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Sammanfattning — slutsatser

< Toxintypning av C. perfringens (CP) - isolat utvecklades med PCR som metod for att
detektera foljande toxingener: alfa-, beta-, beta2-, epsilon- och iota- samt entero- och
theta-toxinerna.

» Alla Nordiska CP-isolat fran fjiderfa var av typ A, nagra fa hade dven beta2 genen,
vilken &r vanlig hos grisisolat. Theta—genen forekom 1 alla undersdkta isolat oavsett om
de isolerats fran friska eller sjuka djur.

*» Sekvensering av beta2-genen visade att genen hos kycklingisolaten skiljde sig fran de
isolerade fran gris pa ett sitt som tyder pa att den inte dr lika aktiv. Detta och den laga
prevalensen tyder pa att beta2-toxinet inte dr ndgon patogenitetsfaktor for kyckling.

< Det genetiska sldktskapet studerades med hjélp av PFGE (pulsfiltgelelektrofores) som
utvecklades och jamfordes med AFLP(("amplified-fragment length polymorphism™). De
visade sig vara likvirdiga metoder ndr det giller beddmning av sldktskap.

» Det var en stor genetisk variation hos CP-isolaten speciellt i friska beséttningar som
inte hade fatt koccidiostatika.

» 1 flockar med utbrott av NE eller leverskador hittades ett fatal subtyper av CP i tarm
eller lever, men olika flockar hade néstan alltid olika subtyper. Det tyder pa att det inte
finns négra fa patogena CP-stammar som ofta dterfinns vid sjukdomsutbrott.

> Kycklingisolaten liknade inte isolat fran andra tama eller vilda djur med enterit.

% C. perfringens typ A hade god 6verlevnad vid en simulerad transport av prover och
toxingenerna var stabila dven vid forvaring i rumstemperatur i aerob miljo. Att
toxingenerna dr stabila visar att man kan lita pa att typningsresultaten ar korrekta.

< En antibiotikaresistenstest utvecklades med en buljongspadningsmetod i mikrotitterplattor.

» Inga av de nordiska isolaten var resistenta mot den jonofora koccidiostatikan narasin.
Déaremot var fler svenska CP-isolat resistenta mot tetracykliner an de norska och
danska.

En studie av flockar utan koccidiostatika genomfordes i samarbete med Norge med PFGE

for att undersoka den genetiska variationen hos CP. De var en stor diversitet hos CP-isolat

i de subkliniskt infekterade kycklingarna och mdnstret talade inte for att ndgon speciell

subtyp var mer patogen dn andra.
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Bakgrund

Ett av den moderna slaktkycklinguppfodningens stora problem é&r klostridios. Problem med
klostridios forekommer &ven hos t ex kalkon- och strutskycklingar. Klostridios ar ett
multifaktorellt lidande som intréffar da Clostridium perfringens snabbt forokas i tunntarmen
och producerar toxiner. Klostridios forekommer i klinisk form med akuta utbrott av
nekrotiserande enterit (NE) och som subkliniska fall med NE och Clostridium perfringens—
relaterad hepatit (CPH). De olika formerna av klostridios leder till hog dodlighet respektive
délig foderkvot och kassationer vid slakt. Resultatet dr lidande for djuren och ekonomiska
forluster for djurdgaren.

NE har pavisats i de flesta slaktkycklingproducerande lédnder. Subklinisk NE dr mindre kénd
beroende pé diagnostiska svérigheter, men har troligen stor ekonomisk betydelse. CPH
uppticks vid besiktningen pa slakteriet och finns rapporterad fran flera l&nder och har periodvis
varit ett stort problem 1 Norden. Under de senaste dren har man 1 Norge dven isolerat CP frin
muskelmagar med skadad slemhinna.



Klostridios hos slaktkyckling dr ett komplext problem.

Vad ir kant om hur klostridios uppkommer?

C. perfringens (CP) ar en sporbildande Gram-positiv bakterie som finns i kycklingarnas miljo
och manga kycklingar har varierande méngder CP i tarmkanalen, utan att de fororsakar nagon
skada.

Nar CP gér in i en kraftig tillvixtfas startar en exotoxin-produktion av bl a alfa-toxin som
fororsakar tarm- och leverskador och i kliniska fall en intoxikation. Det dr ként att
patogeniteten, som frimst &r relaterad till bakteriens toxinproduktion, varierar mellan olika CP-
stammar.

Vissa CP-stammar bildar enterotoxin nér de vegetativa bakterierna sporulerar i tarmen. Dessa
enterotoxiner framkallar matforgiftning hos ménniska och diarré hos hund och svin.
Forekomsten av enterotoxin producerande stammar dr emellertid 1ag hos domesticerade djur.
Patogenesen for klostridios hos slaktkyckling ér séledes oklar och ytterligare kunskap behovs
inom detta omrade for att kunna forebygga klostridios i dess olika former.

Graden av skador i tarm och lever vid klostridios beror troligen béde pd den stora tillvixten av
CP och pa vilka méngder toxiner av olika slag som bildas i tarmen/gallgangar. Studie av CPs
olika egenskaper &r dérfor grundlidggande for att forstd patogenesen for klostridios.

Alternativ till tillvixtbefrimjande antibiotika och koccidiostatika

Klostridios har lange kontrollerats med foderantibiotika och jonofora koccidiostatika med
antibiotisk effekt riktad mot grampositiva bakterier bl a CP och darfor har relativt lite
forskning bedrivits for att hitta alternativ till antibiotika.

Det finns nu anledning att intensifiera forskningen for att finna hallbara alternativ till sdval
tillvaxtbeframjande antibiotika och koccidiostatika for att forebygga klostridios hos
slaktkyckling.

De flesta forskningsgrupper har hittills studerat faktorer som predisponerar for utbrott av
klostridios. I detta projekt har vi studerat bakterien C. perfringens och nagra egenskaper som
kan ha betydelse for sjukdomens uppkomst.

De insamlade CP-isolaten har undersdkts med avseende pa sina genetiska och fenotypiska
egenskaper. En studie av en flock under hela uppfodningen syftade till att se vilka subtyper av
CP som forekommer under olika skeden av uppfodningen och i samband med skador i olika
organ.

Material och metoder

Provtagning och bakteriologiska undersokningar

Prov togs frén blindtarm, tunntarm och lever fran béde friska kycklingar och kycklingar med
sjukliga foréndringar fran forsok och filtet. Proven uttogs vid obduktion eller slakt av
kycklingar. Proven odlades med avseende pa CP. Proven odlas enligt standardrutiner. Typiska
kolonier identifierades med hjélp av koloniutseende och biokemiska tester. Stammar typade till
CP sparades i —70° C.

Molekyliirbiologisk typning

De sparade bakteriestammarna typades med flera olika molekyldrbiologiska metoder.
CP-stammar klassifiseras i dag 1 fem olika toxintyper (A, B, C, D och E) baserat pa vilka av de
fyra exotoxinerna alfa. beta, epsilon och iota de producerar. Varje toxintyp korrelerar med en
viss sjukdomsbild hos djur. Denna toxintypning har tidigare utfoérts med en neutralitetstest pa
moss.

Denna grundtypning utférdes med en multiplex PCR enligt Engtrom ef al. (2003). Dessutom
har vi anvint ytterligare PCR-tester for detektion av ytterligare tre toxingener; beta2-toxin,
enterotoxin beskrivna av Engtrom et al. (2003) och theta-toxin.



“Fingeravtrycksmetoden” PFGE (pulsfiltgelelektrofores) utfordes enligt Engtrom et al. (2003)
med hjilp av enzymet Smal. Denna metod har vi ocksa jaimfort med AFLP (amplified-
fragment length polymorphism”), som ocksa utférdes enligt Engtrom et al. (2003).

Jiamforelse av CP-isolat fran olika andra djurslag mm

Sparade CP-isolat fran gris, hést, far och vilda djur, men dven matforgiftningsfall pa ménniska
och slam fran reningsverk undersoktes med PCR och PFGE for att jimfora dessa genetiskt och
for att se om det fanns ndgon genetisk likhet mellan CP isolat som orsakar enteriska sjukdomar
hos olika djur och matforgiftningsstammar (Johansson ef al., manus, 2006).

Overlevnad och stabilitet vid transport

For att studera hur CP 6verlever provhanteringen simulerades en transport med en kdnd méingd
CP pa bomullspinnar forvarade i tranporthylsor med Amies medium under olika 14ng tid och
vid olika temperaturer. Vi valde en stam av toxintyp B som hade alla toxingener. Dessutom
undersoktes med PCR om olika toxingener fanns kvar i provet efter transporten eller efter att
de forvarats i vanlig luft pa laboratoriebianken under olika l&ng tid. For undersdkningen om hur
stabil bakterien &dr 1 rumsmilj6 anvéndes dven en av véra isolat med beta2-genen 1 en sérskild
studie for att se om dven denna plasmidburna gen fanns kvar. Metoder enligt Johansson et al,
(2005).

Sekvensering av beta2-genen
Beta2 toxin genen sekvenserades och sekvenserna jamfordes med tidigare deponerade
sekvenser av genen i genbank enligt Johansson et al. (manus, 2006).

Jisning av kolhydrater

Formagan att jdsa olika kolhydrater kan vara en virulensfaktor. De flesta CP-isolat har samma
jasningsmonster. Man har emellertid tidigare visat att det med hjdlp av 7 olika kolhydrater gér
att differentiera olika CP-isolat. Vi testade jasningsformigan hos CP-isolat enligt dessa tidigare
studier.

Hemolysmonster hos olika CP isolat

Hemolysmonster hos olika isolat studerades med tre olika blodagarplattor med blod fran hist,
not och far. Bade alfatoxin och flera “minor toxins”, frimst theta toxinet har en hemolytisk
effekt.

Antibiotikaresistens hos olika CP-isolat

Isolat fran slaktkyckling frdn Sverige, Danmark och Norge studerades. Vi anvinde en
buljongspddningsmetod for CP (Johansson et al., 2004). Vi anvédnde i denna studie
mikrotiterplattor - VetMIC (VetMIC Ent mo och VetMIC Ent), med 12 olika antibiotika
inklusive koccidiostatikan narasin.

Detektion av toxiner som produceras av CP

Metoder for métning av méngden alfa-toxin som olika CP-isolat producerar har beskrivits av
flera, som anvént indirekta ELISA tester. Vi testade ett kommersiellt ELISA-kit
(Enterotoxaemia Elisa kit, Bio-X, Bruxelles, Belgium) for att se om den fungerar som en
kvalitativ test av alfa toxin 1 CP kulturer. Rent alfatoxin anvédndes for att gora standardkurva.

Studier i slaktkycklingbesittningar uppfodda utan koccidiostatika

I slaktkycklingbesittningar dar forsok gors med uppfodning utan jonofor koccidiostatika togs
prov fran kycklingar med och utan tecken pa klostridios och fran kycklingarnas omgivning.
Prov togs dven vid slakt. En forsta pilotunders6kning utfordes 1 Skane 2002. En storre
féltstudie, med slaktkycklingar som f6ds upp utan koccidiostatika, genomfordes 1 sammarbete
med Magne Kaldhusdal, Veterinerinstituttet i Oslo. Det var en epidemiologisk studie med
typning av C. perfringens isolerade frdn miljon (foder, inredning, strd, foder, vatten), den
daggamla kycklingen och fran kycklingar som togs ut slumpvis en gang per vecka under



uppfodningen. Varje vecka avlivades tio kycklingar, obducerades och prov togs frédn blindtarm
och de organ som hade sjukliga fordndringar (muskelmage och tunntarm). Prov togs ocksa
frén kycklingar med lever- eller tarmskador nér de slaktades. Tre flockar foljdes pa detta sitt.
CP isolerades antingen pa SVA eller Veterinrinstituttet och sparades pd SVA 1 avvaktan pa
toxintypning och PFGE-analys. Isolaten relaterades till de patologanatomiska fordndringar som
konstaterats 1 varje organ som isolaten harstammat frén. Tre isolat sparades frén varje odling.

Resultat och diskussion

Insamling av prover och isolering av C. perfringens

Prov anlénde fran olika gardar och slakterier for isolering av CP fran vitt skilda typer av
fjaderfd och klinisk bakgrund.

Fran véra nordiska grannlédnder Norge och Danmark har vi fatt isolat for jimforande studier.
SVA sparar dven isolat av CP fran andra djurslag.

Molekylirbiologisk typning — PCR, sekvensering av gener

Utveckling av PCR for exotoxinerna alfa-, beta-, beta2-,epsilon-, iota-toxiner entero-
toxingenen utfordes under projektets borjan och publicerades: Engstrom et al., (2003).

Alla undersdkta isolat tillhdrde toxintyp A, men tva av dem hade ockséd genen for beta2-
toxinet, vilket dr forsta gdngen som detta setts i isolat fran kyckling. Enterotoxin-genen
detekterades inte hos nagot av isolaten, det var i enlighet med tidigare studier dir man sett en
lag prevalens av enterotoxin-genen hos djur. Ingen av isolaten kunde séledes tillverka
enterotoxin, vilket innebér att de inte férorsakar denna typ av matforgiftning hos ménniska.
En PCR utvecklades dven for theta-toxingenen eftersom dven detta toxin rapporterats vara
sjukdomsframkallande. Testen fungerar bra och alla 60 isolat frdn bade friska och sjuka
kycklingar som undersoktes bar pa genen. Dérfor gjordes inga fler tester.

Multiplex PCR har sedan anvénts for att undersdka en rad nya isolat frén utbrott av NE frén
sOdra Sverige, Norge och Danmark. Alla isolat har varit av toxin-typ A. I dessa studier hade
ytterligare 4 svenska, 2 norska och 5 danska isolat dessutom beta2-toxin genen (ej publiserade
resultat). Eftersom beta2-toxin genen trots allt &r s& pass séllsynt hos isolaten fran kyckling sa
tror vi inte att denna egenskap har sé stor betydelse for utveckling av sjukdom hos kycklingar
jamfort med tex svin.

For att jamfora kycklingisolat med just beta2-genen med isolat frén andra djurslag och bl a
matforgiftningsfall frdn Tierp, gjordes en studie med sekvensering av beta2-genen (Johansson
et al., manus 2006). Dessa sekvensanalyser av beta2 toxin genen delade in de svenska isolaten 1
tre olika grupper; grisisolat, isolat frdn 6vriga djur och isolat fran matforgiftningsfall.
Jamforelse av svenska sekvenser med deponerade sekvenser i genbank visade att det fanns tva
olika evolutiondra grupper av denna toxingen. Kycklingisolaten hamnar i en grupp med isolat
som tidigare har visat sig vara oformdgna att uttrycka beta2 toxinet (Vilei, et al.2005).

Detta faktum, tillsammans med att det dr s sédllsynt med beta2-gener hos isolat isolerade fran
sjuka kycklingar, indikerar att de svenska kycklingstammarna med beta2 toxin-genen troligtvis
inte heller kan uttrycka toxinet dvs. producera toxinet.

Alfatoxinet torde vara det toxin som ensamt eller tillsammans med theta-toxinet fororsakar
sjukdom hos kyckling.

PFGE (Puls-filt-gel-elektrofores) isolat fran olika beséttningar

De bdda metoderna PFGE och AFLP utvecklades och jamfordes 1 forsta studien (Engstrom et
al.,2003). Den visar att dessa tvd metoder ar jambordiga. PFGE valdes for fortsatta studier.
Studien visade att CP-isolaten kunde uppdelas 1 ett stort antal subtyper. Isolaten frén fall av
NE och leverskador hos slaktkyckling tillhdrde samma genetiska subtyp om de kom frén
samma flock. Diremot isolerades oftast CP av olika subtyp frén de olika flockarna.



Fran friska forsokskycklingar som fotts upp utan koccidiostatika isolerades daremot flera olika
subtyper av CP fran samma kyckling och dven frdn samma organ.

En dansk studie av isolat av CP fran slaktkyckling visade ocksa en stor genetisk variation pa
samma sétt. De pavisade 44 olika subtyper med PFGE (Nauerby, 2003). Nér vi jamforde 20
danska isolat tillhorande 20 olika subtyper med alla vara isolat (14 subtyper) sa visade det sig
att endast ett danskt isolat tillhdrde en subtyp som vi ocksé funnit i Sverige ( ej publiserade
resultat). I Belgien har man nyligen gjort en liknande studier med PFGE (Gholamiandekhordi
et al. 2005). Aven dir sig man stor diversitet hos CP-isolat mellan olika slaktkycklingflockar
medan varje sjuk flock hade samma klon dven om antalet undersokta bakterie var litet 1 varje
flock. Aven i Belgien ségs olika subtyper i de friska flockarna, men de hade bara tv4 isolat per
flock.

Man kan drar en gemensam slutsats fran dessa tre studier: Det finns en mycket stor genetisk
variation hos denna bakterie i friska flockar, men dven mellan sjuka flockar. Daremot sags
oftast samma subtyp i flera sjuka kycklingar i samma beséttning.

Fenotypiska undersokningar
Flera fenotyptester har utvérderats:
< Hemolysutseende pa olika blodagarplattor. Dessa har varierat i form av utbredning
och intensitet mellan olika isolat. Farblodplattor gav bést resultat. Vi ansdg emellertid
att det inte fanns ndgon skillnad mellan isolat av olika genotyper och gjorde ingen
storre undersokning med denna metod.
< Jéasningsmonster for olika kolhydrater. CP-isolaten hade varierande forméga att jasa
en av de testade sockerarterna (sorbitol). Vi bedomde emellertid att detta inte hade
nagon praktisk nytta vid typning. (Bilaga 3, 2002)
< Toxinproduktion: Forsok gjordes for att utveckla en metod (ELISA) for att méta
olika CP-isolats formaga att producera toxiner. Vi lyckades inte fa tillforlitliga resultat
med denna test trots flera forsok. En Belgisk studie visade med samma teknik som vi
provat att det i den inte fanns nigon skillnad i alfatoxinproduktion in vitro mellan CP-
isolat frén sjuka och friska kycklingar (Gholamiandekhordi ef al. 2005). Hofshagen och
Stenwig (1992) fann ddremot, med dldre teknik, att bakteriens toxinproduktion varierar
mellan olika CP-stammar beroende pa om de hérrorde fran friska eller sjuka faglar. Den
belgiska studien var inte helt 6vertygande och annan teknik behovs troligen for att {a
fullt tillforlitliga resultat. Sddan studie rymdes inte i detta projekt.

En test utvecklades och en studie genomfordes:

Antibiotikaresistens: Studien av antibiotikaresistens mot 12 olika antibiotikum inklusive
narasin, det mest anvidnda jonofora koccidiostatik i Sverige. Femtioatta olika svenska C.
perfringens-isolat har jamforts med tjugofyra norska och tjugo danska isolat. Resultatet visade
att alla isolaten var kénsliga for narasin och flera andra anvinbara antibiotikum utom
tetracyklin. Resistens gentemot tetracyklin varierade mycket mellan de tre ldnderna; Sverige
(76%), Danmark (10%) and Norge (29%). Dessa skillnader i antibiotikaresistens kan inte
kopplas till forbrukningen av tetracyklin, eftersom Sverige inte anvint mer tetracyklin 4n
Norge och Danmark.

I 80% av de tetracyklinresistanta isolaten, detekterades de tvd generna fetA(P) and tetB(P)
medans 1 20% av isolaten hittades bara tet4(P) genen. Tetracyklin resistens genen fetM vilken
ar vanligt forekommande i andra bakterier aterfanns inte i ndgon av de resistenta isolaten
(Johansson et al., 2004).

En belgisk studie (Martel et al., 2004) av CP isolerade fran fjaderfd visade liknade resultat; alla
testade jonofora koccidiostatika hade god effekt mot belgiska kycklingisolat.



Under 2005 intrdffade en rad utbrott med NE 1 sddra Sverige. Resistensundersokning gjordes
pa flera isolat men alla var kéinsliga for narasin, vilket visar att det inte var resistens mot
koccidiostatikan som var orsaken till utbrotten.

Trots lang tids anvéndning av narasin sa har den fortfarande god effekt mot CP.

C. perfringens stabilitet och dverlevnad:

En studie med simulering av transport av prover till laboratoriet under olika temperturer
och tider. Overlevnaden var lika god i rumstemperatur som i kylskép. Manga har antytt att
plasmidgener forsvinner pa vég till laboratoriet eller 1 aerob milj6 pa laboratoriet. Darfor
undersoktes om de plasmidburna toxingenerna beta, epsilon och iota samt beta2, fanns kvar
efter forvaring i rumstemperatur i vanlig rumsluft. Med PCR kunde vi aterfinna alla toxingener-
de var ovéntat stabila (Johansson et al. 2005).

Det innebér att vi kan lita pd att toxintypningen ar korrekt; inga toxingener forsvinner pa vigen
till laboratoriet.

Studie i slaktkycklingflockar uppfodda utan koccidiostatika med PFGE

En forstudie gjordes i Skane 1 ett fors6k utan koccidiostatika. Dar sags for forsta gdngen
subklinisk NE 1 Sverige och isolat fran denna kyckling kunde jimféras med dem frén den stora
Norska studien.

I Norge isolerades CP for denna studie fran tre gardar (tabell 1) och gard B valdes ut for
vidare PFGE-undersokning eftersom det intrdffade dven klinisk NE pa den gérden och flest fall
av subklinisk NE och leverskador vid slakten.

Tabelll. Tre féltforsok i Norge med uppfodning av slaktkyckling utan koccidiostatika

Miljoisolat innan Isolat NVI fran Slaktisolat
Forsok kycklingar sattes in = obducerade kycklingar Totalt
1. A 41 38 11 90
2.B 41 112 16 169
3.C 32 71 20 123
Summa 114 221 47 382

Laboratorietesterna blev kraftigt fordrojda pa grund av olika tekniska problem pa laboratoriet,
vilket gor att resultaten inte &nnu bearbetas till manus. De flesta testerna dr nu klara. Nagot
manus har inte hunnit géras varfor diskussionen hér tyvérr blir summarisk.

Representativa isolat typades med PFGE for att se om ndgon speciell subtyp aterfanns under
uppfodningen. Resultatet av analysen av proven fran kyckling med subklinisk NE,
muskelmageskador och tvé kycklingar, som kom in déda och slaktprov ses i tabell 2. Ingen NE
sags fore 23 dagars alder. Flertalet kycklingar hade enbart subklinisk NE eller
muskelmageskador eller bade och. Prov togs ocksa fran blindtarmen.

Det visade sig vara en stor genetisk variation hos isolat fran olika kycklingar vid olika aldrar 1
denna flock. Tre isolat testades fran varje odling och ménga génger sags flera olika subtyper
fran samma prov. Nagon kyckling hade samma subtyp 1 bade tunntarm och blindtarm (H),
andra hade ménga olika subtyper (ex J). De sjdlvdoda med tarm- respektive leverskada hade
var sin subtyp i olika organ. Flera subtyper var vanligare och aterkom flera ganger och &ven
vid slakt (10, 23) och en (23) aterfanns i tarmen hos en sjdlvdod kyckling med NE. Tabell 2
Resultat PFGE av tre isolat fran samma prov.

Endast muskelmageskador

Alder
Individ (dagar) | Organ* |PFGE typer
A 6 M 18, 17, 18



A 6 B 17,17,17

B 6 B 1,1,

C 14 M 19, 19, 19

C 14 B 6,17, 17

D 30 M 23, 23, 23

D 30 B 24,24, 24
Subklinisk NE Slakteriprov

Alder
Individ (dagar) Organ* |PFGE typer Prov PFGE typ Organ*

E 23 T 8,8,8 1 4 L
E 23 M 1,3,7 2 11 L
F 30 T 10, 10, 15 3 10 L
F 30 M 15,16 4 10 L
F 30 B 10,10, 10 5 10 L
G 30 T 5,21,22 6 23 L
G 30 B 18, 21, 21 7 12 T
H 30 T 10, 10, 10 8 14 T
H 30 B 10, 10,10 9 23 T
I 30 T 13,13, 13

J 30 T 23,24, 25

J 30 B 7,23, 23

J 30 M 1, 20, 20

Klinisk sjuka med NE / CPH
Alder
Individ (dagar) Organ* |PFGE typer

K 30 T 23,23,23

K 30 B 24,2424,

L 30 L 9,9,9,

*M = muskelmage, T = tunntarm, L = lever

Eftersom kycklingarna med subklinisk NE avlivades vid provtagningen vet vi inte om de skulle
ha utvecklat klinisk sjukdom senare i livet. I manga flockar ses subklinisk NE utan kliniska
utbrott men det dr omdjligt att siga om ndgon speciell subtyp av CP ger allvarligare skador 1
denna studie.

Var tidigare studie (Engstrom et al., 2003) liksom den danska (Nauerby, 2003) och belgiska
(Gholamiandekhordi et al., 2005) visade att en eller tva subtyper isolerats fran kycklingar som
dott av NE vid sjukdomsutbrott i en flock. D4 hade bara enstaka isolat undersokts och
flockarna hade fatt jonofor koccidiotatika. Har undersoktes manga isolat och ett stort antal
individer under hela uppfédningen, vilket ger en mer fullstindig bild av klostridiepopulationen.
Denna genetiska variation vid subklinisk infektion liknade mer den vi sdg hos friska kycklingar
(Engstrom, ef al., 2003) dven om variationen var mindre. Nir analysen av miljdproven innan
inséttningen, prov fran kycklingar innan insittning och stroprov frn nésta insittning ar klara
kommer en publikation med jadmforelse av dessa isolat och dem i kyckling.
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