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Forord

Antibiotikaresistens &r ett av de storsta hoten mot folkhalsan. Ett av de allvarlig-
aste resistensproblemen &r sa kallade ESBL-bildande tarmbakterier, vilka pavisas
i 0kande omfattning inom sjukvarden och samhallet. For att battre forsta hur
denna typ av antibiotikaresistens sprids och for att kunna sétta in relevanta hante-
ringsatgarder, behovs kunskap om forekomsten av dessa bakterier hos manniska,
djur, i livsmedel och miljon samt om ESBL-bildande tarmbakterier fran olika
provtyper dr av samma slag. Resistensproblemet maste darfor ses ur ett tvar-
sektoriellt, "one health — one medicine”- perspektiv och hanteras i samverkan
mellan myndigheter i livsmedelskedjan, inom sjukvarden och den yttre miljon.
Mot denna bakgrund genomfor Livsmedelsverket, Statens veterindrmedicinska
anstalt (SVA) och Smittskyddsinstitutet ett kunskapsuppbyggande projekt: ”Anti-
biotikaresistens — Livsmedels roll som ké&lla och spridningsvag fér ESBL-bildande
tarmbakterier och potentiell betydelse for folkhdlsan”. Projektet avslutas 2014 och
finansieras av MSB-anslag 2:4 krisberedskap som ett led i att starka den nationella
krisberedskapen pa omradet.

Ett av delprojekten &r denna pilotstudie som har genomforts med syfte att 6ka
kunskapen om forekomst och halter av ESBL-bildande E. coli-bakterier i svenskt
ravatten och darmed fa en indikation pa spridning av dessa bakterier i miljon.
Livsmedelsverket har ansvarat for insamling av ravattenprover och for isolering
och haltbestamning av ESBL-bildande E. coli. SVA har ansvarat for antibiotika-
resistensbestamning och molekylar karakterisering av gjorda fynd fran dessa
prover.
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Summary

This pilot study, performed by the National Food Agency and the National Veterinary
Institute of Sweden, investigated the occurrence and concentrations in Swedish raw
water of E. coli capable of producing extended spectrum beta-lactamases (ESBL) or
transferable AmpC beta-lactamases (pAmpC).

E. coli and other Enterobacteriaceae producing ESBL or pAmpC are a rapidly
emerging public health problem, as they produce enzymes that hydrolyse clinically
important antibiotics such as penicillins, cephalosporins and some carbapenems.

The presence of ESBL/pAmpC-producing bacteria is increasingly being reported in
humans, food-producing animals and food. As yet, few studies have addressed the
occurrence and the impact of ESBL-producing bacteria in water samples, e.g. raw
water.

A total of 98 1-L samples of surface water were collected from February 2012
to November 2012 at five Swedish water treatment plants that normally have a rela-
tively high prevalence and concentration of E. coli bacteria. ESBL/pAmpC-producing
E. coli were isolated from samples of raw water after selective culture with cefo-
taxime and the isolates were characterised phenotypically and using different mole-
cular methods. The concentration of ESBL/pAmpC-producing E. coli was determined
in follow-up samples of raw water collected on three occasions in January-February
2013 at the two water treatment plants with the highest frequency of ESBL/pAmpC-
producing E. coli in the raw water.

ESBL/pAmpC-producing E. coli were commonly found in raw water from two
of the five water treatment plants studied, showing that resistant bacteria are spread in
the environment. The prevalence varied depending on the surface water source. How-
ever, the concentration of the resistant bacteria was low, 1-3 cfu per 100 mL, consti-
tuting approximately 4% of the total amount of E. coli bacteria in the respective raw
water sample. The resistant bacteria were found in surface water, which is treated to
meet drinking water standards. No E. coli bacteria were found in drinking water
samples collected within the sampling programmes of the participating water treat-
ment plants during 2012.

Six types of ESBL/pAmpC genes were found in the 27 E. coli isolates obtained
from the positive samples, of which four were found during the whole sampling
period and were prevalent in samples taken at more than one water treatment plant. In
addition, the genes were situated on various types of plasmids and most E. coli
isolates were not closely related, indicating high diversity among the ESBL/pAmpC-
producing E. coli found in the water samples. The combinations of ESBL genes,
plasmids and E. coli isolates were partly similar to previous findings primarily in
humans, but also in food-producing animals and food. Similar studies on the preva-
lence of ESBL/pAmpC-producing E. coli in various foods, in healthy people and in
patients in Sweden are currently underway in collaboration with the Swedish Institute
for Communicable Disease. The aim of the main project is to compare the data from
studies such as this on raw water with similar data obtained from different popula-
tions, thereby increasing knowledge on the impact of various sources and dissemina-
tion routes for this type of antibiotic resistance.



Sammanfattning

Livsmedelsverket och Statens veterindrmedicinska anstalt har i denna pilotstudie
undersokt forekomst och halter av antibiotikaresistenta, sa kallade ESBL-bildande

E. coli i svenskt ravatten med syfte att fa en indikation pa hur stor spridningen av
dessa bakterier ar i miljon. Ravatten ar det vatten som ska bli dricksvatten och ar
antingen ytvatten fran sjoar och vattendrag eller grundvatten fran gravda eller borrade
brunnar i marken.

Ett av de allvarligaste globala folkhalsoproblemen &r infektioner orsakade av
tarmbakterier som bildar enzymet ESBL. Dessa bakterier ar resistenta mot de kliniskt
viktiga antibiotikagrupperna penicilliner, cefalosporiner och i vissa fall karbapene-
mer. E. coli och andra tarmbakterier ur familjen Enterobacteriaceae som bildar ESBL
pavisas i 6kande omfattning hos manniska, livsmedelsproducerande djur och i livs-
medel. Kunskapen om forekomsten och betydelsen av resistenta bakterier i vatten &r
dock overlag bristfallig.

Totalt 98 enlitersprov av ravatten samlades in fortlopande fran februari till
november 2012 vid fem svenska vattenverk som samtliga brukar ha forhallandevis
hog forekomst och halt av E. coli-bakterier i ravattnet. Forekomsten av ESBL-
bildande E. coli i ravattenproven undersoktes med en selektiv odlingsmetod och
framodlade bakterier art- och resistensbestimdes samt karakteriserades darefter med
molekyl&ra metoder. Halten E. coli med respektive utan ESBL-enzym bestdmdes i
uppféljningsprov tagna vid tre tillfallen i januari-februari 2013 i ravatten fran de tva
vattenverken som hade flest prov positiva for ESBL-bildande E. coli.

ESBL-bildande E. coli var vanligt forekommande i ravattenprov fran tva av de
fem medverkande vattenverken. Férekomsten varierade beroende pa vilken vattentékt
ravattnet kom fran. Halten ESBL-bildande E. coli i ravattenproven var dock lag;

1-3 cfu per 100 mL, vilket utgjorde i i genomsnitt cirka 4 procent av totala mangden
E. coli fran samma ravattenprov. Fynden har gjorts i ravatten, som innan det kan kon-
sumeras som dricksvatten forst ska beredas i olika steg i vattenverken i syfte att géra
dricksvattnet halsomassigt sakert. Inga E. coli, resistenta som icke resistenta, pavisa-
des i prov fran utgaende dricksvatten tagna i de medverkande vattenverkens egen
kontroll under 2012.

| de totalt 27 E. coli-isolaten fran ravattenproven pavisades sex olika ESBL-
genvarianter, varav fyra var spridda 6ver hela provtagningsperioden och férekom
i prov fran fler an ett vattenverk. Detta, samt att generna var beldgna pa flera olika
typer av plasmider och att de flesta E. coli-isolaten inte var narbeslaktade, tyder pa
hdg diversitet bland fynden av ESBL-bildande E. coli i vattenproven. De kombina-
tioner av ESBL-gener, plasmider och E. coli-isolat som pavisades i ravatten var till
viss del av samma slag som tidigare rapporterats framfor allt frin manniska, men
aven fran livsmedelsproducerande djur och livsmedel. Studier om férekomst av
ESBL-bildande E. coli i olika livsmedel och hos friska och sjuka manniskor i Sverige
pagar for narvarande tillsammans med Smittskyddsinstitutet inom ramen fér samma
projekt. Malet ar att jamfora resistensdata fran vatten sasom dessa med motsvarande
data fran olika provtyper och diarmed 6ka kunskapen om olika kallors och spridnings-
végars betydelse for denna typ av antibiotikaresistens.



Inledning

Syfte

Syftet med pilotstudien var att understka forekomst och halter av cefalosporin-
resistenta, sa kallade ESBL-bildande E. coli i ravatten fran fem vattenverk i
Sverige. Studien syftade dven till att identifiera och karakterisera gener for pro-
duktion av ESBL hos E. coli som isolerats fran ravattenproven samt att undersoka
slaktskap hos ESBL-plasmiderna respektive hos E. coli-isolaten fran dessa prov.

Forekomst av ESBL-bildande E. coli i ravatten ar en indikation pa spridning
av dessa bakterier i miljon. Saledes bidrar studien till att battre forsta kretsloppet
for hur denna typ av antibiotikaresistens sprids i samhallet.

ESBL-bildande tarmbakterier

E. coli och andra gramnegativa tarmbakterier som bildar “extended spectrum
betalactamase” (ESBL) &r resistenta mot de kliniskt viktiga antibiotikagrupperna
penicilliner, cefalosporiner och i vissa fall karbapenemer. ESBL dr enzymer som
bryter ner betalaktam, den reaktiva delen av dessa sa kallade betalaktamantibio-
tika. Gener for ESBL-produktion (bla) ar ofta belagna pa rorliga genetiska
element sasom plasmider, vilket innebar att resistensen kan dverforas mellan olika
tarmbakterier framst inom familjen Enterobacteriaceae. ESBL-plasmiderna inne-
haller ofta &ven andra resistensgener, vilket gor att tarmbakterier med ESBL ofta
ar multiresistenta, det vill sdga resistenta mot tre eller fler antibiotikaklasser.
Darmed riskerar infektioner orsakade av dessa bakterier att bli mer svarbehand-
lade.

Det finns manga varianter av ESBL med varierande férmaga att bryta ned
olika betalaktamantibiotika. Inom humanmedicinen i Norden goérs sedan 2009
foljande indelning av ESBL-typerna (Giske et al. 2009):

e ESBL A omfattar de klassiska ESBL-enzymerna som bryter ned tredje och
fjarde generationens cefalosporiner, men inte karbapenemer eller cefamyciner.
ESBLA hdammas av klavulansyra och delas in i grupper bestaende av olika
enzymvarianter: CTX-M-enzymer som kodas av blacrx-vm-gener, TEM som
kodas av blargm och SHV som kodas av blasny.

e ESBL\ omfattar plasmidburna AmpC-betalaktamaser (pAmpC), som bryter
ned tredje generationens cefalosporiner och cefamyciner, men inte fjarde
generationens cefalosporiner eller karbapenemer. ESBLy,, som hdmmas av
kloxacillin men inte klavulansyra, bestar av flera enzymfamiljer daribland
CMY-enzymer som kodas av blacyy-gener. Utanfér Norden bendmns ESBLy
som pAmpC (EFSA 2011).

o ESBLcarsa omfattar karbapenemaser (t ex KPC), metallobetalaktamaser (t ex
VIM, NDM, IMP) och oxacillinaser (OXA). ESBLcarsa ger resistens mot alla
betalaktamantibiotika inklusive karbapenemer, som ar sérskilt viktiga inom



humansjukvarden. Utanfor Norden bendamns ESBLcarsa SOM karbapenemaser
(EFSA 2011).

ESBL - manniska

ESBL-bildande tarmbakterier som orsakar infektioner &r ett av de allvarligaste
globala folkhalsoproblemen. Den huvudsakliga uppkomsten och spridningen av
ESBL-bildande tarmbakterier inom humansjukvarden bedéms vara kopplad till
anvandning av antibiotika till ménniskor (framforallt cefalosporiner med brett
spektrum) och spridning av infektioner mellan manniskor (van de Sande-
Bruinsma et al. 2008). | Sverige &r resistenslaget battre an i manga andra lander,
men dven har har forekomsten av ESBL-bildande tarmbakterier 6kat. Fynd hos
manniska (fran infektioner med ESBL-bildande Enterobacteriaceae liksom fran
screeningodlingar hos symptomfria) ar sedan 2007 anmalningspliktigt for kliniska
laboratorier enligt smittskyddslagen och sedan dess har antalet rapporterade fall
varje ar 6kat med i snitt cirka 25 procent (SMI 2013). Under 2011 var incidensen
av ESBL-bildande Enterobacteriaceae 60 fall per 100 000 invanare. De flesta
fynden gjordes i urinprover (63 procent) och E. coli med ESBL utgjorde

87 procent av samtliga 5667 rapporterade fall. ESBLa av typen CTX-M (framst
CTX-M-15) rapporterades mest frekvent (SWEDRES 2011). Fynd av
ESBLcarea-bildande Enterobacteriaceae, for vilka bade anmélningsplikt och
smittsparningsplikt foreligger, har rapporterats i ett fyrtiotal fall fram till 2012.
Majoriteten av fallen var kopplade till sjukhusvard utomlands i framforallt Indien,
Grekland och Irak (SMI 2013).

ESBL-bildande tarmbakterier kan ocksa utgora en del av normalfloran hos
maéanniskor utan att man blir sjuk. Tidigare undersokningar har visat att ungefar
2-5 procent av symptomfria ménniskor i Sverige &ar barare av tarmbakterier med
ESBL (Chabok et al. 2010; Stromdahl et al. 2011). Att vara symptomfri bérare ar
saledes inget problem i sig, men bakterierna i tarmen kan utgora en reservoar av
ESBL-gener som med tiden skulle kunna éverforas till sjukdomsframkallande
bakterier med svarbehandlade infektioner som foljd.

ESBL - livsmedelsproducerande djur och livsmedel*

ESBLA- och ESBLy-bildande Enterobacteriaceae, framforallt E. coli och salmo-
nella, pavisas i 6kande omfattning aven hos livsmedelsproducerande djur och i
livsmedel inom EU och ar framforallt vanliga hos slaktkyckling och pa kyckling-
kott (DANMAP 2011; EFSA 2011; Overdevest et al. 2011; Egea et al. 2012; Kola
et al. 2012). En nyligen gjord kartlaggning av ESBL-bildande E. coli pa kott som
importerats till Sverige visar i likhet med ovan namnda studier pa hog forekomst i
prov fran kycklingkott fran EU-lander utanfor Skandinavien (61 procent) och fran
Sydamerika (95 procent) (Egervarn et al. 2011). Fynd gjordes ocksa i prov fran
europeiskt kott av not och gris, men i mycket lagre omfattning an pa kycklingkott.

! Andelen (procent) ESBL-bildande E. coli avser selektiv odlingsmetod, d v s tillsats av cefalospo-
rin i odlingsmediet.



| E. coli fran europeiskt kycklingkott dominerade blactx.m-1 0ch blacmy-2
(Egervérn et al. 2011), vilka tillh6r de vanligast forekommande ESBL-generna
overlag hos isolat fran livsmedelsproducerande djur och livsmedel inom EU
(EFSA 2011). ESBLcarsa-bildande E. coli och salmonella isolerades nyligen

for forsta gangen fran djur inom EU, namligen fran gris och kyckling i Tyskland
(Fischer et al. 2012; Fischer et al. 2013). Tarmbakterier med ESBLcarsa har inte
pavisats i livsmedel.

ESBLa- och ESBLy-bildande E. coli ar ocksa vanligt forekommande i tarm-
innehall fran svensk slaktkyckling (54 procent; SVARM 2011) och pa svenskt
kycklingkott (44 procent; Borjesson et al. 2013). | Sverige anvénds dock inte
cefalosporiner inom uppfédningen av slaktkyckling och 6vrig antibiotikaanvand-
ning ar mycket begransad. Fynden beror troligtvis pa spridning av resistenta bak-
terier fran importerade avelsdjur (SVARM 2010). Indikationer pa sadan spridning
har ocksa rapporterats fran andra EU-lander (EFSA 2011). E. coli med ESBL har
ocksa pavisats i tarminnehall fran svenska slaktsvin (2 procent; SVARM 2011).
Daremot gjordes inga fynd av ESBL-bildande E. coli pa svenskt griskott eller i
tarminnehall fran svenska notkreatur vid det senaste resistensévervakningstillfallet
ar 2011 respektive 2009 (sammanfattat i SVARM 2011).

Kunskapen &r bristfallig om férekomsten och betydelsen av ESBL-bildande
Enterobacteriaceae pa vegetabilier (EFSA 2011). De fatal studier med selektiv
odlingsmetod som gjorts visar pa lag forekomst (Egea et al. 2011; Reuland et al.
2011). For att 6ka kunskapen pa omradet genomfor Livsmedelsverket, SVA och
Smittskyddsinstitutet under 2012-2014 en storre kartlaggning av ESBL-bildande
E. coli pa inhemska och importerade bladgronsaker.

ESBL - vatten och miljon
Om E. coli med eller utan ESBL férekommer i sj0ar och vattendrag indikerar det
direkt eller indirekt férorening med avforing fran manniska och/eller djur, men det
innebdr inte nddvandigtvis att dessa bakterier ar sjukdomsframkallande eftersom
de allra flesta E. coli-stammar ar ofarliga. Vattenmiljon utgor dock en mojlig
spridningsvag for de resistenta bakterier som forekommer och den ger dessutom
bakterier fran olika populationer méjlighet att interagera och utbyta resistens-
gener. Tarm- och miljébakterier med ESBL som férekommer i sjéar och vatten-
drag kan saledes liksom resistenta bakterier i tarmen utgora en reservoar av
resistensgener som med tiden skulle kunna 6verforas till sjukdomsframkallande
bakterier och darigenom ytterligare bidra till spridningen av resistenta bakterier
i samhallet. Dessutom kan vattnet pa grund av fororening fran narliggande
utslappskallor sasom avloppsreningsverk innehalla antibiotika och tungmetaller
som kan selektera for resistenta bakterier (Baquero et al. 2008; Lupo et al. 2012;
Wellington et al. 2013). Selektion kan ske &ven vid de laga antibiotikakoncentra-
tioner som man generellt finner i miljon (Gullberg et al. 2011).

Kunskap om forekomsten och betydelsen av antibiotikaresistenta, ESBL-
bildande tarmbakterier i vatten ar dverlag bristfallig enligt EFSA? (2011). Fynd av
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E. coli med ESBL har nyligen rapporterats i vattenprov fran Svartan/Hjalmaren
(Jass och Olsson 2013). Nagon storre undersékning om ESBL-bildande tarm-
bakterier i svenska sjoar eller vattendrag har dock inte gjorts. ESBLa-bildande
Enterobacteriaceae framfor allt av typen CTX-M har under senare ar pavisats i
olika vattendrag i mellersta och sédra Europa (Dhanji et al. 2011; RIVM 2012;
Tacao et al. 2012; Zurfluh et al. 2013), Afrika (Chouchani et al. 2013) och Asien
(Kim et al. 2008; Chen et al. 2010). | endast en av dessa studier undersoktes fore-
komsten av ESBLy-bildande tarmbakterier. Ett fatal undersokningar visar dock
att dven Enterobacteriaceae med ESBLy av typen CMY-2 forekommer i vatten-
drag i exempelvis Kanada (Mataseje et al. 2009) och Korea (Kim et al. 2008).
ESBLcarea-bildande Enterobacteriaceae har nyligen pavisats i vattendrag i
exempelvis Schweiz (Zurfluh et al. 2013), Tunisien (Chouchani et al. 2013), USA
(Aubron et al. 2005) och Indien (Walsh et al. 2011). An mer orovéackande &r att
tarmbakterier med ESBL, inklusive ESBLcarea dven har pavisats i dricksvatten
fran omraden sdsom Sydostasien (Bhatta et al. 2007; Walsh et al. 2011) och
Centralafrika (De Boeck et al. 2012).

Fynd av ESBL-bildande tarmbakterier har ocksa rapporterats utanfor
Skandinavien i prov fran avloppsreningsverk och sjukhusavlopp (t ex Galvin et al.
2010; Reinthaler et al. 2010; Dolejska et al. 2011; Korzeniewska et al. 2013;
Wellington et al. 2013). Ytterligare en indikator pa att denna typ av resistenta
bakterier numera ar globalt spridd i miljon &r att resistenstypen &ven forekommer
hos tarmbakterier i faecesprov fran faglar och andra vilda djur i olika delar av
varlden (sammanfattning av Guenther et al. 2011; Hernandez et al. 2012), inklu-
sive fran faglar i Sverige (Bonnedahl et al. 2010; Wallensten et al. 2011).

Kommunala vattenverk

Ravatten

Ravaran till dricksvatten kallas ravatten och ar antingen ytvatten fran sjoar och
vattendrag eller grundvatten fran gravda eller borrade brunnar i marken. Cirka
halften av allt dricksvatten i Sverige bereds fran ytvatten i knappt 170 ytvatten-
verk (Svenskt-Vatten 2013). Dessa anlaggningar &r ofta stora och forsorjer bland
annat flera stora svenska stader. Dricksvattenforsorjningen i Sverige karakteri-
seras annars av manga sma anlaggningar. Det finns knappt 1500 grundvattenverk,
varav cirka 80 procent forsorjer farre &n 2000 personer med dricksvatten
(Svenskt-Vatten 2013). Knappt 130 vattenverk anvéander konstgjort grundvatten,
vilket framstalls genom att lata ytvatten infiltreras i marken, till exempel passera
genom en grusas (Svenskt-Vatten 2013). For att ravattnet ska raknas som grund-
vatten anser Livsmedelsverket att det behovs en infiltration som &r langre &n 14
dagar (Livsmedelsverket 2006).
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Beredning

Ravatten bereds till dricksvatten genom olika processteg i vattenverken. Bered-
ningens huvudsyfte &r att gora dricksvattnet halsomassigt sakert, framst ur mikro-
biologisk synpunkt. Vattenverken anvander i varierande omfattning olika avskil-
jande (féllning eller filtrering) och inaktiverande (desinfektion) sékerhetsbarriérer
for att motverka forekomsten av sjukdomsframkallande mikroorganismer i dricks-
vattnet. Eftersom ytvatten har en mer skiftande kvalitet jamfort med grundvatten
bade med avseende pa kemiska och mikrobiologiska féroreningar, har ytvatten-
verken ofta mer komplicerade beredningsprocesser (Svenskt-Vatten 2013).

Mikrobiologisk kontroll av ravatten och dricksvatten

En forutsattning for att bereda sékert dricksvatten &r att ha kunskap om ravattnets
kvalitet och dess variationer sa att beredningsprocessen kan optimeras. Kravet pa
att ta hansyn till ravattnets kvalitet nar man bereder dricksvattnet finns i Livsme-
delsverkets dricksvattenforeskrifter (SLVFS 2001:30), men de detaljkrav pa ra-
vattenundersékningar som fanns fore 2001 &r borttagna. Det ar alltsa upp till varje
verksamhetsutOvare att ta fram ett eget undersékningsprogram for att bestimma
sin ravattenkvalitet. Till stod finns en branschriktlinje fran Svenskt Vatten
(Svenskt-Vatten 2008).

Eftersom det ar omstandigt och kostnadskravande att pavisa sjukdomsfram-
kallande mikroorganismer, innebdr den I6pande kvalitetsévervakningen av dricks-
vatten hos de flesta vattenverk att folja férekomst och halt av bakteriella indikato-
rer sasom E. coli. Trots avsaknad av detaljkrav &r det manga dricksvatten-
producenter som rutinméssigt aven dvervakar sitt ravatten (Svenskt-Vatten
2008b). Antibiotikaresistens ingar dock inte i vattenverkens ordinarie analyser av
bakterier varken i ra- eller dricksvatten.
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Utforande

Val av vattenverk

Urvalet baserades pa data om forekomst av E. coli i ravattenprov tagna i den egna
kontrollen vid olika vattenverk i Sverige. Pilotstudien omfattade prov av ravatten
tagna vid fem vattenverk som samtliga brukar ha forhallandevis hog forekomst av
E. coli i ravattnet i halter om cirka 10-100 cfu/MPN per 100 mL (Tabell 1). Fyra
av de medverkande anldggningarna &r ytvattenverk med olika berednings-
processer och en av anlaggningarna (Skramsta) anvander konstgjort grundvatten
(Tabell 1).

Tabell 1. Forekomst av E. coli i ravattenprov tagna i den egna kontrollen under
2011 vid respektive medverkande vattenverk samt kort beskrivning av de olika
sékerhetsbarriarerna i respektive anlaggning.

Vattenverk/ | Typ av rdvat- | Avskiljande Inaktiverande | Antal | Andel Andel
Kommun ten beredningssteg | beredningssteg | prov | prov positiva
positiva | prov
for >10
E.coli" | E.coli"
/100 mL | /100 mL
Alelyckan/ | Ytvatten fran Kemisk fall- Klorering 155 92 % 89 %
Goteborg Gota lv eller | ning med
stad Delsjdarna efterféljande
kolfilter
Borg/ Norr- | Ytvatten fran Kemisk fall- Klorering 57 39 % 11%
kdpings sjon Glan ning med
kommun efterféljande
sedimentering,
kolfilter och
langsamfilter
Karlskrona/ | Ytvatten fran Kemisk fall- Klorering och | 18 100 % 44 %
Karlskrona | Lyckebyan ning med UV-ljus
kommun efterféljande
sandfilter
Langasjon/ | Ytvatten fran | Kemisk fall- UV-ljus 55 80 % 35%
Karlshamns | Langasjon ning med
kommun efterféljande
sedimentering
och sandfilter
Skramsta/ Konstgjort - Klorering 26° 96 % 92 %
Orebro grundvatten
kommun frdn Svartdn™

“Kvantifiering av E. coli-bakterier med membranfiltermetod (“colony forming units”, cfu per
100 mL) eller med MPN-metod ("most probable number”, MPN per 100 mL).
“Konstgjort grundvatten tillverkas genom >14 dagars infiltration av ytvatten frn Svartdn. Sjalva
infiltrationssteget foregas av kemisk fallning med efterféljande sedimentering och sandfilter.

“Prov tagna i den egna kontrollen 2010 och 2011.
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Provtagning

For kvalitativ bestamning av ESBL-bildande E. coli i ravatten togs prov vid
respektive vattenverk varannan vecka fran februari till november 2012 av respek-
tive deltagande vattenverks egen personal. Ravattenprov vid Skramsta vattenverk
togs fran Svartan, det vill sdga innan infiltrationssteget. FOr kvantitativ bestam-
ning av E. coli med och utan ESBL togs uppféljningsprov fran ravatten vid
Skramsta respektive Alelyckans vattenverk vid tre tillfallen i januari-februari
2013. Varje prov omfattade en liter ravatten, vilket fordelades pa tva stycken
sterila plastflaskor a 500 mL. Proven packades och skickades samma dag i isole-
rade lador med kylklampar till Livsmedelsverket.

Provhantering

Inkomna prov fran ravatten hanterades enligt Livsmedelsverkets instruktion for
provhantering pa Mikrobiologiska enheten, MI1-i052. Proven analyserades som
regel direkt vid ankomst, det vill séga inom ett dygn efter provtagningstillfallet.
Tre forsenade prov analyserades rumsvarma tva dagar efter provtagning och da
enbart for kvalitativ bestdamning, dvs ingen kvantifiering gjordes. Prov som mot-
togs mer an tva dygn efter provtagning analyserades daremot inte, utan exklude-
rades fran undersokningen.

Isolering av ESBL-bildande E. coli i ravatten

Detektion av ESBL-bildande E. coli i ravatten gjordes enligt Livsmedelsverkets
instruktion MI1-m196. Nedan foljer en dversiktlig beskrivning av analysmetoden,
en selektiv odlingsmetod som togs fram av Livsmedelsverket under pilotstudiens
forsta del.

Cirka en liter ravatten filtrerades genom 90 mm membranfilter med porstor-
leken 0,45 um. Filtret fordes Over till 270 mL buffrat peptonvatten med 1 pg/mL
cefotaxim och inkuberades vid 37°C i 18-24 h. Cirka 10 ul av anriknings-
buljongen spreds pa CHROMagar™ med 1 pg/mL cefotaxim (CHROMagar™
CTX) och CHROMagar™ ESBL. Agarplattorna inkuberades vid 37°C i 18-24 h.
Cefalosporinresistenta E. coli vaxer som rosa kolonier pa dessa plattor,
ESBLa-bild-ande E. coli vaxer pa bada plattyperna och ESBLy-bildande E. coli
enbart pA CHROMagar™ CTX. | forsta hand valdes en rosa koloni fran plattan
med CHROMagar™ CTX och om den inte inneh6ll nagra kolonier valdes en rosa
koloni fran plattan med CHROMagar™ ESBL. Artbestamning av renstrukna
kolonier gjordes med API20E och ESBL-produktion hos dessa verifierades feno-
typiskt med Etest®ESBL. Misstankta ESBLy-bildande E. coli testades vid SVA
med Etest®AmpC for att pavisa enzymet AmpC och alla verifierade ESBL-
bildande E. coli-isolat testades for karbapenemasproduktion med
Etest®Meropenem.
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Kvantifiering av ESBL-bildande E. coli i ravatten

Cirka 100 mL ravatten filtrerades enligt ovan. Samma forfarande upprepades tva
ganger. Varje filter fordes over till en av tva féjande plattyper: Chromocultagar™
med 1 pg/mL cefotaxim for bestdmning av halten ESBL (ESBL, eller ESBLy)-
bildande E. coli samt Chromocultagar™ utan tillsats av cefalosporin fér bestam-
ning av halten E. coli totalt i varje prov. Varje filter inkuberades pa respektive
platta vid 37°C i 18-24 h. E. coli-bakterier véxer som bla kolonier pa chromo-
cultagar. Misstéankta E. coli-kolonier raknades pa varje platta och halten ESBL-
bildande E. coli och totalhalten E. coli redovisades som cfu/100 mL. ESBL hos
de cefotaximresistenta isolaten verifierades till genfamiljsniva med multiplex-
PCR enligt nedan.

Karakterisering av ESBL-bildande E. coli i ravatten

Karakterisering av ESBL-bildande E. coli och tillhérande gener och plasmider
gjordes pa SVA enligt rekommenationer fran EFSA (2011).

Resistens mot fjorton antibiotika undersdktes med en mikrodilutionsmetod
enligt CLSIs standard (CLSI 2008) med VetMIC GN-mo paneler (SVA, Uppsala),
for bestdmning av lagsta hdmmande antibiotikakoncentration (MIC; mg/L). Epi-
demiologiska brytpunkter enligt EUCAST (2011) anvéndes for att klassificera
isolaten som resistenta eller kénsliga. Genfamiljer for ESBL-fenotyperna CTX-M,
SHV, TEM, OXA och CMY detekterades med multiplex-PCR (Perez-Perez och
Hanson 2002; Woodford et al. 2006; Fang et al. 2008) och specifika genvarianter
bestamdes med DNA-sekvensering (Hasman et al. 2005; Ryoo et al. 2005;
McGettigan et al. 2009; Borjesson et al. 2013). Sléktskap mellan bakterieisolaten
undersoktes med genotypningsmetoden MLST (“multilocus sequence typing”) for
att fa fram specifika sekvenstyper, ST (http://mist.ucc.ie). Slaktskap mellan olika
ESBL-plasmider understktes med PCR-baserad replikontyning, en metod som
delar in plasmider i inkompabilitetsgrupper (Inc) (Carattoli et al. 2005).
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Resultat

Forekomst av ESBL-bildande E. coli i ravatten

Prov av ravatten samlades in fortlopande fran februari till och med november

2012 fran de fem vattenverken. Sammanlagt analyserades 98 inkomna prov.

ESBL-bildande E. coli pavisades i 27 av proven, varav 25 togs vid tva av vatten-
verken (Tabell 2). De 6vriga tva positiva proven togs vid olika tillfallen och vid
olika vattenverk. Samtliga prov fran Karlskrona vattenverk var negativa, trots att
det historiskt sett har haft hdgst forekomst av E. coli i ravattnet (Tabell 1). De
flesta positiva prover togs under provinsamlingens forsta tredjedel, det vill sdga
under varen 2012 (Tabell 2).

Tabell 2. Pavisande (+/-) av ESBL-bildande E. coli i ravatten fran de fem med-

verkande vattenverken under perioden februari till november 2012. Skuggat falt

indikerar uteblivet provtagnings- och/eller analystillfalle.

Vattenverk

va7

Karlskrona

V7

v9

v1il

v13

v15

v17

v19

v21

v23

v25

v27

v29

v31

v33

v35

v37

v39

v4l

v43

v45

v48

Langasjon

+

Borg

+

Skramsta

+

Alelyckan

Halter av ESBL-bildande E. coli i ravatten

Halten E. coli med ESBL samt E. coli totalt bestdmdes vid tre senare tillfallen
i rvatten fran de tva vattenverken med flest prov positiva for ESBL-bildande
E. coli (Figur 1). ESBL-bildande E. coli pavisades i samtliga undersokta prov.
| de tre proven fran Skramsta vattenverk pavisades 1 cfu ESBL-bildande E. coli
per 100 mL ravatten, vilket utgjorde 1-4 procent av totala méangden E. coli. | mot-
svarande prov fran Alelyckans vattenverk pavisades ESBL-bildande E. coli i en
halt av 2-3 cfu per 100 mL, vilket utgjorde 3-8 procent av totala mangden E. coli

(Figur 1).
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Figur 1. Haltbestamning av E. coli med ESBL samt E. coli totalt i ravatten fran

Skramsta respektive Alelyckans vattenverk vid tre provtagningstillfallen i januari-

februari 2013.
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Karakterisering av ESBL-bildande E. coli i ravatten

Hos de 27 ESBL-bildande E. coli som pavisats i ravattenproven 2012 identifiera-
des totalt sex ESBL-gener, varav de vanligaste var blactx-m-15 0ch blacmy-2 (Figur
2, Tabell 3). Fynd av E. coli med de fyra vanligast férekommande ESBL-generna
var spridda éver hela provtagningsperioden och gjordes i ravatten fran bada
vattenverken med hogst frekvens prov positiva for ESBL-bildande E. coli

(Tabell 3). | vissa prov pavisades aven blarem.1 eller blaoxa.1, som ar gener for
betalaktamaser men utan utvidgat spektrum (Tabell 3).
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n=3

Figur 2. Fordelning av de ESBL (bla)-gener som aterfanns hos de 27 ESBL-
bildande E. coli i ravatten fran de medverkande vattenverken. Genvarianterna
blactx-m-28 0ch blacTx-m-15 Skiljer sig i enbart ett DNA-baspar.

ESBL-generna blacTx.m.1 0ch blacmy-2 var oftast belagna pa plasmider tillnérande
replikontyp incl1 (Tabell 3). Aven vissa E. coli med blactx.m-15 bar ESBL-genen
pa incl1-plasmider. Tva blactx.m.15-gener liksom bada blacTx.m-2s-generna var
belagna pa plasmider som var positiva for saval incFIB, incFIA som incFlI. For
knappt halften av blacTx.m-15-generna liksom en blacyy-2-gen och bada pavisade
blacTx-m-14-generna kunde replikontypen for tillhdrande plasmider inte bestdm-
mas.

Av de 27 ESBL-bildande E. coli som isolerats fran ravattenproven identifie-
rades 17 olika MLST-typer (Tabell 3). Av dessa var ST58, ST394 och ST648
vanligast forekommande. Ett av E. coli-isolaten med blacrx-m-15 tillhérde MLST-
typ ST131. Cirka 74 procent av de ESBL-bildande E. coli-isolaten var multi-
resistenta, det vill sdga resistenta mot tre eller fler antibiotikaklasser. Resistens
mot kinoloner, aminoglykosider och trimetoprim-sulfa var vanligast forekom-
mande. E. coli som innehéll blacrx-m-1 eller blacmy-2 var éverlag mer kénsliga mot
anti-biotika &n 6vriga ESBL-bildande E. coli-isolat. Tva av E. coli-isolaten, som
innehdll blacTx-m-14 respektive blasyy-12, var enbart k&nsliga mot colistin och
ytterligare ett antibiotikum (Tabell 3). Samtliga E. coli-isolat var kdnsliga mot
karbapenemen meropenem.
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Tabell 3. Karakterisering av ESBL-bildande E. coli pavisade i ravatten 2012:
genvarianter, plasmidreplikontyp, MLST-typ och antibiotikaresistensmonster.
Ampicillin (Am), cefotaxim (Ctx), ceftazidim (Caz), ciprofloxacin (Ci),
nalidixinsyra (Nal), chloramphenicol (Cm), florfenicol (Ff), gentamicin (Gm),
kanamycin (Km), streptomycin (Sm), tetracyclin (Tc), colistin (Cs), sulfa-
metoxazol (Su), trimetoprim (Tm). Brytpunkter for resistens mot visst
antibiotikum enligt EUCAST (2011).

Vattenverk | Tidpunkt | ESBL-gen Plasmid- MLST- | Resistensmonster utdver betalaktamre-
for prov- replikontyp typ sistens (Am, Ctx, Caz)
tagning

Skramsta v47 blacrx-m-1 11 ST10 -

Skramsta v48 blacrx-m-1 11 ST10 -

Alelyckan | v7 blactx-m-1 11 ST2178 | Sm, Su, Tm

Skramsta v31 blacrx-m-14 ej pavisad ST38 Sm, Tm

Alelyckan | v11 blactx.m.14 + blarem.s | €j pavisad ST38 Ci, Nal, Cm, Ff, Gm, Sm, Tc, Su, Tm

Alelyckan | v25 blactx.m-14+ blaems | FIB, FIA, FlI ST648 | Ci, Nal, Gm, Km, Tc, Su, Tm

Alelyckan | v39 blacrx-m-15 ej pavisad ST58 Ci

Alelyckan | v29 blactx-m-15 ej pavisad ST226 | Ci, Tc

Skramsta v37 blacrx-m-15 ej pavisad ST648 | Ci, Nal, Sm, Tc, Su, Tm

Alelyckan | v21 blactx-m-15 ej pavisad ST648 | Ci, Nal,Cm, Gm, Tc, Su, Tm

Skramsta v1l blactx-m-15 FIB, FIA, FII ST394 | Ci, Nal, Sm, Tc, Tm

Borg v13 blactx-m-15 12 ST3058 | Ci, Gm, Km

Skramsta v9 blactxm.15+ blagxas | Fll ST295 | Cm, Sm, Tc, Su, Tm

Alelyckan | v15 blactx.m.is + blarem.s | €j pavisad ST131 | Cm, Sm, Tc, Su, Tm

Skramsta v39 blactxm.15+ blatems | FIA ST405 | Ci,Nal, Tc, Tm

Alelyckan | v33 blactxm.15+ blatems | 11 ST62 Ci, Nal, Sm, Tc, Tm

Alelyckan | v9 blactxm.15+ blatems | 11 ST746 | Cm, Gm, Km, Sm, Tc, Su, Tm

Skramsta v15 blactx-m-28 FIB, FIA, FII ST394 | Ci,Nal, Tc, Tm

Skramsta v13 blacTx-m-28 FIB, FIA, FII ST394 | Ci, Nal, Sm, Tc, Tm

Skramsta v17 blagyy.12 + blatem.1 ej pavisad ST224 | Ci, Nal, Cm, Gm, Km, Sm, Tc, Su, Tm

Alelyckan | v41 blacmy-2 11 ST58 Ci, Nal

Skramsta v45 blacmy-2 11 ST1432 | Cs

Skramsta v43 blacmy-2 11 ST3594 | -

Alelyckan | v31 blacpmy-2 + blatem-1 ej pavisad ST69 Sm, Tc, Su, Tm

Alelyckan | v17 blacpmy-2 + blatem-1 11 ST58 -

Langasjon | v33 blacyy-2 + blatem 11 ST58 Ci, Nal, Su

Alelyckan | v23 blacpmy-2 + blatem-1 K, FIB, FIA ST69 Sm, Su, Tm

“Negativ i sekvenseringen av tem-genfragmentet
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Diskussion

Multiresistenta, ESBL-bildande E. coli var vanligt férekommande i prov fran
ravatten fran tva av de fem medverkande vattenverken (Alelyckan respektive
Skramsta), vilket visar att denna typ av resistenta bakterier dven &r spridda i
miljon. Férekomsten av E. coli som bildar ESBL varierade dock beroende pa
vilken vattentakt ravattnet kom fran, eftersom bara enstaka fynd gjordes i prov
fran de tre andra vattentakterna.

| de totalt 27 E. coli som isolerats fran ravattenproven pavisades sex olika
ESBL-genvarianter, varav fyra var spridda 6ver hela provtagningsperioden och
forekom i prov fran fler an ett vattenverk. Detta, samt att generna var belagna pa
plasmider av flera olika replikontyper och att E. coli-isolaten tillnérde manga
olika MLST-typer, tyder pa hog diversitet bland fynden av ESBL-bildande E. coli
I vattenproven. Resistenta bakterier ar ett vaxande problem i samhéllet i stort och
resultaten &r orovackande ur den aspekten. Fynden har dock gjorts i ravatten, som
innan det kan konsumeras som dricksvatten forst ska beredas i olika steg i vatten-
verken i syfte att gora dricksvattnet halsomassigt sakert. E.coli och andra bakterier
ar normalt kéansliga for klor, UV-ljus eller ozon som anvénds pa ytvattenverk for
att inaktivera mikroorganismer fran ravattnet. Inga E. coli, resistenta som icke
resistenta, pavisades i prov fran utgaende dricksvatten tagna i de medverkande
vattenverkens egen kontroll under 2012 (ej visade data). Halten ESBL-bildande
E. coli i rAvattenproven som togs i denna pilotstudie var dessutom lag, 1-3 cfu per
100 mL. Andelen E. coli i ravatten som bildar ESBL var daremot hog jamfort med
vad som pavisats i exempelvis tarminnehall fran not, gris och kyckling; i genom-
snitt cirka 4 procent (denna studie) mot upp till 0,1 procent (Horton et al. 2011).

Fynden av ESBL-bildande E. coli i ravatten fran Svartan vid Skramsta vat-
tenverk bekraftar det tidigare gjorda enskilda fyndet av J. Jass et al. (2013) i
Svartan/Hjalmaren ar 2010. Att inte fler fynd av E. coli med ESBL gjordes i den
tidigare studien (Jass och Olsson 2013) kan bero pa att bakterierna isolerades utan
tillsats av cefalosporin i odlingsmediet, att olika provvolymer anvandes eller att
provtagningsplatserna inte var desamma. Olika provtagningsplatser (uppstroms
eller nedstroms fran utslappskallor sasom avloppsreningsverk, enskilda aviopp
eller djuruppfodning) innebér olika paverkan. I pilotstudien ingick dock inte att
identifiera de utslappskéllor som ar av storst betydelse for forekomsten av resi-
stenta bakterier i respektive ravatten.

Resultaten fran pilotstudien Gverensstammer med vad som rapporterats pa
andra hall inom EU med flera fynd av ESBL-bildande E. coli och andra Entero-
bacteriaceae i vattenprov fran floder i exempelvis Schweiz (Zurfluh et al. 2013),
Nederlanderna (RIVM 2012), Storbritannien (Dhanji et al. 2011) och Portugal
(Tacao et al. 2012). De vanligast forekommande generna av ESBLa-typ;
blactx-m-15, blacTx-m-1 0ch blacrx-m-14 Var vanliga &ven i denna pilotstudie. E. coli
med blacTx.m.15, den idag vanligaste ESBL-typen éverlag inom svensk sjukvard,
pavisades i 40 procent av de positiva ravattenproven. | ett fatal fall var blacrTx.m-
15-genen dessutom beldgen pa IncFll-plasmider eller sa tillhorde E. coli-isolatet
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ifraga MLST-typen ST131, vilket ar typiskt for de CTX-M-15-hildande isolat som
infekterar manniska (Naseer och Sundsfjord 2011).

En begransning i manga vattenkartlaggningar ar att endast férekomsten av
tarmbakterier med de klassiska ESBLa-enzymerna undersoks. Nagra av undan-
tagen &r kanadensiska och koreanska studier i vilka genen blacyy- har pavisats i
E. coli fran olika vattendrag (Kim et al. 2008; Mataseje et al. 2009). | denna pilot-
studie var E. coli med ESBLy av typen blacmy-2 vanligast forekommande efter
blacrx-m-15, Vilket visar att dven tarmbakterier med ESBLy bor inkluderas i fram-
tida undersokningar av ravatten och andra provtyper. Generna blacrx.u.1 och
blacmy-2 tillhor de vanligaste bland ESBLa- respektive ESBLy-bildande Entero-
bacteriaceae hos savil livsmedelsproducerande djur, livsmedel som manniska,
inom liksom utanfor Sveriges granser (EFSA 2011; Egervarn et al. 2011,
SWEDRES 2011; Borjesson et al. 2013; Borjesson et al. 2013). De bada gen-
varianterna var i de flesta fall belagna pa plasmider av replikontyp Incl1, en
gen/plasmid-kombination som tidigare har pavisats hos ESBL-bildande Entero-
bacteriaceae fran olika provtyper (Cloeckaert et al. 2010; Borjesson et al. 2013).

Sammanfattningsvis visar denna pilotstudie att férekomsten av ESBL-
bildande E. coli varierade beroende pa vattentakt och att bakterierna var vanligt
forekommande i ravattenprov fran tva av de fem medverkande vattenverken.
Halterna var dock laga. De kombinationer av ESBL-gener, plasmider och E. coli-
isolat som pavisades i ravatten var till viss del av samma slag som tidigare har
rapporterats framfor allt fran manniska, men dven fran livsmedelsproducerande
djur och livsmedel. For att fa en heltackande bild av laget avseende ESBL-
bildande E. coli och tillhérande gener i svenskt ravatten kravs dock en stérre
kartlaggning med analys av ravattenprov fran ytterligare vattenverk i Sverige.

For att 6ka kunskapen om olika vattenmiljoers roll som spridningsvag for
ESBL-bildande E. coli och som reservoar for tillhdrande ESBL-gener, behdver
resistensdata fran vatten sasom dessa koordineras med data fran motsvarande
studier om resistenslaget hos manniskor och djur i Sverige. Studier om foérekomst
av ESBL-bildande E. coli i olika livsmedel och hos friska och sjuka manniskor
pagar for narvarande inom ramen for samma projekt. Malet &r att jamfora ESBL-
gener, plasmider och E. coli-isolat fran olika provtyper och darmed 6ka kunskap-
en om olika kallors och spridningsvégars betydelse for denna typ av antibiotika-
resistens.
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Finansiering

Myndigheten for samhallsskydd och beredskap var huvudfinansiar och stod for
merparten av kostnaderna, inklusive utgifter for provmaterial och -transport,
metodutveckling och analyser. Utgifter i samband med provtagning bekostades av
respektive medverkande vattenverk.

Tack

Ett stort tack riktas till vattenverkspersonal vid Alelyckan, Borg, Karlskrona,
Langasjon och Skramsta for deltagande i provtagningen samt bidrag av ravatten-
prov och analysdata.
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	Förord
	Antibiotikaresistens är ett av de största hoten mot folkhälsan. Ett av de allvarligaste resistensproblemen är så kallade ESBL-bildande tarmbakterier, vilka påvisas i ökande omfattning inom sjukvården och samhället. För att bättre förstå hur denna typ av antibiotikaresistens sprids och för att kunna sätta in relevanta hanteringsåtgärder, behövs kunskap om förekomsten av dessa bakterier hos människa, djur, i livsmedel och miljön samt om ESBL-bildande tarmbakterier från olika provtyper är av samma slag. Resistensproblemet måste därför ses ur ett tvär-sektoriellt, ”one health – one medicine”- perspektiv och hanteras i samverkan mellan myndigheter i livsmedelskedjan, inom sjukvården och den yttre miljön. Mot denna bakgrund genomför Livsmedelsverket, Statens veterinärmedicinska anstalt (SVA) och Smittskyddsinstitutet ett kunskapsuppbyggande projekt: ”Antibiotikaresistens – Livsmedels roll som källa och spridningsväg för ESBL-bildande tarmbakterier och potentiell betydelse för folkhälsan”. Projektet avslutas 2014 och finansieras av MSB-anslag 2:4 krisberedskap som ett led i att stärka den nationella krisberedskapen på området.
	Ett av delprojekten är denna pilotstudie som har genomförts med syfte att öka kunskapen om förekomst och halter av ESBL-bildande E. coli-bakterier i svenskt råvatten och därmed få en indikation på spridning av dessa bakterier i miljön. Livsmedelsverket har ansvarat för insamling av råvattenprover och för isolering och haltbestämning av ESBL-bildande E. coli. SVA har ansvarat för antibiotika-resistensbestämning och molekylär karakterisering av gjorda fynd från dessa prover. 
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	Summary
	This pilot study, performed by the National Food Agency and the National Veterinary Institute of Sweden, investigated the occurrence and concentrations in Swedish raw water of E. coli capable of producing extended spectrum beta-lactamases (ESBL) or transferable AmpC beta-lactamases (pAmpC).
	E. coli and other Enterobacteriaceae producing ESBL or pAmpC are a rapidly emerging public health problem, as they produce enzymes that hydrolyse clinically important antibiotics such as penicillins, cephalosporins and some carbapenems. The presence of ESBL/pAmpC-producing bacteria is increasingly being reported in humans, food-producing animals and food. As yet, few studies have addressed the occurrence and the impact of ESBL-producing bacteria in water samples, e.g. raw water.
	A total of 98 1-L samples of surface water were collected from February 2012 to November 2012 at five Swedish water treatment plants that normally have a relatively high prevalence and concentration of E. coli bacteria. ESBL/pAmpC-producing E. coli were isolated from samples of raw water after selective culture with cefo-taxime and the isolates were characterised phenotypically and using different mole-cular methods. The concentration of ESBL/pAmpC-producing E. coli was determined in follow-up samples of raw water collected on three occasions in January-February 2013 at the two water treatment plants with the highest frequency of ESBL/pAmpC-producing E. coli in the raw water.
	ESBL/pAmpC-producing E. coli were commonly found in raw water from two of the five water treatment plants studied, showing that resistant bacteria are spread in the environment. The prevalence varied depending on the surface water source. However, the concentration of the resistant bacteria was low, 13 cfu per 100 mL, constituting approximately 4% of the total amount of E. coli bacteria in the respective raw water sample. The resistant bacteria were found in surface water, which is treated to meet drinking water standards. No E. coli bacteria were found in drinking water  samples collected within the sampling programmes of the participating water treatment plants during 2012.
	Six types of ESBL/pAmpC genes were found in the 27 E. coli isolates obtained from the positive samples, of which four were found during the whole sampling   period and were prevalent in samples taken at more than one water treatment plant. In addition, the genes were situated on various types of plasmids and most E. coli     isolates were not closely related, indicating high diversity among the ESBL/pAmpC-producing E. coli found in the water samples. The combinations of ESBL genes, plasmids and E. coli isolates were partly similar to previous findings primarily in  humans, but also in food-producing animals and food. Similar studies on the prevalence of ESBL/pAmpC-producing E. coli in various foods, in healthy people and in patients in Sweden are currently underway in collaboration with the Swedish Institute for Communicable Disease. The aim of the main project is to compare the data from studies such as this on raw water with similar data obtained from different populations, thereby increasing knowledge on the impact of various sources and dissemination routes for this type of antibiotic resistance.
	Sammanfattning
	Livsmedelsverket och Statens veterinärmedicinska anstalt har i denna pilotstudie undersökt förekomst och halter av antibiotikaresistenta, så kallade ESBL-bildande E. coli i svenskt råvatten med syfte att få en indikation på hur stor spridningen av dessa bakterier är i miljön. Råvatten är det vatten som ska bli dricksvatten och är antingen ytvatten från sjöar och vattendrag eller grundvatten från grävda eller borrade brunnar i marken. 
	Ett av de allvarligaste globala folkhälsoproblemen är infektioner orsakade av tarmbakterier som bildar enzymet ESBL. Dessa bakterier är resistenta mot de kliniskt viktiga antibiotikagrupperna penicilliner, cefalosporiner och i vissa fall karbapene-mer. E. coli och andra tarmbakterier ur familjen Enterobacteriaceae som bildar ESBL påvisas i ökande omfattning hos människa, livsmedelsproducerande djur och i livsmedel. Kunskapen om förekomsten och betydelsen av resistenta bakterier i vatten är dock överlag bristfällig.
	Totalt 98 enlitersprov av råvatten samlades in fortlöpande från februari till november 2012 vid fem svenska vattenverk som samtliga brukar ha förhållandevis hög förekomst och halt av E. coli-bakterier i råvattnet. Förekomsten av ESBL-bildande E. coli i råvattenproven undersöktes med en selektiv odlingsmetod och framodlade bakterier art- och resistensbestämdes samt karakteriserades därefter med molekylära metoder. Halten E. coli med respektive utan ESBL-enzym bestämdes i uppföljningsprov tagna vid tre tillfällen i januari-februari 2013 i råvatten från de två vattenverken som hade flest prov positiva för ESBL-bildande E. coli.
	ESBL-bildande E. coli var vanligt förekommande i råvattenprov från två av de fem medverkande vattenverken. Förekomsten varierade beroende på vilken vattentäkt råvattnet kom från. Halten ESBL-bildande E. coli i råvattenproven var dock låg; 13 cfu per 100 mL, vilket utgjorde i i genomsnitt cirka 4 procent av totala mängden E. coli från samma råvattenprov. Fynden har gjorts i råvatten, som innan det kan konsumeras som dricksvatten först ska beredas i olika steg i vattenverken i syfte att göra dricksvattnet hälsomässigt säkert. Inga E. coli, resistenta som icke resistenta, påvisades i prov från utgående dricksvatten tagna i de medverkande vattenverkens egen kontroll under 2012.
	I de totalt 27 E. coli-isolaten från råvattenproven påvisades sex olika ESBL-genvarianter, varav fyra var spridda över hela provtagningsperioden och förekom i prov från fler än ett vattenverk. Detta, samt att generna var belägna på flera olika typer av plasmider och att de flesta E. coli-isolaten inte var närbesläktade, tyder på hög diversitet bland fynden av ESBL-bildande E. coli i vattenproven. De kombina-tioner av ESBL-gener, plasmider och E. coli-isolat som påvisades i råvatten var till viss del av samma slag som tidigare rapporterats framför allt från människa, men även från livsmedelsproducerande djur och livsmedel. Studier om förekomst av ESBL-bildande E. coli i olika livsmedel och hos friska och sjuka människor i Sverige pågår för närvarande tillsammans med Smittskyddsinstitutet inom ramen för samma projekt. Målet är att jämföra resistensdata från vatten såsom dessa med motsvarande data från olika provtyper och därmed öka kunskapen om olika källors och spridningsvägars betydelse för denna typ av antibiotikaresistens. 
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	Syftet med pilotstudien var att undersöka förekomst och halter av cefalosporin- resistenta, så kallade ESBL-bildande E. coli i råvatten från fem vattenverk i     Sverige. Studien syftade även till att identifiera och karakterisera gener för produktion av ESBL hos E. coli som isolerats från råvattenproven samt att undersöka släktskap hos ESBL-plasmiderna respektive hos E. coli-isolaten från dessa prov.
	Förekomst av ESBL-bildande E. coli i råvatten är en indikation på spridning av dessa bakterier i miljön. Således bidrar studien till att bättre förstå kretsloppet för hur denna typ av antibiotikaresistens sprids i samhället.
	E. coli och andra gramnegativa tarmbakterier som bildar ”extended spectrum betalactamase” (ESBL) är resistenta mot de kliniskt viktiga antibiotikagrupperna penicilliner, cefalosporiner och i vissa fall karbapenemer. ESBL är enzymer som bryter ner betalaktam, den reaktiva delen av dessa så kallade betalaktamantibiotika. Gener för ESBL-produktion (bla) är ofta belägna på rörliga genetiska      element såsom plasmider, vilket innebär att resistensen kan överföras mellan olika tarmbakterier främst inom familjen Enterobacteriaceae. ESBL-plasmiderna innehåller ofta även andra resistensgener, vilket gör att tarmbakterier med ESBL ofta är multiresistenta, det vill säga resistenta mot tre eller fler antibiotikaklasser. Därmed riskerar infektioner orsakade av dessa bakterier att bli mer svårbehandlade.
	Det finns många varianter av ESBL med varierande förmåga att bryta ned olika betalaktamantibiotika.  Inom humanmedicinen i Norden görs sedan 2009 följande indelning av ESBL-typerna (Giske et al. 2009):
	 ESBLA omfattar de klassiska ESBL-enzymerna som bryter ned tredje och fjärde generationens cefalosporiner, men inte karbapenemer eller cefamyciner. ESBLA hämmas av klavulansyra och delas in i grupper bestående av olika enzymvarianter: CTX-M-enzymer som kodas av blaCTX-M-gener, TEM som kodas av blaTEM och SHV som kodas av blaSHV.   
	 ESBLM omfattar plasmidburna AmpC-betalaktamaser (pAmpC), som bryter ned tredje generationens cefalosporiner och cefamyciner, men inte fjärde generationens cefalosporiner eller karbapenemer. ESBLM, som hämmas av kloxacillin men inte klavulansyra, består av flera enzymfamiljer däribland CMY-enzymer som kodas av blaCMY-gener. Utanför Norden benämns ESBLM som pAmpC (EFSA 2011).
	 ESBLCARBA omfattar karbapenemaser (t ex KPC), metallobetalaktamaser (t ex VIM, NDM, IMP) och oxacillinaser (OXA). ESBLCARBA ger resistens mot alla betalaktamantibiotika inklusive karbapenemer, som är särskilt viktiga inom humansjukvården. Utanför Norden benämns ESBLCARBA som karbapenemaser (EFSA 2011).
	ESBL-bildande tarmbakterier som orsakar infektioner är ett av de allvarligaste globala folkhälsoproblemen. Den huvudsakliga uppkomsten och spridningen av ESBL-bildande tarmbakterier inom humansjukvården bedöms vara kopplad till användning av antibiotika till människor (framförallt cefalosporiner med brett spektrum) och spridning av infektioner mellan människor (van de Sande-Bruinsma et al. 2008). I Sverige är resistensläget bättre än i många andra länder, men även här har förekomsten av ESBL-bildande tarmbakterier ökat. Fynd hos människa (från infektioner med ESBL-bildande Enterobacteriaceae liksom från screeningodlingar hos symptomfria) är sedan 2007 anmälningspliktigt för kliniska laboratorier enligt smittskyddslagen och sedan dess har antalet rapporterade fall varje år ökat med i snitt cirka 25 procent (SMI 2013). Under 2011 var incidensen av ESBL-bildande Enterobacteriaceae 60 fall per 100 000 invånare. De flesta  fynden gjordes i urinprover (63 procent) och E. coli med ESBL utgjorde 87 procent av samtliga 5667 rapporterade fall. ESBLA av typen CTXM (främst CTXM15) rapporterades mest frekvent (SWEDRES 2011). Fynd av ESBLCARBA-bildande Enterobacteriaceae, för vilka både anmälningsplikt och smittspårningsplikt föreligger, har rapporterats i ett fyrtiotal fall fram till 2012. Majoriteten av fallen var kopplade till sjukhusvård utomlands i framförallt Indien, Grekland och Irak (SMI 2013).
	ESBL-bildande tarmbakterier kan också utgöra en del av normalfloran hos människor utan att man blir sjuk. Tidigare undersökningar har visat att ungefär 25 procent av symptomfria människor i Sverige är bärare av tarmbakterier med ESBL (Chabok et al. 2010; Strömdahl et al. 2011). Att vara symptomfri bärare är således inget problem i sig, men bakterierna i tarmen kan utgöra en reservoar av ESBL-gener som med tiden skulle kunna överföras till sjukdomsframkallande bakterier med svårbehandlade infektioner som följd.
	ESBLA- och ESBLM-bildande Enterobacteriaceae, framförallt E. coli och salmonella, påvisas i ökande omfattning även hos livsmedelsproducerande djur och i livsmedel inom EU och är framförallt vanliga hos slaktkyckling och på kycklingkött (DANMAP 2011; EFSA 2011; Overdevest et al. 2011; Egea et al. 2012; Kola et al. 2012). En nyligen gjord kartläggning av ESBL-bildande E. coli på kött som importerats till Sverige visar i likhet med ovan nämnda studier på hög förekomst i prov från kycklingkött från EU-länder utanför Skandinavien (61 procent) och från Sydamerika (95 procent) (Egervärn et al. 2011). Fynd gjordes också i prov från europeiskt kött av nöt och gris, men i mycket lägre omfattning än på kycklingkött. I E. coli från europeiskt kycklingkött dominerade blaCTXM1 och blaCMY2 (Egervärn et al. 2011), vilka tillhör de vanligast förekommande ESBL-generna överlag hos isolat från livsmedelsproducerande djur och livsmedel inom EU (EFSA 2011). ESBLCARBA-bildande E. coli och salmonella isolerades nyligen för första gången från djur inom EU, nämligen från gris och kyckling i Tyskland (Fischer et al. 2012; Fischer et al. 2013). Tarmbakterier med ESBLCARBA har inte påvisats i livsmedel.
	ESBLA- och ESBLM-bildande E. coli är också vanligt förekommande i tarminnehåll från svensk slaktkyckling (54 procent; SVARM 2011) och på svenskt kycklingkött (44 procent; Börjesson et al. 2013). I Sverige används dock inte cefalosporiner inom uppfödningen av slaktkyckling och övrig antibiotikaanvändning är mycket begränsad. Fynden beror troligtvis på spridning av resistenta bakterier från importerade avelsdjur (SVARM 2010). Indikationer på sådan spridning har också rapporterats från andra EU-länder (EFSA 2011). E. coli med ESBL har också påvisats i tarminnehåll från svenska slaktsvin (2 procent; SVARM 2011). Däremot gjordes inga fynd av ESBL-bildande E. coli på svenskt griskött eller i tarminnehåll från svenska nötkreatur vid det senaste resistensövervakningstillfället år 2011 respektive 2009 (sammanfattat i SVARM 2011).
	Kunskapen är bristfällig om förekomsten och betydelsen av ESBL-bildande Enterobacteriaceae på vegetabilier (EFSA 2011). De fåtal studier med selektiv odlingsmetod som gjorts visar på låg förekomst (Egea et al. 2011; Reuland et al. 2011). För att öka kunskapen på området genomför Livsmedelsverket, SVA och Smittskyddsinstitutet under 20122014 en större kartläggning av ESBL-bildande E. coli på inhemska och importerade bladgrönsaker.
	Om E. coli med eller utan ESBL förekommer i sjöar och vattendrag indikerar det direkt eller indirekt förorening med avföring från människa och/eller djur, men det innebär inte nödvändigtvis att dessa bakterier är sjukdomsframkallande eftersom de allra flesta E. coli-stammar är ofarliga. Vattenmiljön utgör dock en möjlig spridningsväg för de resistenta bakterier som förekommer och den ger dessutom bakterier från olika populationer möjlighet att interagera och utbyta resistens-gener. Tarm- och miljöbakterier med ESBL som förekommer i sjöar och vattendrag kan således liksom resistenta bakterier i tarmen utgöra en reservoar av resistensgener som med tiden skulle kunna överföras till sjukdomsframkallande bakterier och därigenom ytterligare bidra till spridningen av resistenta bakterier i samhället. Dessutom kan vattnet på grund av förorening från närliggande utsläppskällor såsom avloppsreningsverk innehålla antibiotika och tungmetaller som kan selektera för resistenta bakterier (Baquero et al. 2008; Lupo et al. 2012; Wellington et al. 2013). Selektion kan ske även vid de låga antibiotikakoncentra-tioner som man generellt finner i miljön (Gullberg et al. 2011). 
	Kunskap om förekomsten och betydelsen av antibiotikaresistenta, ESBL-bildande tarmbakterier i vatten är överlag bristfällig enligt EFSA (2011). Fynd av E. coli med ESBL har nyligen rapporterats i vattenprov från Svartån/Hjälmaren (Jass och Olsson 2013). Någon större undersökning om ESBL-bildande tarm-bakterier  i svenska sjöar eller vattendrag har dock inte gjorts. ESBLA-bildande Enterobacteriaceae framför allt av typen CTXM har under senare år påvisats i olika vattendrag i mellersta och södra Europa (Dhanji et al. 2011; RIVM 2012; Tacao et al. 2012; Zurfluh et al. 2013), Afrika (Chouchani et al. 2013) och Asien (Kim et al. 2008; Chen et al. 2010). I endast en av dessa studier undersöktes förekomsten av ESBLM-bildande tarmbakterier. Ett fåtal undersökningar visar dock att även Enterobacteriaceae med ESBLM av typen CMY2 förekommer i vattendrag i exempelvis Kanada (Mataseje et al. 2009) och Korea (Kim et al. 2008). ESBLCARBA-bildande Enterobacteriaceae har nyligen påvisats i vattendrag i exempelvis Schweiz (Zurfluh et al. 2013), Tunisien (Chouchani et al. 2013), USA (Aubron et al. 2005) och Indien (Walsh et al. 2011). Än mer oroväckande är att tarmbakterier med ESBL, inklusive ESBLCARBA även har påvisats i dricksvatten från områden såsom Sydostasien (Bhatta et al. 2007; Walsh et al. 2011) och Centralafrika (De Boeck et al. 2012).
	Fynd av ESBL-bildande tarmbakterier har också rapporterats utanför Skandinavien i prov från avloppsreningsverk och sjukhusavlopp (t ex Galvin et al. 2010; Reinthaler et al. 2010; Dolejska et al. 2011; Korzeniewska et al. 2013; Wellington et al. 2013). Ytterligare en indikator på att denna typ av resistenta bakterier numera är globalt spridd i miljön är att resistenstypen även förekommer hos tarmbakterier i faecesprov från fåglar och andra vilda djur i olika delar av världen (sammanfattning av Guenther et al. 2011; Hernandez et al. 2012), inklusive från fåglar i Sverige (Bonnedahl et al. 2010; Wallensten et al. 2011).
	Råvaran till dricksvatten kallas råvatten och är antingen ytvatten från sjöar och vattendrag eller grundvatten från grävda eller borrade brunnar i marken. Cirka hälften av allt dricksvatten i Sverige bereds från ytvatten i knappt 170 ytvattenverk (Svenskt-Vatten 2013). Dessa anläggningar är ofta stora och försörjer bland annat flera stora svenska städer. Dricksvattenförsörjningen i Sverige karakteri-seras annars av många små anläggningar. Det finns knappt 1500 grundvattenverk, varav cirka 80 procent försörjer färre än 2000 personer med dricksvatten (Svenskt-Vatten 2013). Knappt 130 vattenverk använder konstgjort grundvatten, vilket framställs genom att låta ytvatten infiltreras i marken, till exempel passera genom en grusås (Svenskt-Vatten 2013). För att råvattnet ska räknas som grundvatten anser Livsmedelsverket att det behövs en infiltration som är längre än 14 dagar (Livsmedelsverket 2006).  
	Råvatten bereds till dricksvatten genom olika processteg i vattenverken. Beredningens huvudsyfte är att göra dricksvattnet hälsomässigt säkert, främst ur mikrobiologisk synpunkt. Vattenverken använder i varierande omfattning olika avskiljande (fällning eller filtrering) och inaktiverande (desinfektion) säkerhetsbarriärer för att motverka förekomsten av sjukdomsframkallande mikroorganismer i dricksvattnet. Eftersom ytvatten har en mer skiftande kvalitet jämfört med grundvatten både med avseende på kemiska och mikrobiologiska föroreningar, har ytvattenverken ofta mer komplicerade beredningsprocesser (Svenskt-Vatten 2013).   
	En förutsättning för att bereda säkert dricksvatten är att ha kunskap om råvattnets kvalitet och dess variationer så att beredningsprocessen kan optimeras. Kravet på att ta hänsyn till råvattnets kvalitet när man bereder dricksvattnet finns i Livsmedelsverkets dricksvattenföreskrifter (SLVFS 2001:30), men de detaljkrav på rå-vattenundersökningar som fanns före 2001 är borttagna. Det är alltså upp till varje verksamhetsutövare att ta fram ett eget undersökningsprogram för att bestämma sin råvattenkvalitet. Till stöd finns en branschriktlinje från Svenskt Vatten (Svenskt-Vatten 2008).
	Eftersom det är omständigt och kostnadskrävande att påvisa sjukdomsframkallande mikroorganismer, innebär den löpande kvalitetsövervakningen av dricks-vatten hos de flesta vattenverk att följa förekomst och halt av bakteriella indikatorer såsom E. coli. Trots avsaknad av detaljkrav är det många dricksvatten-producenter som rutinmässigt även övervakar sitt råvatten (Svenskt-Vatten 2008b). Antibiotikaresistens ingår dock inte i vattenverkens ordinarie analyser av bakterier varken i rå- eller dricksvatten.
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	Urvalet baserades på data om förekomst av E. coli i råvattenprov tagna i den egna kontrollen vid olika vattenverk i Sverige. Pilotstudien omfattade prov av råvatten tagna vid fem vattenverk som samtliga brukar ha förhållandevis hög förekomst av E. coli i råvattnet i halter om cirka 10100 cfu/MPN per 100 mL (Tabell 1). Fyra av de medverkande anläggningarna är ytvattenverk med olika berednings-processer och en av anläggningarna (Skråmsta) använder konstgjort grundvatten (Tabell 1).
	Tabell 1. Förekomst av E. coli i råvattenprov tagna i den egna kontrollen under 2011 vid respektive medverkande vattenverk samt kort beskrivning av de olika säkerhetsbarriärerna i respektive anläggning.
	*Kvantifiering av E. coli-bakterier med membranfiltermetod (”colony forming units”, cfu per 100 mL) eller med MPN-metod (”most probable number”, MPN per 100 mL).
	**Konstgjort grundvatten tillverkas genom >14 dagars infiltration av ytvatten från Svartån. Själva infiltrationssteget föregås av kemisk fällning med efterföljande sedimentering och sandfilter.
	¤Prov tagna i den egna kontrollen 2010 och 2011.
	För kvalitativ bestämning av ESBL-bildande E. coli i råvatten togs prov vid respektive vattenverk varannan vecka från februari till november 2012 av respektive deltagande vattenverks egen personal. Råvattenprov vid Skråmsta vattenverk togs från Svartån, det vill säga innan infiltrationssteget. För kvantitativ bestämning av E. coli med och utan ESBL togs uppföljningsprov från råvatten vid Skråmsta respektive Alelyckans vattenverk vid tre tillfällen i januari-februari 2013. Varje prov omfattade en liter råvatten, vilket fördelades på två stycken sterila plastflaskor à 500 mL. Proven packades och skickades samma dag i isolerade lådor med kylklampar till Livsmedelsverket.
	Inkomna prov från råvatten hanterades enligt Livsmedelsverkets instruktion för provhantering på Mikrobiologiska enheten, MI-i052. Proven analyserades som regel direkt vid ankomst, det vill säga inom ett dygn efter provtagningstillfället. Tre försenade prov analyserades rumsvarma två dagar efter provtagning och då enbart för kvalitativ bestämning, dvs ingen kvantifiering gjordes. Prov som mottogs mer än två dygn efter provtagning analyserades däremot inte, utan exkluderades från undersökningen. 
	Detektion av ESBL-bildande E. coli i råvatten gjordes enligt Livsmedelsverkets instruktion MI-m196. Nedan följer en översiktlig beskrivning av analysmetoden, en selektiv odlingsmetod som togs fram av Livsmedelsverket under pilotstudiens första del.
	Cirka en liter råvatten filtrerades genom 90 mm membranfilter med porstorleken 0,45 µm. Filtret fördes över till 270 mL buffrat peptonvatten med 1 µg/mL cefotaxim och inkuberades vid 37°C i 1824 h. Cirka 10 µl av anriknings-buljongen spreds på CHROMagar™ med 1 µg/mL cefotaxim (CHROMagar™ CTX) och CHROMagar™ ESBL. Agarplattorna inkuberades vid 37°C i 1824 h. Cefalosporinresistenta E. coli växer som rosa kolonier på dessa plattor, ESBLAbild-ande E. coli växer på båda plattyperna och ESBLM-bildande E. coli enbart på CHROMagar™ CTX. I första hand valdes en rosa koloni från plattan med CHROMagar™ CTX och om den inte innehöll några kolonier valdes en rosa koloni från plattan med CHROMagar™ ESBL. Artbestämning av renstrukna kolonier gjordes med API20E och ESBL-produktion hos dessa verifierades fenotypiskt med Etest®ESBL. Misstänkta ESBLM-bildande E. coli testades vid SVA med Etest®AmpC för att påvisa enzymet AmpC och alla verifierade ESBL-    bildande E. coli-isolat testades för karbapenemasproduktion med Etest®Meropenem.
	Cirka 100 mL råvatten filtrerades enligt ovan. Samma förfarande upprepades två gånger. Varje filter fördes över till en av två föjande plattyper: Chromocultagar™ med 1 µg/mL cefotaxim för bestämning av halten ESBL (ESBLA eller ESBLM)-bildande E. coli samt Chromocultagar™ utan tillsats av cefalosporin för bestämning av halten E. coli totalt i varje prov. Varje filter inkuberades på respektive platta vid 37°C i 1824 h. E. coli-bakterier växer som blå kolonier på chromo-cultagar. Misstänkta E. coli-kolonier räknades på varje platta och halten ESBL-bildande E. coli och totalhalten E. coli redovisades som cfu/100 mL. ESBL hos de cefotaximresistenta isolaten verifierades till genfamiljsnivå med multiplex-PCR enligt nedan.
	Karakterisering av ESBL-bildande E. coli och tillhörande gener och plasmider gjordes på SVA enligt rekommenationer från EFSA (2011).
	Resistens mot fjorton antibiotika undersöktes med en mikrodilutionsmetod enligt CLSIs standard (CLSI 2008) med VetMIC GN-mo paneler (SVA, Uppsala), för bestämning av lägsta hämmande antibiotikakoncentration (MIC; mg/L). Epidemiologiska brytpunkter enligt EUCAST (2011) användes för att klassificera isolaten som resistenta eller känsliga. Genfamiljer för ESBL-fenotyperna CTXM, SHV, TEM, OXA och CMY detekterades med multiplex-PCR (Perez-Perez och Hanson 2002; Woodford et al. 2006; Fang et al. 2008) och specifika genvarianter bestämdes med DNA-sekvensering (Hasman et al. 2005; Ryoo et al. 2005; McGettigan et al. 2009; Börjesson et al. 2013). Släktskap mellan bakterieisolaten undersöktes med genotypningsmetoden MLST (”multilocus sequence typing”) för att få fram specifika sekvenstyper, ST (http://mlst.ucc.ie). Släktskap mellan olika ESBL-plasmider undersöktes med PCR-baserad replikontyning, en metod som delar in plasmider i inkompabilitetsgrupper (Inc) (Carattoli et al. 2005).
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	Prov av råvatten samlades in fortlöpande från februari till och med november 2012 från de fem vattenverken. Sammanlagt analyserades 98 inkomna prov. ESBL-bildande E. coli påvisades i 27 av proven, varav 25 togs vid två av vattenverken (Tabell 2). De övriga två positiva proven togs vid olika tillfällen och vid olika vattenverk. Samtliga prov från Karlskrona vattenverk var negativa, trots att det historiskt sett har haft högst förekomst av E. coli i råvattnet (Tabell 1). De flesta positiva prover togs under provinsamlingens första tredjedel, det vill säga under våren 2012 (Tabell 2).
	Tabell 2. Påvisande (+/-) av ESBL-bildande E. coli i råvatten från de fem medverkande vattenverken under perioden februari till november 2012. Skuggat fält indikerar uteblivet provtagnings- och/eller analystillfälle. 
	/
	Halten E. coli med ESBL samt E. coli totalt bestämdes vid tre senare tillfällen i råvatten från de två vattenverken med flest prov positiva för ESBL-bildande E. coli (Figur 1). ESBL-bildande E. coli påvisades i samtliga undersökta prov. I de tre proven från Skråmsta vattenverk påvisades 1 cfu ESBL-bildande E. coli per 100 mL råvatten, vilket utgjorde 1-4 procent av totala mängden E. coli. I motsvarande prov från Alelyckans vattenverk påvisades ESBL-bildande E. coli i en halt av 2-3 cfu per 100 mL, vilket utgjorde 3-8 procent av totala mängden E. coli (Figur 1).
	/
	Figur 1. Haltbestämning av E. coli med ESBL samt E. coli totalt i råvatten från Skråmsta respektive Alelyckans vattenverk vid tre provtagningstillfällen i januari-februari 2013.
	Hos de 27 ESBL-bildande E. coli som påvisats i råvattenproven 2012 identifierades totalt sex ESBL-gener, varav de vanligaste var blaCTXM-15 och blaCMY2 (Figur 2, Tabell 3). Fynd av E. coli med de fyra vanligast förekommande ESBL-generna var spridda över hela provtagningsperioden och gjordes i råvatten från båda     vattenverken med högst frekvens prov positiva för ESBL-bildande E. coli       (Tabell 3). I vissa prov påvisades även blaTEM-1 eller blaOXA-1, som är gener för betalaktamaser men utan utvidgat spektrum (Tabell 3).
	/
	Figur 2. Fördelning av de ESBL (bla)-gener som återfanns hos de 27 ESBL-bildande E. coli i råvatten från de medverkande vattenverken. Genvarianterna blaCTXM28 och blaCTXM15 skiljer sig i enbart ett DNA-baspar.
	ESBL-generna blaCTXM1 och blaCMY2 var oftast belägna på plasmider tillhörande replikontyp incI1 (Tabell 3). Även vissa E. coli med blaCTXM15 bar ESBL-genen på incI1-plasmider. Två blaCTXM15-gener liksom båda blaCTXM28-generna var belägna på plasmider som var positiva för såväl incFIB, incFIA som incFII. För knappt hälften av blaCTXM15-generna liksom en blaCMY2-gen och båda påvisade blaCTXM14-generna kunde replikontypen för tillhörande plasmider inte bestämmas.
	Av de 27 ESBL-bildande E. coli som isolerats från råvattenproven identifierades 17 olika MLST-typer (Tabell 3). Av dessa var ST58, ST394 och ST648 vanligast förekommande. Ett av E. coli-isolaten med blaCTXM15 tillhörde MLST-typ ST131. Cirka 74 procent av de ESBL-bildande E. coli-isolaten var multi-resistenta, det vill säga resistenta mot tre eller fler antibiotikaklasser. Resistens mot kinoloner, aminoglykosider och trimetoprim-sulfa var vanligast förekommande. E. coli som innehöll blaCTXM1 eller blaCMY2 var överlag mer känsliga mot anti-biotika än övriga ESBL-bildande E. coli-isolat. Två av E. coli-isolaten, som innehöll blaCTXM14 respektive blaSHV12, var enbart känsliga mot colistin och   ytterligare ett antibiotikum (Tabell 3). Samtliga E. coli-isolat var känsliga mot karbapenemen meropenem.
	Tabell 3. Karakterisering av ESBL-bildande E. coli påvisade i råvatten 2012: genvarianter, plasmidreplikontyp, MLST-typ och antibiotikaresistensmönster. Ampicillin (Am), cefotaxim (Ctx), ceftazidim (Caz), ciprofloxacin (Ci),           nalidixinsyra (Nal), chloramphenicol (Cm), florfenicol (Ff), gentamicin (Gm), kanamycin (Km), streptomycin (Sm), tetracyclin (Tc), colistin (Cs), sulfa-metoxazol (Su), trimetoprim (Tm).  Brytpunkter för resistens mot visst            antibiotikum enligt EUCAST (2011).
	*Negativ i sekvenseringen av tem-genfragmentet
	Diskussion
	Multiresistenta, ESBL-bildande E. coli var vanligt förekommande i prov från råvatten från två av de fem medverkande vattenverken (Alelyckan respektive Skråmsta), vilket visar att denna typ av resistenta bakterier även är spridda i miljön. Förekomsten av E. coli som bildar ESBL varierade dock beroende på vilken vattentäkt råvattnet kom från, eftersom bara enstaka fynd gjordes i prov från de tre andra vattentäkterna.
	I de totalt 27 E. coli som isolerats från råvattenproven påvisades sex olika ESBL-genvarianter, varav fyra var spridda över hela provtagningsperioden och förekom i prov från fler än ett vattenverk. Detta, samt att generna var belägna på plasmider av flera olika replikontyper och att E. coli-isolaten tillhörde många olika MLST-typer, tyder på hög diversitet bland fynden av ESBL-bildande E. coli i vattenproven. Resistenta bakterier är ett växande problem i samhället i stort och resultaten är oroväckande ur den aspekten. Fynden har dock gjorts i råvatten, som innan det kan konsumeras som dricksvatten först ska beredas i olika steg i vattenverken i syfte att göra dricksvattnet hälsomässigt säkert. E.coli och andra bakterier är normalt känsliga för klor, UV-ljus eller ozon som används på ytvattenverk för att inaktivera mikroorganismer från råvattnet. Inga E. coli, resistenta som icke resistenta, påvisades i prov från utgående dricksvatten tagna i de medverkande vattenverkens egen kontroll under 2012 (ej visade data). Halten ESBL-bildande E. coli i råvattenproven som togs i denna pilotstudie var dessutom låg, 13 cfu per 100 mL. Andelen E. coli i råvatten som bildar ESBL var däremot hög jämfört med vad som påvisats i exempelvis tarminnehåll från nöt, gris och kyckling; i genomsnitt cirka 4 procent (denna studie) mot upp till 0,1 procent (Horton et al. 2011).
	Fynden av ESBL-bildande E. coli i råvatten från Svartån vid Skråmsta vattenverk bekräftar det tidigare gjorda enskilda fyndet av J. Jass et al. (2013) i Svartån/Hjälmaren år 2010. Att inte fler fynd av E. coli med ESBL gjordes i den tidigare studien (Jass och Olsson 2013) kan bero på att bakterierna isolerades utan tillsats av cefalosporin i odlingsmediet, att olika provvolymer användes eller att provtagningsplatserna inte var desamma. Olika provtagningsplatser (uppströms eller nedströms från utsläppskällor såsom avloppsreningsverk, enskilda avlopp eller djuruppfödning) innebär olika påverkan. I pilotstudien ingick dock inte att identifiera de utsläppskällor som är av störst betydelse för förekomsten av resistenta bakterier i respektive råvatten.
	Resultaten från pilotstudien överensstämmer med vad som rapporterats på andra håll inom EU med flera fynd av ESBL-bildande E. coli och andra Enterobacteriaceae i vattenprov från floder i exempelvis Schweiz (Zurfluh et al. 2013), Nederländerna (RIVM 2012), Storbritannien (Dhanji et al. 2011) och Portugal (Tacao et al. 2012). De vanligast förekommande generna av ESBLA-typ; blaCTXM15, blaCTXM1 och blaCTXM14 var vanliga även i denna pilotstudie. E. coli med blaCTXM15, den idag vanligaste ESBL-typen överlag inom svensk sjukvård, påvisades i 40 procent av de positiva råvattenproven. I ett fåtal fall var blaCTXM15-genen dessutom belägen på IncFII-plasmider eller så tillhörde E. coli-isolatet ifråga MLST-typen ST131, vilket är typiskt för de CTXM15-bildande isolat som infekterar människa (Naseer och Sundsfjord 2011).
	En begränsning i många vattenkartläggningar är att endast förekomsten av tarmbakterier med de klassiska ESBLA-enzymerna undersöks. Några av undan-tagen är kanadensiska och koreanska studier i vilka genen blaCMY2 har påvisats i E. coli från olika vattendrag (Kim et al. 2008; Mataseje et al. 2009). I denna pilotstudie var E. coli med ESBLM av typen blaCMY2 vanligast förekommande efter blaCTXM15, vilket visar att även tarmbakterier med ESBLM bör inkluderas i framtida undersökningar av råvatten och andra provtyper. Generna blaCTXM1 och blaCMY2 tillhör de vanligaste bland ESBLA- respektive ESBLM-bildande Enterobacteriaceae hos såväl livsmedelsproducerande djur, livsmedel som människa, inom liksom utanför Sveriges gränser (EFSA 2011; Egervärn et al. 2011; SWEDRES 2011; Börjesson et al. 2013; Börjesson et al. 2013). De båda gen-varianterna var i de flesta fall belägna på plasmider av replikontyp IncI1, en gen/plasmid-kombination som tidigare har påvisats hos ESBL-bildande Enterobacteriaceae från olika provtyper (Cloeckaert et al. 2010; Börjesson et al. 2013).
	Sammanfattningsvis visar denna pilotstudie att förekomsten av ESBL-bildande E. coli varierade beroende på vattentäkt och att bakterierna var vanligt förekommande i råvattenprov från två av de fem medverkande vattenverken. Halterna var dock låga. De kombinationer av ESBL-gener, plasmider och E. coli-isolat  som påvisades i råvatten var till viss del av samma slag som tidigare har rapporterats framför allt från människa, men även från livsmedelsproducerande djur och livsmedel. För att få en heltäckande bild av läget avseende ESBL-bildande E. coli och tillhörande gener i svenskt råvatten krävs dock en större kartläggning med analys av råvattenprov från ytterligare vattenverk i Sverige.
	För att öka kunskapen om olika vattenmiljöers roll som spridningsväg för ESBL-bildande E. coli och som reservoar för tillhörande ESBL-gener, behöver resistensdata från vatten såsom dessa koordineras med data från motsvarande studier om resistensläget hos människor och djur i Sverige. Studier om förekomst av ESBL-bildande E. coli i olika livsmedel och hos friska och sjuka människor pågår för närvarande inom ramen för samma projekt. Målet är att jämföra ESBL-gener, plasmider och E. coli-isolat från olika provtyper och därmed öka kunskapen om olika källors och spridningsvägars betydelse för denna typ av antibiotika-resistens.
	Finansiering
	Myndigheten för samhällsskydd och beredskap var huvudfinansiär och stod för merparten av kostnaderna, inklusive utgifter för provmaterial och -transport,    metodutveckling och analyser. Utgifter i samband med provtagning bekostades av respektive medverkande vattenverk.
	Tack
	Ett stort tack riktas till vattenverkspersonal vid Alelyckan, Borg, Karlskrona, Långasjön och Skråmsta för deltagande i provtagningen samt bidrag av råvattenprov och analysdata.
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