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Statusrapport for Identifikation af AMR-trusler i den danske svineindustri samt mangler i nuvaerende overvdgning

Resumé

Indevaerende rapport beskriver aktiviteter i det veterineere myndighedsprojekt "Identifikation af AMR-trusler
1 den danske svineindustri samt mangler i nuvaerende overvagning”" labenummer [3RG4, referencenummer
I3FP4.

Der er i projektet foretaget en pilotundersggelse af overensstemmelse mellem resistens bestemt ved
feenotypisk metode og resistens forudsagt pa grundlag af information i helgenomsekvenser af danske
enterotoxigene E. coli isolater fra fravenningsgrise, og der er fundet en god overensstemmelse. Dette
bekreefter at helgenomsekventering kan anvendes i overviagningen, med den fordel at der samtidig opnés
information om hvilke kloner af resistente bakterier, der cirkulerer i produktionsdyr,

Der er i pilotundersggelsen, baseret pa 90 E. coli isolater fra fraveenningsdiarre hos grise, fundet fraver af
resistens mod de mest kritiske resistenser af human betydning. Der saledes ikke fundet ETEC med resistens
mod 3. generations cefalosporiner, carbapenemer, colistin og ciprofloxaxin. Et mindre antal isolater (8/90)
var nalidixinresistente, hvilket er forste trin i udvikling af ciprofloxaxin resistens.

Der er truffet aftaler med erhvervet og DTU om format for fremtidig overvagning af resistens i danske
dyrepopulationer baseret pa feenotypisk og genotypiske metoder. Der arbejdes pé at opné de nedvendige
juridiske dokumenter for samarbejde om isolater fra SEGES laboratorium, Kjellerup.

I samarbejde med DTU og erhvervet arbejdes endvidere pa at optimere metoder til resistensundersggelse i
form af at tilvejebringe et bedre testpanel med mere klinisk relevante antibiotika og flere korrekte
breakpoints.

Med henblik pa at kunne sammenligne resistensdata pé tveers af lande er der endvidere udfert arbejde i regi
af EU-JAMRAI med harmonisering af metoder til rapportering.
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Formaél og afgrensning

Videnskabelige formaél:

Projektet har som videnskabeligt formél at identificere og karakterisere antibiotikaresistens (AMR) af klinisk
og zoonotisk relevans i den danske svineproduktion, samt at identificere mangler i nuvaerende overvagning.

Samfundsmaessigt formal:

Samfundsmeessigt har projektet til formal at etablere ny viden som grundlag for bedre at kunne forsta og
male AMR, der kan pavirke effekten af antibiotikabehandling i grise og mennesker. Projektet kan altsa i sig
selv ikke medvirke til at modvirke AMR og spredning af dette, men det kan skabe en nyttig basisviden og
metoder, som kan give et bedre rationale for pé sigt at udvikle interventioner mod truslen fra AMR.

Projektet udferes af KU i samarbejde med SSI, SEGES laboratorium i Kjellerup (herfra blot kaldet "SEGES-
lab™) og DTU. Projektet overlapper med andre igangverende projekter, dels fra Veterinaer
Myndighedsbetjening og dels finansieret af andre bevillingsgivere som EU og Svineafgiftsfonden.

Baggrund, relevans og perspektiv

Relevans og perspektivering

Antibiotikaresistens er et stigende problem i savel human som veterinert regi. Den danske svinebranche er
ofte 1 serligt fokus pé grund af dens enorme omfang og deraf relativt store forbrug af veterinere antibiotika 1
forhold til andre dyrearter i Danmark. P4 trods af et mindre fald i antibiotikaforbruget til svin i Danmark over
de seneste ar (DANMAP, 2019), sé er der stadig forekomst af AMR, szrligt af potentiel zoonotisk relevans.
Her kan f.eks. n&vnes den udbredte forekomst af MRSA 1 omkring 9 ud af 10 besetninger, men ogsé andre
bakterier som Campylobacter, Salmonella og E. coli kan have vigtige resistenstyper. I de senere ar er der
internationalt set opstaet nye resistenstyper i produktionsdyr, som f.eks. karbapenem- og colistinresistente
Enterobacteriaceae. Disse bakterier er pa nuvearende tidspunkt ikke en bekymring for den danske
svineproduktion, men deres eksistens kan heller ikke helt udelukkes grundet metoderne til sporing af dem.
Samtidig er nogle af disse resistenstyper blandt de vigtigste humant, da flere af resistensgenerne befinder sig
pa mobile genetiske elementer og derfor kan spredes pa tvaers af kloner.

For at kunne héndtere og bremse forekomsten af AMR er det vigtigt at have et godt basalt kendskab til
forekomsten af resistente bakterier. [ Danmark offentligger industrien selv forekomst af AMR 1 svin
(www.seges.dk), og disse data offentliggeres og diskuteres ogsé andre steder som f.eks. i
overvagningssystemet DANMAP. Der kan dog geres mere for dels at detektere AMR 1 svin og dels at
analysere resistente bakterier. En egning af indsatsen pa disse fronter kan give det perspektiv, at der opstér et
bedre kendskab til forekomsten af AMR og spredningen af denne. Disse oplysninger kan herefter bruges til
at forebygge AMR og til at designe interventioner til at modvirke effekten af AMR i dyr og mennesker.
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Metode

Metode og data

Projektet var i sin oprindelige form ferste del af et kapacitetsudviklingsprojekt, der udferes som et 3 arigt
PhD projekt med det formal at studere AMR 1 kliniske isolater fra danske grise og at udvikle og afpreve en
hurtigmetode til at diagnosticere antibiotika-behandlingskrevende infektioner med enterotoksigene E. coli
(ETEC). Med tilkomst af opgave med at formulere et egentligt overvagningsprogram for veterinert relevante
patogene bakterier, har opgaven varet lost i teet samarbejde med den arbejdsgruppe, der varetager denne
opgave.

Ifelge vores plan givet til Fadevarestyrelsen vil vi opnéd ovenstdende mél pé to overordnede mader:

1. Der foretages en systematisk gennemgang af eksisterende danske overvagningsdata for AMR i svin via
resistensdata samt bakterieisolater opbevaret hos SEGES-lab med henblik pa at opspore nyopstéet resistens i
klinisk eller zoonotisk relevante agens samt at identificere huller i den eksisterende overvagning. Endvidere
gives forslag til optimering af tests, der udferes hos SEGES.

2. Pa baggrund af resultater fra "1" fra resistensovervigningen skal der foretages aktiv overvégning og
opsporing af nye resistenstyper.

I forhold til pkt 1 er anvendt folgende metoder

1. Ny detaljeret overvagning af AMR i danske svin. Der blev i 2020 etableret et samarbejde mellem
KU (tovholder Peter Damborg) og SSI (tovholder Jesper Larsen), som fra og med 2021 vil analysere
og publicere resistensopgerelser fra SEGES Laboratorium i Kjellerup samt lgbende vil fA tilsendt
isolater med henblik pa sekventering og dybdegéende analyse af resistens. Udvalgte enterotoxigene
E. coli (ETEC) isolater fra 2020 og tidligere er allerede blevet sekventeret som pilotundersogelse, og
fra 2021 vil isolater tilherende forskellige svinepatogene bakteriearter blive sekventeret. Foruden
analyse af resistens i isolaterne, herunder sammenhang mellem fzeno- og genotypiske resistensdata,
vil sekvensdata blive brugt til andre formal som f.eks. i) undersgge om serligt virulente stammer
cirkulerer i Danmark, ii) undersgge om szrlige kloner spredes i Danmark og evt importeres fra
udlandet, og iii) forsgge at forstd en sammenhang mellem resistens/virulens og metadata som f.eks.
antibiotikaforbrug, geografisk lokalisation og keb/salg af grise. Sidstneevnte punkt er det mest
udfordrende, og der vil derfor blive etableret en juridisk holdbar lgsning pa tvers af
KU/SSI/SEGES-lab for at fa adgang til sddanne metadata med samtidig minimering af risiko for
aktindsigt. Desuden skal etableres en samarbejdsaftale om forhold som gkonomi, praktiske forhold
om forsendelse af isolater, og mulighed for medforfatterskaber pa publikationer.

e Internationalt samarbejde om overvagning af AMR. KU og SSI er en del af et storre EU projekt
kaldet EU-JAMRALI (joint action on antimicrobial resistance and healthcare-associated infections).
Den veterinaere del af dette projekt har til hensigt at udvikle en sterre europzisk systematisk
overvéagning af resistens i dyrepatogene bakterier, herunder fra svin. Det nye overvagningsprogram,
kaldet EARS-Vet, er pt i stabeskeen som et pilotprojekt, og hensigten er at danske AMR data for
bl.a. svinepatogener skal inkluderes fremover i denne europiske overvagning foruden mere
traditionel publicering af data i internationale tidsskrifter, DANMAP mm. Under lederskab af
ANSES (French Agency for Food, Environmental and Occupational Health & Safety) skal danske
data saledes tilpasses det format, der tilteenkes i EARS-Vet pilotprojektet, formentlig ved at data
analyseres ud fra epidemiologiske cutoff (ECOFF) vardier i stedet for nuvaerende kliniske
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greensevardier. Tidsplanen er endnu ikke fastlagt, da projektet indtil nu er baseret pa frivillige
kreefter.

o Identifikation af huller i den danske resistensovervagning og optimering af tests hos SEGES-lab.
Den danske overvagning af resistens i patogener fra grise foretages i et akkrediteret laboratorium
(SEGES-lab) ved MIC bestemmelse ifalge ISO-metode og ud fra geeldende CLSI standard (CLSI,
2018). Metoden er derfor i orden, men sammensa&tningen af antibiotika i testpaneler er ikke
tidssvarende ud fra de antibiotika der i dag bruges i svineindustrien. Samtidig er fortolkningen af
MIC data for nogle patogen/antibiotika-kombinationer ikke evidensbaseret, idet der mangler
greenseverdier til at definere hvornar en bakterie kan defineres som felsom hhv. resistent. Samtidig
mangler nuvarende resistenspaneler flere antibiotika af klinisk relevans. Disse manglende
grensevardier identificeres ved systematisk gennemgang af eksisterende og enskede
resistenspaneler i et af Svineafgiftsfonden finansieret projektsamarbejde mellem KU, DTU
(koordinator), SEGES-lab og partnere fra medicinalindustrien. Metoden til udvikling af
resistenspanelerne bestér i at resistensteste forskellige grisepatogener med mange koncentrationer af
klinisk relevante antibiotika. Ud fra resultaterne (MIC distributioner) kan der séledes etableres
grensevardier (ECOFFs) til med starre sikkerhed at vide om bakterier er resistente eller felsomme
overfor antibiotika. Disse ECOFFs vil blive anvendt sammen med andre tilgeengelige greensevardier
til, ved konsensus mellem eksperter, at beslutte hvilke antibiotika resistenspanelerne fremover ber
indeholde.

I forhold til pkt 2 var det planen at foretage

o Aktiv overvagning af AMR. Dette skulle efter planen ske via selektiv dyrkning og PCR, men er
endnu ikke planlagt (se uddybning under Resultater og Diskussion)

Resultater

Overvégning af AMR i danske svin

Som en pilotundersaggelse er der i 2020 foretaget resistensundersegelse (faenotypisk) og helgenom-
sekvensanalyse af 90 ETEC isolater fra danske grise (indsamlet af SEGES-lab og igangverende
Veterinarforlig-1I1 projekt, finansieret af fedevareministeriet). Denne undersggelse er foretaget i samarbejde
med et Innovationsfondsprojekt (PigVac), der udvikler vacciner til beskyttelse mod fraveenningsdiare.
Innovationsfondsprojektet har haft fokus pa at konfirmere tilstedeverelse af de relevante antigener, men det
har samtidig vaeret muligt pa grundlag af sekvenserne at sammenligne resistensundersegelse ved MIC-
bestemmelse med forekomst af resistensgener i isolaterne. 60 ud af de 90 isolater (66,7%) var
multiresistente, med hgj forekomst af feenotypisk resistens mod streptomycin (68,9%), sulfamethoxazol
(67,8%), tetracyklin (56,7), spectinomycin (55,6%), trimethoprim (53,3%), og ampicillin (48,3%). Ingen af
isolaterne viste resistens mod 3. generations cefalosporin (ceftiofur, cefotaxime) og heller ikke mod colistin
og ciprofloxacin. Der var taet pa perfekt overensstemmelse mellem fenotypisk resistens og pavisning af
resistensgener (Kappa >0.9 for sammenligninger), hvilket understreger at helgenomsekventering er en
brugbar metode i overvagning. Sekvensanalysen (Res-finder fra Center for Biologisk Sekvensanalyse)
pradikterede colistinresistens i et isolat, der var faeenotypisk felsom mod dette stof. Otte isolater var nalidixin
resistente, og alle bar den samme mutation i gyrA-genet.
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Foruden pilotprojektet er der opnéet enighed om hvilke kliniske isolater fra svin, der i 2021 skal indsamles af
SEGES-lab og sendes til SSI for sekventering. Der er tale om i alt knap 800 isolater fordelt séledes:

e 100 non-hemolytisk E. coli

e 100 haemolytisk E. coli

e 100 Streptococcus suis

o 100 Actinobacillus pleuropneumoniae
o 100 Clostridium perfringens type A

o 50 Haemophilus parasuis

o 50 Salmonella

e 25 Bordetella bronchiseptica

e 25 Staphylococcus hyicus

e 10 Klebsiella spp.

De forste Klebsiella isolater er sendt af sted og er blevet sekventeret. Datanalysen er forestaende.

En samarbejdsaftale samt en Data Transfer Agreement (DTA) er udarbejdet mellem SSI/KU/SEGES-lab og
mangler kun den sidste juridiske finpudsning inden underskrift. Samtidig arbejdes der pa at f4 adgang til
SEGES-lab metadata (f.eks. geografisk oprindelse af isolater) via en "sky-lgsning", som sikrer at der ikke
kan anmodes om aktindsigt i folsomme data som f.eks. CHR numre, idet disse numre ikke vil vaere pa
KU/SSI servere men i "skyen". Det overvejes pt om vi kan vaere med pa en allerede etableret sky-lgsning
udarbejdet mellem SEGES kvaeg og Institut for Veterinar og Husdyrvidenskab.

I starten af 2022 vil de sidste isolater ankomme til sekventering, hvorefter de sidste sekvensanalyser kan
foretages. Til den tid vil der ogsa kunne laves en samlet opgerelse over den faenotypisk malte resistens 1
patogener samlet i 2021, samt en korrelation mellem pévist feeno- og genotypisk resistens.

Internationalt samarbejde

Et manuskript med forslag til design pA EARS-Vet er forberedt og submittet til publikation. Pilotprojektet
med samling af AMR data fra forskellige europeiske lande er ved at blive planlagt af ANSES.

Udvikling af nye resistenspaneler

Indledende mader mellem partnere har varet med til at bestemme hvilke antibiotika, der er klinisk relevante
og/eller relevante som indikator for bestemte resistensfeenotyper. MIC-bestemmelser af relevante
kombinationer af patogener og antibiotika er overstaet, og de farste ECOFFs er ved at blive beregnet. Naste
trin er ved konsensus at blive enige om designet af nye resistenspaneler ud fra ECOFFs, kliniske
greensevaerdier, samt klinisk relevans af antibiotika. Derefter skal panelerne produceres og anvendes pa
SEGES-lab, formentlig med udgangen af 2021 eller start 2022.

Aktiv overvgning af resistens

Som naevnt under metoder var det planen, at der pd baggrund af resultater fra resistensovervigningen skulle
foretages aktiv overvagning og opsporing af nye resistenstyper via selektiv dyrkning og PCR. Vi har endnu
ikke iveerksat selektiv dyrkning og PCR undersggelse af faecesprover, da vi afventer resultatet af
resistensovervagningen i 2021, herunder resultatet af sekventeringsanalyserne. Samtidig overvejer vi hvilken
strategi for eventuel aktiv overvagning, der er bedst. Dette er uddybet i diskussionen.
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Diskussion

Den hidtidige passive resistensovervagning for svin har i de seneste ar bestaet af arlige opgerelser af
resistens i E. coli, A. pleuropneumoniae og S. suis (DANMAP, 2019). Vi vil fortsette denne overvagning,
men vores nuvarende projekt med i 2021 at udfere opfolgende sekventering pa isolater fra disse samt andre
species vil vise mulighederne for en langt mere omfattende fremtidig genetisk overvagning med mulighed
for ogsa at spore smitteveje og sammenhang mellem antibiotikaresistens/kloner og faktorer som geografisk
oprindelse og antibiotikaforbrug. Der er stadig nogle praktiske udfordringer med at kunne lave sadanne
opgerelser, men som navnt ovenfor arbejdes der pa at udarbejde forskellige aftaler, som kan sikre at dette
bliver muligt.

Det internationale samarbejde er ikke en decideret del af Veterinaer Myndighedsbetjening, men det kan vaere
medvirkende til at fa resultater (ogsé for andre dyrearter) ud over vores landegraense. Dette er af betydning,
da vi p& den méde kan male os med andre lande og lere af deres strategier for hdndtering af AMR — foruden
at andre lande vil kunne inspireres af danske forhold. Samarbejdet internationalt er ogsd en god mulighed for
at lere om overvagningssystemer, herunder analyser og dataopgerelser i andre lande. Der findes i den
forbindelse ikke én guldstandard for alt dette, men ved faelles lgsninger kan optimerede metoder udvikles til
gavn for savel vores egen som andres overvagning. Det skal bemarkes, at der indtil nu kun er planlagt et
pilotprojekt for et kommende EARS-Vet. Dette betyder, at der ikke findes nogen garanti for en vedvarende
europaisk overvagning som f.eks. ved den humane pendant EARS-Net.

Udviklingen af nye resistenspaneler er heller ikke en direkte del af Veteriner Myndighedsbetjening, men den
tjener formalet at fylde et vigtigt hul i forbindelse med nuvarende overvagning. Formentlig vil der fra 2022
med nye resistenspaneler kunne laves bedre resistensovervagning, dvs. mélrettet flere klinisk relevante
antibiotika samt med mere evidensbaseret viden om ved hvilke MIC-veardier bakterier kan klassificeres som
folsomme hhv. resistente overfor de testede antibiotika.

I forhold til aktiv overvagning af AMR vurderer vi at de foresldede metoder selektiv dyrkning og PCR er af
ringe interesse for svins sundhed, da vi allerede har et godt overblik over resistens i de patogene bakterier og
lebende holder gje med @ndringer i resistens i kliniske isolater. Samtidig vil igangvarende sekventering af
kliniske isolater bringe endnu mere viden om AMR af klinisk relevans. I forhold til folkesundheden vil en
meget sensitiv opsporing af sarlige resistenstyper/gener (ved selektiv dyrkning/PCR) kunne bruges til at
vurdere, om disse er til stede og dermed af potentiel risiko for smitte til mennesker. Vi tvivler dog pa
vaerdien af denne undersegelse, da vi kan risikere at finde mange resistente bakterier og resistensmekanismer
i meget lav forekomst uden at kunne vurdere risikoen for videre spredning. Vores anbefaling er derfor helt at
undlade denne del af projektet og i stedet fokusere pa ovennavnte punkter, saerligt helgenomsekventeringen,
som allerede reekker langt ud over tidligere resistensovervagning i Danmark og andre lande. Séfremt vi —
f.eks. ved sekventering — finder resistenstyper af sarlig relevans, kan vi pa sigt revurdere denne beslutning
og eventuelt begynde selektiv screening.

Pilotprojektets sammenligning af feenotypisk resistensundersggelse og resultater af helgenomundersegelse pa
90 danske ETEC isolater konfirmerer hgj forekomst af resistens i denne bakteriegruppe, men viser ogsé
(gledeligt) fraver af resistens mod de for human sundhed vigtigste antibiotika. Undersegelsen viste
overraskende god overensstemmelse mellem fenotypiske og genotypiske metoder, hvilket konfirmerer at
overvagning af ETEC kan baseres pa genomsekventering, og giver hab for at vi finder tilsvarende
overensstemmelse for andre kombinationer af bakterier/antibiotika. Fordelen ved denne sekvensbaserede
metode er, at der samtidig vil opnés detaljeret viden om hvilke kloner der cirkulerer i danske produktionsdyr
og dermed tillade en direkte og hurtig sammenligning til kloner der cirkulerer i den humane population.
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Konklusion

Der er truffet beslutning om format for en fremtidig overvagning af resistens i danske produktionsdyr, og vi
vil fortsatte den nuvarende feenotypiske analyse, men supplere med mere sekvensbaseret data safremt de
forste lovende resultater bekraeftes i flere bakteriearter og séfremt det kan forsvares gkonomisk. Der arbejdes
pa at opna de ngdvendige samarbejdsaftaler med erhvervet for kunne fi mere kontinuerlig adgang til kliniske
isolater og for at kunne fa adgang til metadata, som kan styrke vores analyser og koble resultater pa f.eks.
geografisk lokalisation eller antibiotikaforbrug.

Det ses ikke for naerverende at veere hensigtsmeaessigt at supplere ovenstiende med en strategi, hvor man
forseger at opformere resistente bakterier af bestemte typer og at lede efter bestemte resistensgener ved PCR
pa prover fra dyr.

En pilotundersagelse baseret pd 90 ETEC isolater fra danske grise viste fravaer af resistens mod de for human
sundhed vigtigste antibiotika, og viste god sammenhang mellem resistensforekomst pavist ved MIC
bestemmelse og forudsigelse af resistens ud fra helgenomsekvenser.

Litteraturliste
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