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Inledning

ESBL-producerande tarmbakterier (extended spectrum betalactamase)ar ett stort och viaxande
problem Over varlden. Bakterierna sprids 6ver varlden nar manniskor reser och flyttar mellan olika
lander och dven djur (bade séllskapsdjur och livsmedelsproducerande djur) bar pa dem. ESBL-
bildande bakterier har en férmaga att sprida sig snabbt och dessutom &r dessa bakterier ofta
multiresistenta, vilket innebar att de ar resistenta mot flera olika antibiotikagrupper och detta gor att
de &r extra svara att behandla. Jag ar mycket intresserad i mikrobiologi och darfor valde jag att rikta
in mitt projektarbete pa det har omradet.

Det har varit valdigt spannande att fa arbeta med ett projekt som ar sa oerhort aktuellt. Forskare och
lakare uppmarksammar dessa speciella tarmbakterier och undersékningar gors dar man forsoker
hitta ett satt att minska spridningen pa ESBL-bildande bakterier. Under hdsten 2012 inleddes en stor
studie dar Smittskyddsinstitutet (SMI), Livsmedelsverket och Statens veterindrmedicinska anstalt
(SVA) tillsammans tanker utreda hur bakterier som producerar ESBL sprids i samhaéllet. Studien pagar
till och med ar 2014 och under perioden kommer avforingsprov fran 2000 friska personer samlas in
och SVA och livsmedelsverket kommer att analysera olika livsmedel, sasom gronsaker, kott och
vatten. Med hjalp av studien vill man fa en klarare bild pa hur situationen i samhallet ser ut nar det
galler antibiotikaresistenta tarmbakterier. Man vill ocksa fa en 6kad férstaelse hur spridningen av
dessa bakterier gar till.

Ar 2007 infordes anmalningsplikt for ESBL-producerande bakterier och darfér har man en relativt bra
uppfattning om hur manga som bar pa dessa bakterier varje ar. De senare aren har ESBL-bildande
bakterier 6kat med en skrammande takt. Bakterier med resistensmekanismen ESBL ar nu flera
ganger vanligare an de 6vriga anmalningspliktiga resistenta bakteriearter som till exempel
vancomycinresistenta enterokocker (VRE) och meticillinresistenta stafylokocker (MRSA). Ar 2012
rapporterades 7225 fall av ESBL-producerande bakterier hos manniska i Sverige. Samma ar fann man
2097 fall av MRSA.

Aven om resistensutvecklingen i Sverige ser allvarlig ut, &r vi ett land dir som har en lagre andel
ESBL-bildande bakterier an andra Europeiska lander. De allra flesta ESBL-producerande bakterier
patraffas i omradena kring stillahavsomradet, Asien och Sydamerika. SMI jobbar hart med att
kartldgga problemets utbredning och ett satt att forséka forhindra resistensutvecklingen ar att
minska anvandningen av bredspektrum antibiotika.

Forekomsten av ESBL-producerande bakterier hos hastar har ddremot inte varit klarlagd pa grund av
en lagre grad av provtagning av djur. Ar 2010 rapporterades 12 fynd av ESBL-producerande bakterier
hos hast i Sverige och sammanlagt har man hittat 33 fynd av ESBL-bildande bakterier mellan aren
2008 och 2011. Orsakerna till att spridningen av resistenta bakterier ar mindre hos hastar an hos
manniskor kan kanske ge oss ledtradar om vad vi borde forandra i humanvarden for att minska
spridningen av dessa bakterier bland méanniskor.
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Syfte

Syftet med mitt projektarbete ar att besvara fragestéllningen: Finns ESBL-producerande
tarmbakterier hos hastar i Blekinge? Jag har valt att arbeta med den metod som anvands mest inom
humanvarden, for att hitta ESBL-producerande bakterier hos manniskor. Darfor far jag dven en
oerhort bra inblick i hur man arbetar inom klinisk mikrobiologi och hur de senaste analysmetoderna
fungerar. Mitt projektarbete kommer att presenteras dels skriftligt och dels muntligt. Dessutom
kommer jag att géra en monter som ger en lattforstaelig bild dver hur mitt arbete har genomforts,
samt innehalla kortfattad fakta for att skapa en forstaelse av vad ESBL ér.

Teori

Vad ar ESBL?

ESBL ar ett enzym som bryter ner nyare betalaktamantibiotika, vilka utgor en viktig kategori av
bredspektrum antibiotika. Bakterierna som har den har mekanismen ar resistenta mot viktiga
antibiotika som till exempel penicilliner och cefalosporiner. Den har resistensutvecklingen ar valdigt
allvarlig, da dessa ar antibiotika som man anvander vid manga svara infektioner.

Definitionen av ESBL-producerande bakterier ar att de tillverkar ESBL som bryter ner tredje
generationens cefalosporiner och att genen for enzymet ar plasmidburen. Detta innebar att
egenskapen for att kunna producera ESBL inte sitter i bakteriernas kromosomer utan i cirkulara DNA-
fragment, sa kallade plasmider. Bakterier kan darfor latt sprida genen for ESBL mellan olika arter och
generationer. Det finns bakterier som ar naturligt
resistenta mot betalaktamantibiotika, sa kallat
kromosomalt resistenta. Det innebdr att de bar sina
resistentmekanismer i sitt kromosomala DNA. Dessa
bakterier har funnits lange och ar inget orosmoment, utan
det ar den skenade resistensutvecklingen dar bakterier
som tidigare slogs ut av antibiotika plotsligt borjar uppvisa
resistensmekanismer som ar det stora problemet i
sjukvarden.

Det ar gramnegativa stavar (huvudsakligen Escherichia

coli, Klebsiella pneumoniae och Proteus mirabilis) som bar
och sprider generna fér ESBL-produktion mellan sig. Bild 1 visar gramfargade Escherichia coli,
forstorade hundra ganger i mikroskop.

Hur hittar man ESBL (hur screenar man efter ESBL-producerande bakterier)?
Nar man soker efter ESBL-producerande bakterier anvander man sig av

en ESBL-specifik agarplatta. | den ESBL-specifika agarplattan, har man
tillsatt antibiotikumet Cefotaxim (med koncentrationen 1,0 mg/L) i
agarn. De bakterier som klarar av att sta emot antibiotikumet och vaxa,
kan férvantas vara ESBL-producerade, men for att kunna ge ett sdkert
resultat, gor man fortsatta tester med bakterien (se lappdiffusion).

Bild 2 forestaller en ESBL-specifik agarplatta med riklig tillvaxt av ESBL-
producerande bakterier.
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Vad ér lappdiffusion?

For att sdkert kunna avgdra om en bakterie ar resistent mot antibiotika,
anvander man sig av lappdiffusionsteknik. Lappdiffusionsteknik gar ut pa
att man har sma runda porosa filterpapper, som ar indrankta med
antibiotika. Nar dessa sa kallade diskar placeras pa en agarplatta, dar man
har strukit pa ett jamt lager med bakterier, diffunderar antibiotikumet ut i
agarn. Det blir pa sa vis en spridning av antibiotika med formen av en cirkel,
dar koncentrationen ar lagst langst ut i kanterna och hogst i mitten, nara
disken. Ju narmare antibiotikadisken bakterien klarar av att vaxa desto mer

resistent ar den.

For att fa en jamfoérbar metod i olika lander, har man infort ett matsystem. Detta matsystem gar ut
pa att man mater diametern pa det fria omradet kring antibiotikadisken. Det finns en internationell
databas dar man har samlat sa kallade MIC-varden (Minimum Inhibitory Concentration). Varje
bakterie har tillsammans med varje enskilt antibiotikum ett speciellt MIC-virde och en utifran detta
framtagen zondiametergrans som avgdér om en bakterieska klassas som antibiotikaresistent eller inte.

Nar man misstanker att man har hittat en ESBL-bildande bakterie, anvander man sig av speciella
filterpapper, dar man férutom ett antibiotikum har tillsatt klavulansyra. Klavulansyran inaktiverar
vissa enzymer och hindrar darfor antibiotikumet fran att brytas ner. Dock har klavulansyran ensam
ingen effekt mot bakterieinfektioner. Pa detta satt kan man fa ett tydligt svar pa om en bakterie bar
pa generna for ESBL-produktion.

Ett annat satt att beddma forekomst av antibiotikaresistens
ar att anvanda sig av speciella remsor (E-tester). Pa
baksidan av remsorna har man applicerat ett antibiotikum
med en stigande koncentration, i ena dnden av remsan ar
koncentrationen hég och i andra dnden valdigt |dg. Pa det
héar sattet kan man se hur hog antibiotikakoncentration som
bakterierna klarar av att vaxa i (se bild 4).

Bild 5 visar en normalkanslig Escherichia coli medan bild 6
visar en ESBL-producerande bakterie av samma art. Disk B
pa de bagge bilderna innehaller cefpodoxim, ett

antibiotikum tillhérande cefalosporingruppen, vilket normalt ar effektivt mot Escherichia coli (stor

zon pa bild 5). Pa bild 6 ar zonen daremot liten (=resistent). Disk A innehaller utéver cefpodoxim
klavulansyra vilket hdmmar ESBL och gor att zonen pa bild 6 ater blir stor. Detta ar ett sa kallat
positivt ESBL-test.
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Hur kan man artbestamma bakterier?

Uriselect 4 dr en chromogen platta, vilket innebar att
olika bakteriearter far olika farger nar de vaxer pa
plattan. Det ar inte riktigt klart vad Uriselect 4
innehaller, men huvudsakligen ror det sig om
sockerarter som vissa bakterier kan jasa medan

andra inte gor det. Utover detta innehaller agarn
indikatorer som ger fargomslag utifran den enskilda bakteriens

jasningsmonster. Exempelvis, bildar Escherichia coli rosa kolonier pa
Uriselect 4 och detta innebar att bakterien producerar beta-galaktosidas. Bilderna visar ett urinprov
(till vanster) och ett faecesprov (till hoger) som ar utodlade pa Uriselect 4, de rosa kolonierna av
Escherichia coli syns tydligt.

Uriselect 4 ger en bra hanvisning om vilken bakterie som man undersdker, men for att kunna vara
saker pa vilken art det &r, anvander man sig av MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization — Time Of Flight). MALDI-TOF &r en metod som inom sjukvarden anvands for
att artbestamma bakterier och jastsvampar. Metoden dr en masspektrometri dar en laser joniserar
proteinerna i provet som darefter leds in i ett elektrostatiskt falt till en massanalysator. De lattaste
proteinerna kommer att fa upp en hogre hastighet och kommer att na detektorn snabbare dn de
tyngre och storre proteinerna. En dator laser av i vilken ordning som proteinerna kommer och bildar
utifran detta ett masspektrum som jamfors med ett referensspektrum. Nar datorn har gjort en
jamforelse, far man fram ett scorevarde fran 0 till 3. Ett scorevadrde som ligger 6ver 2 betraktas som
en tillforlitlig artbestamning, medan ett varde under 1,7 anses som valdigt osakert.
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Metod

Jag har valt att anvanda mig av moderna metoder som idag anvands rutinmdssigt inom
humanvarden. For mig var det en valdigt viktig del i projektarbetet, att jag skulle fa en inblick och
forstaelse i hur man arbetar inom mikrobiologi.

Provinsamling, odling och artbestamning av bakterier

e Trackprover fran fyrtio hastar samlades in med copan-pinnar.

e Varje prov stroks ut pa en Uriselect 4 och en ESBL-specifik agarplatta.

e Daérefter sattes agarplattorna i varmeskap med temperaturen 35 °C.

e Efter sexton timmar togs stéllet med agarplattorna ut ur varmeskapet.

e Varje agarplatta granskades noggrant.

e P3 Uriselect 4 soktes koliform vaxt (framfor allt E.coli), som uttryckte sig som rosa sma
kolonier pa agarplattan.

e P3 ESBL-plattan soktes bakterier som klarade av att motsta antibiotikumet.

e Under hela arbetets gang odlades och undersoktes positiva kontroller, som redan innan
konstaterats innehalla ESBL-producerande bakterier.

e Fran de Uriselect 4, dar det misstanktes vaxa koliform vaxt, gjordesMALDI-TOF.

e Innan proven sattes for analys i MALDI-TOF, applicerades proven pa en speciell analysplatta,
Target Plate.

e Ovanpa varje bakterieprov applicerades Matrix (en lattflyktig organisk substans).

e Proven analyserades och svar erholls.

Lappdiffusion

Nedanstaende teknik anvdnds om man hittar bakterierkolonier pa den ESBL-specifika agarplattan. Da
ingen av proverna i den har undersékningen inneholl ESBL-producerande bakterier, kunde jag endast
fortsatta att arbeta med de positiva kontrollerna.

e Vid misstanke om tillvaxt av ESBL-producerande bakterier, utfordes ett lappdiffusionstest.

e Proven blandades forst med natriumklorid.

e Med hjélp av instrumentet DensiCheck kontrollerades att koncentrationen var mellan 0,4 och
0,6 McFarland.

e Blandningen stroks ut i ett jamt lager 6ver en speciell agarplatta vid namn Mueller Hinton.

e Pa agarplattorna placerades sedan antibiotikadiskar och E-tester.

e Efter sexton timmar i varmeskap, studerades tillvdxten pa varje agarplatta och storleken pa
zonerna kring antibiotikadiskar och E-tester noterades.

Resultat

Ingen av de fyrtio proverna var positiv, vilket innebar att ingen av de undersokta hastarna bar pa
ESBL-producerande tarmbakterier (se bilaga 1).
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Diskussion

Av de fyrtio proverna som jag samlade in, var ingen positivt foér ESBL. Jag forsokte ta slumpmassiga
stickprov som var utspridda 6ver Blekinge, darfor skulle man kunna dra slutsatsen att det inte ar
vanligt med ESBL-producerande tarmbakterier hos hastar i Blekinge. For att kunna ge ett mer
noggrant resultat, bor man géra en dnnu stérre undersékning med annu fler hastar.

Varfor ar det inte sa vanligt med ESBL-bildande bakterier hos hastar som hos manniskor? Man har
sett tydliga kopplingar mellan hég antibiotikaanvandning och stor spridning av multiresistenta
bakterier. Malet ar att man ska forséka minska anvandningen av antibiotika hos bade méanniskor och
djur. Under 2011 registrerade man en minskad forsaljning av alla antibiotikaklasser och det for alla
djurslag. Ar 2011 saldes 64,4 ton antibiotika till manniskor och samma ar saldes 12,3 ton till djur.
Detta ocksa skulle kunna vara en bidragande orsak till att ESBL-bildande tarmbakterier inte &r lika
vanligt férekommande hos hastar som hos manniskor.

Enligt en lokal veterinar i Blekinge, Lars Hegestad, har man under en period minskat anvandningen
och nu de senaste aren har man helt slutat anvanda betalaktamantibiotika hos hastar. Detta kan vara
ytterligare en bidragande orsak till att antalet hastar som béar pa bakterier med dessa gener ar
relativt fa.

ESBL-producerade bakterier ar ett globalt problem pa sa satt att de sprids snabbt 6ver hela varlden.
Manniskor reser pa semestrar och rakar fa i sig ESBL-bildande bakterier. Sedan tar manniskorna med
sig dessa bakterier hem. Aven om Sverige &r ett land som jobbar flitigt med att minska anvandningen
av antibiotika, sa drabbas vi av att man inte har kommit lika langt i utvecklingen i lander som
tillexempel Egypten. Hastar &r inte ute och reser pa samma satt som méanniskor och darfor utsatts
inte de av olika bakterier pa samma satt som manniskor.

Metoden for att hitta ESBL-producerade bakterier, ar val framarbetad och relativt enkel att
genomfora. Den ar standardiserad och reproducerbar, vilket innebar att man ska kunna géra om
testet igen och fa samma svar pa samma bakterie. Detta ar valdigt viktigt, for att kunna fa en bra bild
pa hur resistentmekanismerna férekommer i Sverige och i andra lander. Man ska exempelvis kunna
genomfora ett test har i Blekinge och fa samma resultat som nagon som utfér testet i Spanien.

N&r man gor ett stort arbete, ar det valdigt viktigt att man ar kallkritisk och noggrann med att
kdllorna dels ar trovardiga och att de stammer 6verens. Jag har forsokt att ha ett kallkritiskt
arbetssatt och darfor har jag anvant mig av kallor som myndigheter och andra erkdnda faktabaser,
som till exempel nationalencyklopedin.

Tack!

Jag skulle vilja tacka Oskar Ekelund, lakare pa Mikrobiologen i Karlskrona, for allt stéd i samband med
projektarbetet. Dessutom vill jag ocksa tacka all personal pa Mikrobiologen i Karlskrona for ert
intresse och vanliga bemotande.
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Kallforteckning

http://www.jordbruksverket.se/amnesomraden/djur/sjukdomarhosdjur/antibiotikaresistens/esbl.4.5
10b667f12d3729f91d80004008.html

http://www.socialstyrelsen.se/smittskydd/sjukdomar/smittsammasjukdomarochsmittamnen/esbl

http://www.smittskyddsinstitutet.se/sjukdomar/esbl/

http://www.sva.se/sv/Mer-om-SVA1/Publikationer/Antibiotikaresistens/SVARM-
rapporter/Sammanfattning-2011/

http://www.smittskyddsinstitutet.se/presstjanst/pressmeddelanden-och-pressinbjudningar/2012/2-
000-avforingsprov-ska-ge-svar-om-resistenta-bakterier/

http://www.smittskyddsinstitutet.se/amnesomraden/antibiotikaresistens/kunskapsunderlag/esbl-
resistens-hos-tarmbakterier/

http://www.smittskyddsinstitutet.se/upload/Publikationer/antibiotika-och-vardhygien/ESBL-
resistens-tarmbakterie-forslag-till-atgardsprogramt.pdf

http://www.strama.se/dyn/,12,,.html

http://www.ne.se/betalaktamantibiotika

http://www.ne.se/betalaktamaser

http://www.ne.se/lang/multiresistent-bakterie?i h word=esbl

http://www.ne.se/lang/resistensutveckling

http://www.ne.se/resistensbest%C3%A4mning

http://www.ne.se/lang/cefalosporiner

http://www.scb.se/Statistik/JO/J00107/2010M06/J00107 2010M06 SM JO24SM1101.pdf

http://www.smittskyddsinstitutet.se/statistik/extended-spectrum-beta-lactamase-esbl/

http://www.smittskyddsinstitutet.se/statistik/meticillinresistenta-gula-stafylokocker-mrsa/

http://www.eucast.org/

SVARM 2011, Swedish Antimicrobial Resistance Monitoring. The National Veterinary Institute (SVA),
Uppsala, Sweden, 2012.

SWEDRES 2011, A Report on Swedish Antibiotic Utilisation and Resistance in Human Medicine.
Swedish Institute for Communicable Disease Control (SMI), Stockholm, Sweden, 2012
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Bilaga 1

Tabellen visar resultaten for varje prov pa bade Uriselect-plattan och ESBL-plattan.

Uriselect 4 ESBL-platta

2 E.coli -

4 E.coli -

8 E.coli -

10 E.coli -

12 - -

14 E.coli -

16 E.coli -

18 - -

20 E.coli -

22 E.coli -

26 E.coli -

30 E.coli -

32 E.coli -

34 E.coli -

36 E.coli -

38 E.coli -

40 E.coli -




