och en tid efter, kalvning. | vilken utstrdckning och huruvida detta &r av
betydelse for den hdga forekomsten av resistenta bakterier hos de unga kalvarna ar dock inte
utrett. Pilotstudien i detta examensarbete utfordes for att testa hypotesen att kon urskiljer en
hdgre andel resistenta bakterier vid tiden for kalvning och darmed utgor en kélla till hog
resistensforekomst hos den unga kalven.
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MATERIAL OCH METODER

Sex KRAV-anslutna (ekologiska) besattningar beldgna i ndromradet kring Sveriges
Lantbruksuniversitet, SLU, Uppsala, valdes ut och ombads att delta i studien. Dessa
besattningar valdes ut da KRAV:s regler innebar att ko och kalv far ga tillsammans i minst 24
timmar efter kalvning och att kalven under denna tid har mojlighet att dia kon. Detta bor
medfora att bakterier kan spridas mellan ko och kalv i stérre utstrackning an pa
konventionella gardar, dar kalven i manga fall tas fran kon direkt efter kalvningen. Avsikten
var att, i varje besattning, ta prover fran kor vid kalvning, fran deras kalvar, samt lika manga
prover fran kor i mittlaktation (kontrollgrupp). Inklusionskriterier for kor vid kalvning var att
de skulle ha kalvat en gang tidigare och att de var beréknade att kalva i intervallet 7-14 dagar
fran forsta provtagningen. Kriterier for korna i mittlaktation var att de skulle befinna sig cirka
80-200 dagar in i laktationen. Beroende pa antal kalvningar per besattning provtogs 2-7 kor
och deras kalvar, samt lika manga kontrollkor fran varje besattning. Proverna samlades in
under september-oktober 2013.

Provinsamling och provhantering

Proverna utgjordes av avforingsprov tagna via rektum med hjélp av provtagningspinnar med
Amie’s kolade transportmedium (Copan Diagnostics Inc., Murrieta, California, USA). For
varje ko-/kalvpar anvandes nedanstaende provtagningsschema:

e Prov 1 togs fran ko 7-14 dagar innan beraknad kalvning.

e Prov 2 togs fran ko 1 dag efter kalvning.

e Prov 3 togs fran kons kalv 1 dag efter kalvning.

e Prov 4 togs fran ko 7-10 dagar efter kalvning.

e Prov 5 togs fran kons kalv 7-10 dagar efter kalvning.

Prov 1 togs vid det forsta besokstillfallet pa garden. Efterféljande provtagningar utfordes i de
flesta fall av djurdgaren, som sedan forvarade proverna i kylskap i upp till tre dagar innan de
h&mtades upp och transporterades i kylvéaska for analys vid SVA. | samband med att prov 1
togs, provtogs dven samma antal kor i mittlaktation, och antal dagar efter kalvning
registrerades for dessa kor.

Enkatundersokning

Vid det forsta besoket pa garden anvandes enkatfragor som djuragaren/djurskotaren fick svara
pa for att samla in information om besattningen (bilaga 1). De fragor som stalldes i enkaten
var till for att ge en generell bild av besattningen, dar olika variabler, framfor allt
antibiotikabehandlingar och hallningssatt samt utfodring av kalvar sags som mojliga faktorer
som skulle kunna paverka resistensforekomst i besattningen. Enkéaten inneholl fragor om
besattningsstorlek, medelmj6lkproduktion, antibiotikabehandlingar under de senaste fyra
manaderna, huvudsakligt inhysningssystem, rutiner for hallning av sinkor, kalvningsmiljo
(inklusive om denna ibland anvands som sjukmiljd), rengoringsrutiner fér kalvningsmiljon,
kalvens hallningssatt den forsta veckan samt i hur stor utstrackning kalvar utfodrades med
karenstidsmjolk.
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For varje ko-/kalvpar registrerades individuella uppgifter om kon, kalvningen och om kalvens
forsta levnadsvecka pa en sarskild blankett (bilaga 2). Aven eventuella behandlingar insatta
under studiens gang registerades.

Bakteriologisk odling

Bakteriologisk odling utférdes for att bestdmma om tetracyklinresistenta (tet-R) E. coli
forekom i avforing hos kor och kalvar och hur stor andel (%) dessa utgjorde av det totala
antalet E. coli i tarmfloran. Forst bestdimdes totalantalet kolonier (CFU) E. coli och darefter
antal CFU med tetracyklinresistens. | de fall det fanns tet-R E. coli rédknades andelen sadana
ut.

Materialet fran provtagningspinnen 6verférdes till 3 ml fysiologisk saltlosning med hjalp av
vortex mixer for att frigbra material till vatskan. Detta gav en ospadd l6sning (osp) som sedan
spaddes i tiofaldiga serier, dar 0,5 ml av foregdende losning tillsattes till 4,5 ml NaCl sa att
sex olika spadningsserier erhdlls (osp, 107, 102 103 10* 10®°). Av dessa l6sningar
anvandes sedan 1 ml for odling pa Petrifilm ™ Select E. coli count plate (3M Microbiology
products, St. Paul., Michigan, USA), som &r anpassad for odling av E. coli. Bakterien vaxer ut
i blagrona kolonier, medan kolonier av andra species blir ljusa. For korna anvandes (efter
justering pga otillracklig vaxt) spadning 10 och 107 och fér kalvarna 10 och 107 for att
bestdmma det totala antalet E. coli.

Andelen tet-R E. coli i tarmfloran undersoktes genom odling pa petrifilm med tillsats av
tetracyklin enligt Wu et al. (2008). For dessa selektiva odlingar anvandes spadning osp och
107 for bade kor och kalvar. Till 1 ml av var och en av dessa spadningar tillsattes 50 pl av en
I6sning tetracyklin i koncentrationen 1344 mg/L. Efter blandning i vortex mixer anvandes
denna losning (1050 pl) for odling pa petrifilm enligt ovan. Méangden tetracyklin var anpassad
for att tillata vaxt av E. coli med tetracyklin MIC >8mg/L vilket ar gransvardet for
mikrobiologisk resistens enligt EUCAST (www.eucast.org). Petrifilmerna inkuberades i 42°
C i 24 timmar och darefter rdknades och registrerades antalet blagréna kolonier pa plattorna. |
de fall det véxte E. coli pa bade filmen med och utan tetracyklin utraknades andelen tet-R E.
coli. I de fall véxten blev otillracklig eller alltfér riklig for att kunna réknas sattes proverna
om pa nya petrifilmer med med lagre eller hogre spadningsgrad.

Statistisk bearbetning

Enkaétsvaren &r redovisade med deskriptiv statistik. FOr att jamfora resistensforekomst fore, en
dag efter och 7-10 dagar efter kalvning, samt for jamforelse av kor runt kalvning och
kontrollgrupp anvéndes ett dubbelsidigt test, Fisher’s exakta test, som ar lampligt for sma
stickprov av kategoriska (ja/nej) variabler, med nollhypotesen:

Ho: Ingen skillnad i urskiljning av tetracyklinresistenta E. coli hos kor vid tiden for kalvning
jamfort med kor i mittlaktation.

och mothypotesen:

H;: Det ar en skillnad i urskiljning av tetracyklinresistenta E. coli hos kor vid tiden for
kalvning jamfért med kor i mittlaktation.
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Fisher’s exact test anvandes ocksa for att jamfora om det var skillnad i resistensforekomst hos
kalvar fodda av kor med pavisad resistensforekomst och kalvar fodda av kor som inte haft
vaxt av tetracyklinresistenta E. coli.

Ho: Ingen skillnad i resistensforekomst hos E. coli fran kalvar fodda av kor fran vilka
resistenta E. coli kan isoleras.

Hi: Det finns en skillnad i i resistensforekomst hos E. coli fran kalvar fodda av kor fran vilka
resistenta E. coli kan isoleras.

Vid denna jamforelse rdknades kor och kalvar som positiva om de var positiva vid minst en
provomgang.

RESULTAT

Det totala materialet i studien utgjordes av 22 kor som provtogs runt kalvning och deras
kalvar, samt 22 kor i kontrollgruppen fran sex KRAV-anslutna besattningar.

Enkatsvar
Deltagande beséattningar

Information om deltagande beséttningar samt andel antibiotikabehandlingar under de senaste
fyra manaderna ar redovisade i Tabell 1. Enbart ett fall av tetracyklinbehandling under de
senaste fyra manaderna i en av besattningarna (gard 5) fanns registrerad och detta gallde en
ko som ej var med i studien. Ovriga registrerade behandlingar gallde enbart penicillin eller
intramammara preparat, oftast sintidsbehandling i form av Siccalactin (Boehringer-Ingelheim
Vetmedica, Malmo, Sverige) vilket ar penicillin i kombination med aminoglykosid.

De flesta gardarna hade korna i 16sdrift, men gard 5 hade sina djur uppbundna. Hallning av
djuren under sintidsperioden skiljde sig mycket mellan de olika besattningarna och dessa
enkatsvar redovisas inte, da de ej var jamforbara pa ett relevant sétt.

Nar det gallde kalvningsmiljo uppgav fyra av gardarna att kalvning vanligtvis skedde i
ensambox. Pa gard 1 uppgavs gruppbox for fyra till atta individer som vid behov kunde delas
upp i mindre avdelningar och pa gard 5 uppgavs att kalvning antingen skedde pa baspall
alternativt i ensambox. Alla gardar anvande halm som material i kalvningsmiljon, pa tva av
gardarna som djupstrobadd, évriga som tunnare badd alt. pa baspall. Gard 6 uppgav att man
mellan varje kalvning rengor och desinficerar kalvningsboxen, for Ovriga besattningar
utfordes desinfektion och tvatt med andra intervall, exempelvis ett par ganger/ar eller nagon
gang/manad. Tva av gardarna uppgav att de vanligtvis separerade ko och kalv efter ca ett
dygn, en gard efter ca tva dygn, tre gardar efter ca tre dygn och en gard efter ca fyra dygn.
Fyra av gardarna uppgav att den nyfodda kalven inte hade kontakt med nagra andra djur an
sin mor under den forsta levnadsveckan.

Efter ramjolksperioden fick kalvarna oprocessad mjolk (producerad enligt KRAV:s
regelverk). Tva av gardarna uppgav att kalvar aldrig utfodras med karenstidsmijolk, tva gardar
uppgav att kalvarna séllan utfodras med sadan mjolk medan tva gardar uppgav att detta sker
mindre ofta respektive ofta (Tabell 1).
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Gard 1 och 3 angav att kalvningsmiljon aldrig anvands for hantering av sjuka kor, gard 5 och
6 angav att detta sker sallan medan gard 2 och 4 angav att kalvningsmiljon anvands som
sjukbox mindre ofta. Ingen av gardarna angav alternativet ofta. | de fall kalvningsmiljon
anvandes for hantering av sjuka djur angav alla att miljon tvéttades och/eller desinficerades
innan den ater anvandes som kalvningsmiljo.

Tabell 1. Information om deltagande beséattningar samt antal djur vid enk&tundersokningen

GARD 1 2 3 4 5 6
Antal ar i ekologisk 13 o5 8 18 21 20
produktion
Medelmjlk-produktion 8900 7500 9000 8000 8000 8600
(kg ECM/ko och ar)
Mj6lknings- Robot Grop Grop Robot Ror? Grop
system
Antal 126 57 130 135 30 60
kor
Antal 90 50 250 135 40 25
kvigor
Antalokalvar 30 15 20 20 4 7
<3 manader
Ovriga 0 0 20 2 20 0
djur
Antibiotikabehandlingar
under de senaste fyra
manaderna/antal djur vid 2% 0,8% 1,2% 3,8% 3,2% 0%
besoket.
Intramammara behandlingar
under de senaste fyra
manaderna/antal kor vid 9,5% 0% 4,6% 1,5% 3,3% 0%
besoket.
Utfodras kalvar med Mindre Aldrig  Aldrig Ofta Sdllan  Sallan
karenstidsmjolk? ofta

! Gvriga djur: Ex avvanda stutar eller tjurar i samma besattning; > Rérmjélkning

Deltagande ko-kalvpar

De 22 kor som provtogs i samband med kalvning hade fatt minst en, och som mest sex
tidigare kalvar. Totalt 66 prover fran kor och 44 prover fran kalvar togs. Ett prov uteslots pa
grund av otillracklig mangd avforing pa provtagningspinnen: detta prov var taget fran en ko
en dag efter kalvning.

I de fall information om juverhélsoklass fanns tillganglig registrerades denna (Tabell 2). Tre

av de deltagande korna var sintidsbehandlade med Siccalactin under denna sinperiod. Ingen
av korna fick enligt uppgift allmanbehandling med antibiotika under féregaende laktation.
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Hur langt innan kalvning kon flyttades till kalvningsmiljon varierade mycket mellan olika
beséttningar och olika kor (Tabell 2). Majoriteten av korna (12 av 22) kalvade i gruppbox
med mellan tva och atta djur i gruppen. Fyra av korna kalvade ute pa bete, da i stérre grupp,
med 20 eller 27 kor och/eller kvigor i samma grupp. Kor fran gard 2 och gard 6 samt en ko
fran gard 4 kalvade i ensambox och en ko kalvade pa baspall, med 27 kor i samma milj6. Alla
kalvar utom tre diade sin mor som forsta ramjolksgiva. Av de tre som inte diade fick tva
ramjolk fran sin mor och en fick ramjolk fran sparad ramjolksbank. Fem av kalvarna hade inte
kontakt med nagon annan individ &n sin mamma fran fodseln. Tva kalvar hade inte kontakt
med nagon annan individ an sin mamma under den forsta levnadsveckan. Efter separationen
flyttades de flesta kalvarna till gruppbox, i nagra fall efter att ha varit i ensambox under nagon
dag, med gruppstorlekar mellan tva och tretton djur. Sju kalvar (gard 1) blev fodda i
gruppbox, och hade darmed kontakt med andra individer vid fodseln, men flyttades sedan till
ensambox dar de befann sig vid sista provtagningen.

Tabell 2. Information om deltagande ko-/kalvpar

Gird Ko/kalv  Kalvi FI.yFPtiI“I kalvnin_gs- Kon, Dgrmed Dgr i1 Dgr grozv-
-par ordn.  Jhkl  milj6 fore kalvning  kalv ko grupp foder
1 1 6 2 <lv Tjur 1 0 0
1 2 3 0 <lv Kviga 1 0 0
1 3 4 1 <lv Tjur 1 0 0
1 4 2 4 <lv Kviga 1 0 0
1 5 2 3 <1man Kviga 1 0 0
1 6 2 1 <1man Tjur 1 0 0
1 7 4 9 <Iman Kviga 2 0 0
2 8 2 0 <lv Kviga 2 5 7
2 9 3 0 <12h Tjur 2 5 7
3 10 2 1 >1man Tjur 1 8 3
3 11 2 3 >1man Kviga 1 9 4
3 12 2 0 >1man Kviga 1 7 3
4 13 2 - <1man Tjur 3 7 10
4 14 3 - <1man Kviga 3 7 10
4 15 2 - <1man Tjur 3 5 8
4 16 4 - >1man Kviga 7 0 7
4 17 2 - <1man Tjur 3 6 9
4 18 3 - <lv Tjur 3 3 6
5 19 2 3 >1man Tjur 10 10 10
5 20 2 7 >1man Tjur 5 3 8
6 21 6 2 <12h Kviga 3 2 7
6 22 7 2 <12h Kviga 5 0 10

"Hur manga dagar kalven gétt i grupp vid den sista provtagningen. Hur ménga dagar kalven haft
tillgang till grovfoder vid den sista provtagningen.
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Kontrollgrupp

Totalt 22 kor i mittlaktation provtogs en gang vardera och utgjorde kontrollgruppen. Dessa
kor var 75 till 216 dagar in i laktationen (medelvarde 169 dagar, median 189 dagar).

Resistensforekomst
Kor inklusive kontrollgrupp

Escherichia coli isolerades fran alla kor i kontrollgruppen, men ingen véxt av tet-R E. coli
forekom i denna grupp (Figur 2).

Fore kalvning kunde tet-R E. coli pavisas hos en av korna i forsoksgruppen (Figur 2). Detta
prov var taget tio dagar innan kalvning och andelen tet-R E. coli var 0,28 % (Tabell 4). Fem
kor hade ingen véxt av E. coli vid denna forsta provtagning, hos 6vriga kunde E. coli isoleras.
Eftersom kalvningarna inte skedde pa exakt utsatt datum skiljde sig tiden fran forsta
provtagning till kalvning mellan en och sexton dagar.

En dag efter kalvning hade alla kor véxt av E. coli, varav tre kor hade vaxt av tet-R E. coli
(0,25 %, 100 % resp. 0,27 %). Tva kor provtogs av olika orsaker tva istallet for en dag efter
kalvning.

Vid provtagning 7-10 dagar efter kalvning hade fyra kor vaxt av tet-R E. coli (0,01 %, 0,1 %,
0,05 % resp. 0,035 %). En ko provtogs sex dagar efter kalvning. Av de kor som var positiva
for tet-R E. coli vid andra provtagningen var en ko positiv for tet-R E. coli &ven vid tredje
provtagningen (100 % resp. 0,1 %). En ko hade ingen véxt av E. coli vid denna sista
provtagning. Den ko som var positiv for tetracyklinresistens vid forsta provtagningen var inte
positiv i nagon av de efterféljande provtagningarna.

Vid jamforelse av forekomst av tet-R E. coli i kontrollgruppen dar 0 av 22 prover var positiva
for tet-R E. coli och provtagning av kor 6-10 dagar efter kalvning dér fyra av 22 var positiva
for tet-R E. coli sags en tendens till skillnad mellan dessa grupper (P=0,11). Samma resultat
uppnaddes vid jamforelse av kontrollgruppen och kor en dag efter kalvning déar tre av 21 kor
var positiva (P=0,11). Ingen skillnad sags vid jamforelse av kor fore och en dag efter kalvning
(P=0.34) eller vid jamforelse av kontrollkor och kor fére kalvning (P=1,00). Individuella
provresultat med andel tet-R E. coli &r redovisade i Tabell 4.

Kalvar

Tet-R E. coli pavisades hos 13 av 22 kalvar (59 %) vid provtagning en dag efter kalvning (hos
en kalv togs detta prov tva dagar efter kalvning) (Figur 2). Escherichia coli isolerades fran
alla kalvar. Vid provtagning vid sju till tio dagars alder (en kalv provtogs sex dagar efter
kalvning) pavisades tet-R E. coli hos 19 av 22 kalvar (86 %). Aven vid denna provtagning
pavisades E. coli hos alla kalvar.

Tva kalvar var positiva vid provtagning en dag efter kalvning och negativa vid provtagning
efter sju till tio dagar, medan atta kalvar var negativa vid forsta provtagningen och positiva
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vid den andra. Halften av kalvarna (11/22 kalvar) var positiva vid bada provtagningarna. En
kalv var negativ vid bada provtagningarna. Andel tet-R E. coli hos kalvarna var, med nagra
undantag, lag (Tabell 4).

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%

10%

0%
Kontrollgrupp,  Kor fore Korldag Kalvarldag Kor7-10dgr Kalvar7-10
22 kalvning, 22 efter kalvning, efter kalvning, efter kalvning, dagar efter

& Positiva Negativa 21 22 22 kalvning, 22

Figur 2. Andel djur med tet-R E. coli vid de olika provtagningstillfallena. Siffran efter kategori anger
antal provtagna individer.

Samband ko och kalv

Alla de kor som urskiljde resistenta bakterier vid minst ett tillfalle hade kalvar som var
positiva vid minst ett tillfalle (Tabell 4). Den kalv som var negativ vid bada provtagningarna
hade en mor som ocksa var negativ vid alla provtagningar. Statistiska berdkningar visade
dock att det inte var nagon skillnad i resistensférekomst mellan de kalvar vars modrar vid
nagot tillfalle hade tet-R E. coli jamfort med de kalvar vars modrar aldrig hade tet-R E. coli
(P=1,00).

Inga tydliga samband mellan resistensforekomst och andra undersokta faktorer, sa som
skotselfaktorer och antibiotikaanvandning sags i denna studie.
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Tabell 4. Andel tetracyklinresistenta E. coli i % vid de olika provtagningarna

Ko/ 1-16 dgr innan 7-10 dgr efter
Gard Kalv kalvning 1 dag efter kalvning kalvning

-par K-ko' Ko Ko Kalv Ko Kalv
1 1 0 0 0 0 0 0,1
1 2 0 2 0 0 0 <0,1
1 3 0 0 0 0 0 40
1 4 0 0 0 0 0 0,2
1 5 0 0 0 0 0 1,4
1 6 0 0 0 2,9 <0,1 3,0
1 7 0 0 0 <0,1 0 0,1
2 8 0 0 0 0 0 0,2
2 9 0 = 0 <0,1 0 <0,1
3 10 0 0 0 <0,1 0 <0,1
3 11 0 0 0 0 0 8
3 12 0 0 0 0 0 6
4 13 0 0 0 0,5 0 2,5
4 14 0 0 0,3 <0,1 0 <0,1
4 15 0 0 100 <0,1 0,1 0
4 16 0 - 0 6,7 <0,1 22,5
4 17 0 0 0 <0,1 0 6,1
4 18 0 0,3 0 100 0 100
5 19 0 - x® <0,1 <0,1 0
5 20 0 0 0 0 0 0
6 21 0 0 0,3 40 0 1,8
6 22 0 - 0 <0,1 - 1,8

'Kontrollko (ko i mittlaktation 75-216 dagar efter kalvning): ?Ingen véxt; 3Uteslutet pga for lite
material

DISKUSSION

Ingen statistiskt signifikant skillnad i urskiljning av tet-R E. coli mellan kontrollgrupp och kor
vid tiden for kalvning sags i denna pilotstudie. Tet-R E. coli pavisades dock vid enstaka
tillfallen hos sju av de kor som provtogs innan och efter kalvning, medan inga tet-R E. coli
kunde pavisas fran kor i kontrollgruppen. Dessa resultat indikerar anda att det kan ske en okad
urskiljning vid tiden for kalvning — dven om det begrénsade underlaget i studien gor att en
sadan forandring intekan sékerstéllas statistiskt.

Resultaten i denna studie verkar till viss del stimma 6verens med de resultat som Watson et
al. (2012) fick, da det var tio ganger hogre sannolikhet att kor urskiljde resistenta bakterier vid
provtagning efter kalvning, jamfort med innan. Forfattarna foreslar i sin diskussion att detta
beror pa att kalvningsmiljon ar kontaminerad med resistenta bakterier och darmed ar en kélla
till kolonisering med resistenta bakterier av bade ko och kalv. Detta kan sakerligen vara en
orsak, men i de resultat som har framkommit hade &ven kor och kalvar fran den gard (gard 6)
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som tvéattade och desinficerade kalvningsboxen mellan varje kalvning i lika stor utstrackning
resistenta bakterier som dévriga gardar.. Detta innebér alltsa att trots att kon flyttades till en
nyligen rengjord och desinficerad box fyra till sex timmar fore kalvning sa hade kalven redan
under forsta levnadsdagen koloniserats av resistenta bakterier i sin tarmflora. Orsaken till
detta skulle kunna vara att rengdringen inte fungerade tillfredsstallande och att
kalvningsmiljon &anda kunde utgGra en reservoar av resistenta bakterier. Att de resistenta
bakterierna har en Gverlevnadsfordel i den unga kalvens tarmflora, eventuellt pa grund av att
sadana faktorer ar kopplade till resistensgener, som foreslagits i tidigare studier skulle ocksa
kunna vara en orsak till den tidiga koloniseringen av kalvarna. Varfor detta sker just i den
unga kalvens digestionssystem &r oklart, och den normala tarmfloran och
bakteriesammansattningen hos unga kalvar samt hur den sedan féréndras vid allt storre
grovfoderintag ar inte kand. Saledes finns behov av ytterligare studier dven har — bade for att
undersoka utvecklingen av den unga individens tarmflora och for att undersdka faktorer hos
de resistenta bakterierna som gor att de har fordelar gentemot andra, kansliga bakterier.

Det var inte nagon tydlig koppling mellan kon och hennes egen kalv nar det géllde
resistensforekomst. Daremot ses pa gard 4 flera individer med hdg andel tet-R E.coli. Det
forsta av dessa prover dr taget fran en ko, 4-15, en dag efter kalvning. Hon kalvade 24/9 och
urskiljde den 25/9 100 % tet-R E. coli. Vid efterfoljande provtagning, 7 dagar efter kalvning
(2/10) urskiljde hon <0,1 % tet-R E. coli och hon var den enda ko som var positiv for tet-R E.
coli vid mer an ett provtagningstillfélle. En lika hog andel (100 %) ses dven hos en kalv, 4-18,
fran gard 4, vid bada provtagningarna. Denna kalv foddes 12/10 och kon flyttades till
kalvningsboxen sju dagar innan kalvning. Ko-/kalvpar 4-15 hade da flyttats till en annan
miljo. Da gard 4 anvander en gruppbox som kalvningsbox och inte reng6r denna mellan varje
kalvning/kalvningsomgang finns mojligheten att ko 4-15 urskiljde en hog andel resistenta
bakterier vid kalvning och spred dessa bakterier till efterkommande kor, och framfor allt
kalvar som vistades i boxen efter henne. Aven kalv 4-16 och kalv 4-17 som vistades i samma
miljo efter att ko 4-15 kalvat hade relativt hoga andelar tet-R E. coli jamfort med andra
individer i studien, trots att deras modrar hade mycket 1ag eller ingen andel tet-R E. coli.
Dessa resultat stammer 6verens med den teori Watson et al. (2012) lade fram, namligen den
att kalvningsmiljén kan utgora kalla till spridning av resistenta bakterier.

Tidigare studier har visat olika resultat nér det galler om resistenta bakterier kan éverféras
mellan ko och kalv. Watson et al. (2012) sag med pulsfaltsgel elektrofores (PFGE), att ESBL-
producerande E. coli i prover fran kor och kalvar i sju fall av 31 hade samma klonala ursprung
vilket visade att spridning mellan kon och hennes egna kalv kan ha skett. Gow et al. (2008)
som undersokte kottdjursbesattningar i Kanada sag daremot inga sadana samband. | en studie
pa grisar (Callens et al., 2012) sdgs modern som en stor riskfaktor for spridning av resistenta
bakterier till kultingar. Man kan tanka sig att hallningssattet har spelar in, smagrisar tréaffar
vanligtvis endast sin egen mor och sina syskon i ung alder. Kalvar, speciellt av kéttras som de
djur som Gow et al. undersokte, halls ofta i grupp och traffar pA manga andra individer.
Mijolkkalvar skiljs fran sina modrar tidigare och byter miljo i storre utstrackning an smagrisar.
Kalvarna bor alltsa ha fler mojligheter att traffa pa resistena bakterier fran andra kallor &n sina
modrar jamfort med smagrisar.
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Andelen kor med tet-R E. coli och, undantaget ett prov, &ven andelen tet-R E. coli i
tarmfloran hos enskilda kor var mycket lag, vilket stammer &verens med tidigare
observationer inom SVARM, dar till exempel 97 % av undersokta E. coli-isolat fran mjolkkor
och 95 % av E. coli-isolat frAn sex manader gamla kalvar var kénsliga for alla testade
antibiotikaklasser (SVARM 2006; SVARM 2009). Aven hos kalvarna var andelen tet-R E.
coli relativt 1ag i denna studie, daremot var andelen kalvar som vid nagot tillfalle urskiljde tet-
R E. coli hdg. Hogst andel (86 %) tet-R E. coli-positiva kalvar sags vid 7-10 dagar efter
kalvning. Detta stammer val dverens med andra studier da resistensférekomsten varit hogst
hos en till tva veckor gamla kalvar (Pereira et al., 2011, Berge et al., 2005).

Den odlingsmetod som anvandes i denna pilotstudie avsag att visa om enskilda djur bar tet-R
E. coli och hur stor andel dessa utgjorde av det totala antalet E. coli i tarmfloran. Med denna
metod blir ett djur positivt &ven om endast en mycket liten del av totalantalet E. coli &r tet-R. |
manga andra studier undersoks slumpvis utvalda isolat av E. coli for resistens.
Metodskillnader maste alltsa beaktas vid jamforelser av resultat fran olika studier. Om vi i
denna studie anvant ett antal slumpvis utvalda isolat fran varje provtagen individ ar det
osannolikt att dessa i nagon storre utstrackning varit tetracyklinresistenta da andelen tet-R
E. coli hos de flesta individer var mindre &n 0,1 % av totalantalet E. coli.

| studien av Berge et al. (2005) dar man undersokte resistens hos kalvar i vastra USA sags en
prevalens av tetracyklinresistens (ofta i kombination med resistens mot andra
antibiotikaklasser) pa 22,5 % hos slumpvis utvalda isolat fran dagsgamla kalvar och 96,4 %
hos isolat fran tva veckor gamla kalvar. Metodskillnaden enligt ovan gor att det inte gar att
direkt jamfora resultaten med de i denna pilotstudie, men hos de flesta kalvarna i denna
pilotstudie var under tio procent av E coli i tarmfloran tet-R. Forekomsten av
tetracyklinresistens hos slumpvis utvalda isolat av E. coli ar darfér sannolikt betydligt lagre i
denna pilotstudie an vad som sags hos Berge et al. och aven i flera utlandska studier.
Exempelvis var prevalensen tetracyklinresistens hos slumpvis utvalda isolat E. coli fran
kalvar i aldern tva till atta dagar 87 % (Pereira et al., 2011) och 79,2 % hos kalvar upp till tre
manader (Khachatryan et al., 2004) i tva andra amerikanska studier. | den svenska studie som
utfordes av de Verdier et al. (2012) sags en prevalens av tetracyklinresistens pa 31,6 %. Detta
var hos slumpvist utvalda isolat fran kalvar med eller utan diarré. Bade resistens mot
tetracyklin och multiresistens var vanligare hos kalvar som haft diarré. Dessa resultat &r ocksa
hdgre &n vad som troligtvis skulle setts i denna pilotstudie om samma metod anvénts enligt
resonemanget ovan. Hos kalvar utan diarré-historik var prevalensen tetracyklinresistens hos
de utvalda isolaten 5 av 41 (de Verdier et al. 2012), vilket mer liknar de resultat som
uppmattes i denna pilotstudie, dar 2-3 kalvar per provtagning hade sa pass hoga andelar tet-R
E. coli att tetracyklinresistenta isolat borde kommit med vid ett slumpmassigt urval.

Antibiotikaanvandningen i de deltagande beséttningarna var jamforelsevis lag under de
senaste fyra manaderna. Enligt statistik fran Vaxa Sverige antibiotikabehandlades under 2012
19 kor/100 koar med antibiotika (Marie Mork, Véxa Sverige, personlig kommunikation).
Viéxa Sverige uppskattar ocksa att ungefar 30 % av mjolkkor behandlas med intramammara
preparat vid sinlaggning (Marie Mork, personlig kommunikation). Detta & hogre &n de
behandlingsfrekvenser som sags i alla deltagande besattningar under de senaste fyra

21



manaderna. Endast en ko i en besattning hade fatt behandling med tetracyklin under de
senaste fyra manaderna och denna ko var ej inkluderad i studien. Anda pavisades tet-R E. coli
hos en stor del av kalvarna, och &ven en del av korna i studien. Berge et al. (2005) sag i sin
studie resistens mot antibiotika som inte anvants sedan flera ar tillbaka pa de undersokta
gardarna. Franvaro av eller ett Iagt selektionstryck fran antibiotikaanvandning verkar saledes
inte alltid racka for en lag forekomst av resistenta bakterier, aven om det é&r
antibiotikaanvandning som anses vara grunden till resistensutveckling.

Stress har, framfor allt pa grisar, setts orsaka 6kad urskiljning av resistenta bakterier (Moro et
al., 2000; Moro et al., 1998; Langlois et al., 1986). Stress och/eller dkad tarmmotilitet
medforde dven att en hogre andel resistenta bakterier sags i colon och rektum vid obduktion
jamfort med hos andra, icke-stressade, grisar dar andelen resistenta bakterier var hégst i ileum
och caecum (Moro et al. 2000). Alltsa verkar det som att det hos grisar kan finnas en
reservoar av resistenta bakterier som normalt sett koloniserar ileum och de forsta delarna av
grovtarmen, och som i storre utstrdckning utsondras ndr passagehastigheten genom
digestionskanalen av nagon anledning (t ex stress) ckar.

Att kalva, samt att vara i hoglaktation ar en orsak till stress hos kon da det ar en tid for
hormonella och metabola forandringar. Dagens mjolkproduktion medfér en stor energiatgang
i borjan av laktationen, och kon befinner sig i detta skede ofta i negativ energibalans da hon
inte har mojlighet att ata tillrdckligt mycket for att tdcka upp fér den forlorade energin
(Flyrén, 2011). Stress orsakad av kalvning och/eller hoglaktation skulle kunna vara en orsak
till att tet-R E. coli i denna pilotstudie endast fanns hos kor i anslutning till kalvning.
Kontrollkorna var minst 75 dagar in i laktationen och hade darmed passerat den mest
intensiva laktationsperioden. Dock provtogs kontrollkor enbart vid ett tillfalle och kalvande
kor vid tre tillfallen, vilket till viss del kan ha 6kat sannolikheten att hitta tet-R E. coli i den
sistnamnda gruppen. Jamfor man kontrollgruppen och kor 7-10 dagar efter kalvning sa ses
dock indikationer pa att det ar en skillnad i urskiljning mellan dessa grupper.

Det gar inte att dra nagra slutsatser om de 6évriga faktorererna som undersoktes i studien, till
exempel  hallningssatt  och  behandlingsfrekvenser, kan ha  betydelse  for
tetracyklinresistensforekomsten hos E. coli fran kor och kalvar eftersom det underokta
materialet dr sa pass litet och svaren varierar mycket mellan olika besattningar. Dessa faktorer
beddms fortfarande vara relevanta for forekomst av resistens men ett storre material skulle
kravas for att kunna dra nagra slutsatser om eventuella riskfaktorer. Aven undersokning av
omgivningsprover vore av intresse for att se om och var resistenta bakterier finns i kalvarnas
miljo och i ett pagdende projekt vid SVA underoks omgivningsprover for resistensforekomst
(Anna Duse, personlig kommunikation). Flera kor hade ingen véxt av E. coli vid
provtagningarna, detta trots att det &r en vanlig tarmbakterie. En storre, standardiserad mangd
avforing som provmaterial skulle eventuellt ha kunnat ge mer information om férekomsten av
E. coli och eventuella tet-R E. coli i tarmfloran hos vuxna djur.

Den metod som anvéndes for att isolera E. coli samt undersoka tetracyklinresistens har
utvarderats av. Wu et al. (2008) och bedomts ge tillforlitliga resultat som selektiv
odlingsmetod for tetracyklinresistenta E. coli, i.e. stammar med tetracyklin MIC >8 mg/L.
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Tetracyklinresistens undesoktes i denna studie da det ar en av de vanligast forekommande
resistenstyperna bade i svenska och utlandska undersokningar. Tetracyklinresistens ar ofta
Overforbar och forekommer ofta i kombination med andra resistensegenskaper. Tre individer
hade 100 % tet-R E.coli. En sa hdg andel kan tyckas osannolik da ovriga individer generellt
sett hade betydligt lagre andelar. En icke selektiv odling, det vill sdga, om proverna (av
misstag) odlades utan tillsats av tetracyklin skulle kunna vara en orsak till dessa resultat. Det
ror sig dock om tre prover som odlades vid olika tillfallen pa SVA. Alla prover med dessa
hoga andelar ar fran samma gard och tva till och med fran samma individ, en kalv provtagen
en dag efter kalvning (13/10) och sedan sex dagar efter kalvning (18/10). Att detta misstag
skulle ha skett tva ganger, vid olika tillfallen, for samma individ beddms som mycket
osannolikt men kan inte helt och hallet uteslutas. Som diskuterats tidigare ar det ocksa mojligt
att den hoga forekomsten hos dessa individer kan bero pa att dessa individer vistats i samma
(eventuellt kontaminerade) miljo..

KONKLUSION

Kor i kontrollgruppen urskiljde inga tet-R E. coli i denna studie. F& kor som provtogs vid
tiden for kalvning hade tet-R E. coli och dessa hade i de flesta fall l1ag andel tet-R E. coli. En
stor del av kalvarna urskiljde tet-R E. coli men &ven hér var andelen tet-R E. coli hos kalven
generellt 1ag. Fortfarande ar mycket oklart nar det galler kolonisering och etablering av
resistenta bakterier i kalvarnas tarm. Den hdga prevalensen av tet-R E. coli hos kalvar kan
utifran resultaten i denna studie inte forklaras med en hag urskiljning tet-R E. coli fran korna
vid tiden for kalvning och det ar sannolikt andra faktorer som ocksa har betydelse. Det finns
behov av ytterligare studier med ett storre material for att narmare undersoka varfor kalvar
oftare har resistenta bakterier an aldre notkreatur.
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Bilaga 1. Enkét — generella uppgifter om beséattningen

Gard nr:

Antal ar i ekologisk produktion
(exklusive omstallningstid):

Medelproduktion/ko och ar:

(kg ECM)

Huvudsaklig Uppbunden Losdrift Losdrift
inhysningsform: Varm Kall
Mjolkningssatt Rormjolkning | Mjolkgrop Robot Karusell

Antal djur i besattningen idag, samt antibiotikabehandlingar 4 manader tillbaka:

Kor Kvigor

Kalvar
(0-3 man)

Ovriga djur i
besattningen

Antal:

Antal inkdpta
djur under det
senaste aret:

Antal beh med
penicillin senaste
4 man:

Antal intra-
mammara beh
senaste 4 man:

Antal beh med
tetracyklin
senaste 4 man:

Ovriga
antibiotikabeh
senaste 4 man:

Antal veterinar-
besok senaste
4 man:

Innan kalvning, lagsin (mer an 3 v kvar till kalvning):

Hallning av sinkor:

Isolerade fran
lakterande kor

Isolerade med mojlighet
till noskontakt med
andra kor

I samma grupp som
lakterande kor

Normal
(genomsnittlig)
gruppstorlek:

Huvudsaklig
inhysningsform:

Djupstrobadd | Liggbas

Uppbundet

Spalt

Ovrig

Stromaterial:

Halm Span

Torv

Sand

Ovrigt




Bilaga 1. Enkét — generella uppgifter om beséattningen

Innan kalvning, hogsin (3 v eller mindre kvar till kalvning):

Hallning av sinkor: | Isolerade fran Isolerade med mojlighet | I samma grupp som
lakterande kor till noskontakt med lakterande kor
andra kor
Huvudsaklig Djupstrobadd Liggbas Uppbundet Spalt Ovrig
inhysningsform:
Strématerial: Halm Span Torv Sand Ovrigt
Normal
(genomsnittlig)
gruppstorlek:
Kalvningsmiljo:
Huvudsaklig Ensambox Ensambox Gruppbox (hur | Har ej
kalvningsmiljo: (isolerad fran | (med mojlighet | manga djur i kalvningsbox
dvriga djur) till noskontakt | gruppen?)
med andra
djur)
Inhysning: Box — Box — Liggbas Uppbundet | Ovrigt
Djupstrébadd | Tunn badd
Strématerial: Halm Span Torv Sand Inget/Ovrigt
Hur rengors Ingen (enbart | Mekanisk Tvétt Desinfektion
kalvningsboxen (alt. tillférsel av rengéring
kalvningsmiljon)? nytt stro)
Hur ofta sker detta? 1 2 1 2 1 2 1 2
(1. mellan varje kalvning, 2.
Annat intervall (specificera)
Anvands kalvningsmiljon | Aldrig Enstaka Mindre ofta Ofta
nagon gang som sjukbox? ganger

Kalvmiljo:
Efter hur manga
timmar/dagar  skiljs

ko och kalv at?




Bilaga 1. Enkét — generella uppgifter om beséattningen

Vart flyttas kalven?
(Om olika — ungefar
hur stor andel for

varje alternativ)

Ensambox —
hur lange i
ensambox
innan grupp?

Kvar i
box

kalvn.

Gruppbox (hur manga i gruppen?)

Har kalvarna méjlighet till Ja

kontakt med andra djur &n sin
egen mor/jamnariga kalvar
under forsta levnadsveckan?

Nej

Hur utfodras kalvarna
forsta veckan efter
ramjolksperioden?

Diar ko

Diar amko

Napphink/
Hink/
Kalvamma

Ovrigt

I hur stor utstrackning
utfodras kalvarna med
karenstidsmjolk?

Aldrig

Sallan

Mindre ofta

Ofta

Vid vilken alder
utfodras kalvarna med
grovfoder for forsta
gangen?




Bilaga 2. Individuella uppgifter for ko-/kalvpar

Individuella uppgifter

Gard nummer:

Ko/kalv-par nummer:

Ifylles innan kalvning (besok 1)

Vilken kalv i ordningen
ar detta for kon?

Kons juverhalsoklass
(innan sinldggning)

Ar kon sintidsbehandlad
med antibiotika vid
senaste sinldggning?

Ja

Nej

Om ja — med vad?

Allméanbehandlades kon
med antibiotika under
foregaende laktation?

Ja

Nej

Om ja — med vad?

Ifylles 1 dag efter kalvning (besok 2)

Kalvningsdatum:

Nér flyttades kon till
kalvningsmiljon?
(datum) Om dygnet
innan kalvning — hur
manga timmar innan
kalvning flyttades kon)?

Ensambox | Gruppbox — hur manga Baspall Ovrigt
Kalvningsmiljo: andra djur i samma miljo?
Assisterad forlossning? | Nej Ja, assisterad utan Ja, assisterad med
veterindrinsats veterindrinsats
Kalvens kon Tjur Kviga
Har kalven diat kon? Ja Nej Vet g
Hur tillfordes ramjolk? | Sondning Diat — mor Tillfort via hink Ovrigt




Bilaga 2. Individuella uppgifter for ko-/kalvpar

Ifylles 7-10 dgr efter kalvning (besok 3)

Har kalven haft diarré Nej Ja, ej Ja, antibiotikabehandlad —
under de forsta 7 antibiotikabehandlad preparat:
dagarna?
Har kalven haft Nej Ja, ej Ja, antibiotikabehandlad —
luftvagsproblem under antibiotikabehandlad preparat:
de forsta 7 dagarna?
Har kon fatt nagon Nej Ja Om ja — med vilket preparat
antibiotikabehandling och vilket datum?
under tiden 2 veckor
fore kalvning — 7 dagar
efter kalvning?
Efter hur manga dagar
skildes ko och kalv at?
Vart flyttades kalven? Ensambox | Kvar i kalvn. Gruppbox — hur manga i gruppen?
box

Hur manga dagar har
kalven gatt i grupp vid
denna provtagning?

Hur manga dagar har
kalven haft tillgang till
grovfoder vid denna
provtagning?
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