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Mal for studien

Incitamentet till undersdkningen var att tarmbakterier okansliga (resistenta) for vankomycin (vankomycinresistenta
enterokocker, VRE) pévisats i en 6kande andel prov av tarminnehall fran svenska slaktkycklingar undersokta i det
svenska resistensévervakningsprogrammet SVARM under aren 2000-04.

Avsikten var att ta fram underlag for dtgarder med syfte att forhindra spridning av VRE mellan
produktionsanldggningar och att undersoka mojligheter att minska forekomsten i anldggningar dar bakterien finns.
Specifika fragestillningar var:

1. Hur spridd bakterien dr inom en produktionsanlidggning.

2. Var i miljon bakterien finns kvar mellan konsekutiva flockar.

3. Om forekomsten av VRE i miljon och i efterfoljande flock paverkas av olika typer av rengdring.
4.  Om VRE finns pé utrustning som anvénds vid uttag for slakt.

5. Om forekomsten av VRE kan minskas genom tillforsel av probiotika/tarmflorekultur.

I den ursprungliga planeringen var avsikten att undersoka fragestdllningarna i en faltstudie. Detta visade sig omojligt
eftersom det probiotika som var tankt att anvéndas inte blev registrerat for bruk till slaktkyckling och dérfor inte
kunde anvindas i produktionsbeséttningar. Undersokningen delades darfor i en Féltstudie (fragestillningarna 1-4)
och en Experimentell studie (fragestéllning 5). Unders6kningarna har genomforts i samarbete med Johan Lindblad,
Svensk Fagel AB och Desirée Jansson, Avdelningen for Lantbrukets djur, SVA.

Sammanfattning/Slutsatser

e Pa anldggningar dir VRE forekommer dr bakterien vitt spridd i miljon. Bakterien kan pavisas i prov fran ut- och
inluftsdon, vilket tyder pa att den cirkulerar i luften i djurutrymmet. Dédrmed finns den sannolikt pa flertalet ytor
i djurutrymmet. Bakterien kan ocksé pavisas pa doérrhandtag pa utsidan av djurutrymmet vilket visar att
smittskyddsbarridrer mellan avdelningar inte begriansar bakteriens spridning pa en anldggning. Nar VRE
forekommer pa en anldggning maste darfor alla avdelningar betraktas som kontaminerade.

e P4 de tre anldggningar diar VRE aldrig tidigare pavisats var samtliga prov, sévél frdn miljé som frén kycklingar,
negativa med avseende pd VRE. Detta tyder pa att bakterien inte tillhor den normala bakteriefloran i stallmiljon
pa produktionsanldggningar for slaktkyckling utan introducerats till anldggningar dir den férekommer.

e Konventionell rengéring/desinfekton eliminerar inte VRE fran miljon. Sannolikt koloniseras nyinsatta
kycklingar av bakterier som finns kvar i miljon. Detta leder till att konsekutiva flockar i samma utrymme ofta ar
koloniserade.

e  Rengoringsrutiner skiljer sig inte patagligt mellan de anldggningar dar VRE finns och de dér bakterien inte
finns. Det tyder pa att rutinerna for rengdring/desinfektion som anvénds idag inte &r av primér betydelse fér om
VRE kvarstar pa en anldggning.

e VRE finns pé truckar, och férmodligen &ven pa annan utrustning som containrar, som anvénds for utlastning vid
uttag for slakt. Bakterierna finns pa utrustningen efter rengdring nér den ldmnar slakteriet for ett nytt uppdrag.
Detta innebér en mojlig spridningsvég for VRE mellan anldggningar men dess betydelse i praktiken kan inte
beddmas utifran gjorda undersdkningar.

® ] en experimentell infektionsmodell kunde inte visas att anvindning av probiotika (Lactiferm®) eller
tarmflorekultur (Broilact®) minskade andelen kycklingar som koloniserades med VRE. Resultaten talar for att
s.k. “competitive exclusion” inte dr en framkomlig vég for att minska forekomsten av VRE i
produktionsbesattningar. Den utprovade infektionsmodellen for 6verforing av VRE fran miljon till insatta
daggamla kycklingar kan emellertid vara anvéndbar for fortsatta epidemiologiska undersékningar av VRE-
forekomsten hos slaktkyckling.

Bakgrund

Enterokocker tillhor den normala tarmfloran hos sévél djur som ménniskor men kan orsaka allvarliga infektioner hos
ménniskor med nedsatt motstandskraft. Vankomycin ar ett sista linjens” antibiotikum som inom humansjukvérden
anvénds vid infektioner med t.ex. enterokocker som &r resistenta for andra antibiotika. Resistens mot vankomycin
innebér en kraftig begransning av behandlingsmoéjligheterna. Infektioner med vankomycinresistenta enterokocker



(VRE) dr ett tilltagande problem pa sjukhus i USA och i ndgra Europeiska lander (Goossens et al., 2003). I Sverige &r
infektioner med VRE ovanliga hos ménniskor (SWEDRES 2003) men den vikt man ur folkhélsosynpunkt faster vid
bakterien illustreras av att fynd av VRE hos ménniskor ar anmélningspliktigt.

Vankomycinresistens hos enterokocker kodas av gener som kan dverforas mellan enterokocker (Bonten ef al., 2001).
VRE hos animalieproducerande djur utgér darfor en reservoar av resistensgener som kan overforas till bakterier hos
ménniskor.

I mitten av 90-talet visades att avoparcin, ett antibiotikum i samma grupp som vankomycin, selekterade for
vankomycinresistens hos enterokocker vid anvéndning i tillvixtbefrdmjande syfte till animalieproducerande djur.
Dirigenom uppstod en reservoar av VRE bland animalieproducerande djur. Som en f6ljd av dessa upptéckter forbjods
anvindning av avoparcin inom EU 1997. I lander déar preparatet anvéints var VRE da vanligt forekommande bland
slaktkycklingar och slaktsvin och &r fortfarande endemiska, 4ven om férekomsten har minskat som en f6ljd av
avoparcinforbudet (Bonten ef al., 2001).

I Sverige har avoparcin inte anvints sedan tidigt 80-tal. Detta dr sannolikt orsaken till att endast enstaka isolat av
VRE pévisats hos slaktkyckling i svenska undersokningar fran 90-talet. I unders6kningarna anvindes icke-selektiva
odlingsmetoder med 14g sensitivitet att detektera VRE om bakterien utgor en liten andel av enterokockerna i provet.
Sensitiviteten kan 6kas betydlig om odlingsmedier innehallande vankomycin anvénds, sk selektiva medier (Borgen et
al., 2000a).

I SVARM odlas prov av tarminnehall fran slaktkyckling pa
savil selektiva som icke-selektiva medier. Vid anviandning B Odlade prov B VRE isolerad
av icke-selektiva medier pavisades VRE i endast fyra av 30
cirka 1000 prov fréan slaktkyckling undersokta mellan 2000- S 00— - l
04 men anvéindning av selektiva medier visade att bakterien £ 250
forekom i betydligt fler prov och i 6kande frekvens S ol |
(SVARM 2000-04). Aren 2000, 2001, 2002 och 2004 var ;: 0 L
<1 %, 7 %, 24 % respektive 36 % av proven positiva 5
avseende VRE (Fig 1). Samtliga isolat var Enterococcus R
faecium med en likartad biokemisk fenotyp och ett likartat 0T
antibiogram vilket talar for att de tillhor en klon. Okningen i 0 ‘ ‘ ‘
forekomst av VRE och isolatens klonalitet var ovintad och 2000 0 0 200
antyder en gemensam kalla varifran bakterien spridits.

For att 6ka kunskapen om epidemiologin bakom Figur 1. Antal prov odlade pa media med
forekomsten av VRE hos svensk slaktkyckling genomfordes ~ vankomycin och antal prov dir VRE isolerats.

Blindtarmsinnehall fran slaktkyckling undersokta i

2002-03 en undersokning i samarbete med
QVARM

branschorganisationen Svensk Fégel AB och finansierad
med medel fran SVA, (SVA Rapport, 2003). Undersdkningen visade bland annat att VRE férkom i poolade
avforingsprov fran 18 % av 106 svenska anldggningar for slaktkycklinguppfodning och att konsekutiva flockar i en
avdelning diar VRE tidigare pavisats ofta var koloniserade. Majoriteten av de VRE som isolerades i studien hade en
likartad biokemisk fenotyp och likartat antibiogram som isolaten frain SVARM aren 2001-2004. VRE pavisades
diremot inte i miljoprov vare sig frén svenska foderfabriker eller frén slaktkycklingkléckerier och inte heller i
avforingsprov fran faglar ur de avelsflockar som var aktiva hosten 2002.

VRE isoleras séllan vid direktodling av prov fran svenska kycklingar och utgér sannolikt en liten del av kycklingens
tarmflora. Andelen svenska produktionsanlaggningar dir VRE forekommer &r liten i ett internationellt perspektiv. I

Danmark och Norge forekommer VRE i majoriteten av de anldggningar dir avoparcin anvéndes till sent 90-tal, 74
respektive 96 % (Heuer et al., 2002a, Sorum et al., 2004).

Filtstudie (prevalens/persistens, effekt av desinfektion, mojliga spridningsvigar)
Material och metoder

Provinsamling (produktionsanliiggningar)

Studien genomfordes under mars-juni 2004 i 12 produktionsanldggningar for slaktkyckling. I nio anldggningar (VRE
1-9) hade VRE tidigare isolerats frdn samlingsprov av triack och/eller blindtarmsinnehéll fran enskilda kycklingar. I tre
anldggningar (CON 1-3) hade VRE inte isolerats i sddana prov. Val av anldggningar baserades pa tidigare
undersokningar vid SVA (SVA Rapport, 2003, SVARM 2001-02). Forsoksupplagget framgér av Tab 1.
Provtagningen utfordes av personal pé anldggningarna efter detaljerade instruktioner (se bilaga 1-4).

I anslutning till provinsamlingen intervjuades producenten per telefon angdende rutiner vid rengéring samt dvriga
forhallanden pa anlidggningen. Delar av intervjuns innehéll framgér av Tab II (Bilaga 7).
Track 1 och Tréck 2: Samlingsprov av trick togs cirka tva veckor fore slakt fran fyra flockar pa varje anldggning.
Provtagningen upprepades i ndstkommande flock i samma avdelning.

Milj6 1 ("Dérr”, ”Inluft”, ”Utluft”, ”Skruvlada helfoder”): Proven togs efter uttag for slakt men fore rengoring fran
tvé avdelningar per anldggning (fran en anldggning, VRE 8, inkom prov fran fyra avdelningar). Prov fran handtag pa



utsidan till dorren in till avdelningen, insidan av ett inluftsdon och ett utluftsdon togs med sterila lappar, 8x10 cm,
klippta ur disktrasor (”Vileda”). Damm/foderrester insamlades frén skruvlddan till avdelningens helfodersilo.

Milj6 2 ("Golv”, "Fodertrag”, ”Hel-vete”): Prov togs frdn samma avdelningar som “Milj6é 1” men efter rengdring
enligt anldggningens ordinarie rutiner (fran en anldggning, VRE 8, inkom prov fran samtliga fyra avdelningar). Prov
frén golvet ("Golv”) togs genom att med en lapp (enligt ovan) torka cirka 0,5 m* i mitten av avdelningen och med en
annan lapp torka i ett horn cirka 1 meter i vardera riktningen i vinkeln mellan golv och végg. Dessa tva prov poolades.
Med lapp togs ocksa prov fran botten, utsida och insida frén tva fodertrdg i varje avdelning. Alternativt togs prov fran
tvé stéllen pd foderrdnnan i avdelningar med detta utfodringssystem. Damm/foderrester insamlades fran skruvladan till
helvetesilo.

Provinsamling (lasttruck)

Under maj-juni 2004 togs prov fran truckar for lastning av containers vid uttag for slakt. Tva truckar fran tva olika
arbetslag undersoktes vid tre konsekutiva tillfallen (s6ndag, torsdag, sondag) innan arbetslaget lamnade slakteriet for
uppdrag. Proven togs fran tva av truckens déack genom att med lapp (enligt ovan) torka slitbanan och sidorna pa cirka
en fjardedel av dackets omkrets. De tva proven poolades. Provtagningen utfordes enligt detaljerade instruktioner av
personal ansvarig for utrustningen (se bilaga 5).

Bakteriologisk odling och bestimning av antibiotikakiinslighet

Forekomst av VRE underséktes med selektiv metodik innebérande anrikning i Enterococcoselbuljong med tillsats av
klindamycin (0.25 mg/L) och vankomycin (8 mg/L) foljt av odling pa Slanetz-Bartley agar med tillsats av 16 mg/L
vankomycin (SlaBa-v).

Poolade avforingsprov: Prov spaddes 1:2 i fysiologisk NaCl och blandades med stomacher. Fran blandningen spiaddes
10 mL 1:5 med Enterococcosel. Efter inkubering 24 h i 37 °C spreds 0,1 mL pa SlaBa-v. Efter inkubering 48 h i 37 °C
renodlades tva kolonier av varje presumtiv typ pa blodagar och pé bile-esculinagar 18-24 h i 37 °C. En koloni av varje
presumtiv typ identifierades dédrefter till speciesniva enligt Devriese et al. (1993) med foljande biokemiska test:
mannitol, sorbitol, arabinos, sackaros, ribos, metyl-alfa-D-glucopyranosid och raffinos.
Miljoprov (lappar och damm/foderrester): Proven inkuberades i 30 mL Enterococcosel med tillsats av klindamycin
och vankomycin 6 h i 37 °C. Prov med positivt BE-omslag hanterades som avforingsproven enligt ovan. Vid negativt
omslag filtrerades 10 mL Enterococcosel (0,45 um) och filtret placerades pa SlaBa-v. Efter inkubering i 48 h137 °C,
hanterades presumtiva kolonier enligt ovan.

Antibiotikakénsligheten hos ett presumtivt isolat av VRE fran varje prov undersoktes med mikrodilutionsmetod
(VetMIC™) enligt ordinarie rutiner vid Avdelningen for Antibiotika, SVA. Undersokta substanser och brytpunkter for
resistens framgar av Tab IV.

Ovriga undersokningar

Hos ett isolat av VRE fran varje positivt prov bestimdes biokemisk subtyp med PhenePlate™ systemet (PhPlate
Microplate Techniques AB, Stockholm, Sweden) enligt Kiihn ef al. (1995).

Sex isolat, varav tva fran lasttruckar, undersoktes med pulsfilts-gelelektrofores (PFGE) efter restriktionsklyvning av
DNA i huvudsak enligt Murray ef al. (1990).

Resultat och Kommentarer

Produktionsanliiggningar

I anldggningarna VRE 1-9 pavisades VRE (Enterococcus faecium, MIC vankomycin >128 mg/L) i 99 av 202 (49 %)
prov (Tabell I). I endast en av de 36 avdelningar som undersoktes (Avd5/VRE 8) var alla prov negativa avseende
VRE. I kontrollanlédggningarna (CON 1-3) pavisades VRE inte i ndgot prov.

Bakterien isolerades fran 50 av 60 prov (83 %) fran dérrhandtag och ventilationsdon fore rengdring i anldggningar
VRE 1-9 (Tab I). I prov frén ventilationsdon fanns VRE i 37 av 40 prov (93 %), vilket tyder pa att bakterien finns 1
luften och dérmed troligen dven pé flertalet ytor i stallutrymmet. VRE fanns pa 13 av 20 (65 %) dorrhandtag. Endast i
en av de 9 anldggningarna var alla prov fran dérrhandtag negativa vilket visar att smittskyddsbarridrerna mellan
avdelningarna inte forhindrar spridning av VRE.

I sju anlaggningar pavisades VRE i prov av damm/foderrester fran silons skruvlada. Detta innebér inte nddvéandigtvis
att fodret i silon dr kontaminerat med VRE utan kan vara en foljd av spridning “bakvigen” fran djurutrymmet. I
tidigare undersdkningar har bakterien inte pavisats i miljoprov fran foderfabriker (SVA Rapport, 2003).

I sex avdelningar pavisades VRE i trick fran tva konsekutiva flockar (Tab I och III). (En anldggning ldamnade inga
prov fran efterf6ljande flock). Sambandet mellan forekomst av VRE i track fran konsekutiva flockar i samma
avdelning &r statistiskt signifikant (Fischer Exact Test; P<0,05) (Tab III). Resultaten talar for att om en flock ar
koloniserad med VRE, kommer nésta flock i samma avdelning ofta att vara koloniserad vilket dverensstimmer med
tidigare erfarenheter (SVA Rapport, 2003).



I alla atta avdelningar dér VRE pévisades i trick, dterfanns bakterien &veni  Tabell III. Férekomst av VRE i tréick frén tva

miljon men i 11 avdelningar dér bakterien pavisades i miljoprov var konsekutiva flockar i samma avdelning.
trickproven negativa (Tab I). Resultaten tyder pa att om VRE forekommer i Triick 2
tarmen hos faglarna aterfinns den &ven i miljon, men férekomst av VRE i _ Positivt | Negativt
miljon innebdr inte alltid att faglarna utskiljer bakterien i track. Inte heller Trick 1 ;(;::g; g 149

innebér forekomst av VRE i miljon att bakterien alltid kan isoleras i trick
fran de insatta faglarna. Endast i en av 11 avdelningar ddr VRE fanns i miljon vid insdttning pavisades bakterien i
track fore slakt. Daremot pévisades bakterien hos insatta faglar i fyra avdelningar dir VRE inte pavisades i miljon
efter rengoring.

Uppenbarligen eliminerar de rengoringsrutiner som tillimpas inte VRE fran stallmiljon. I endast tvd av nio
anldggningar pavisades inte VRE pé golv och/eller fodertrag efter rengdringen (Tab I). Intervjuerna med
producenterna visar att rengdringsrutinerna i de tva anldggningarna inte avviker fran de i 6vriga anlédggningar (Tab II;
Bilaga 7). Inte heller kontrollanldggningarna (CON 1-3) har rutiner som systematiskt avviker fran de i anldggningar
dér VRE forekommer. Eftersom rengéringsrutinerna inte skiljer sig patagligt mellan anldggningar dir VRE finns
respektive inte finns, &r de troligen inte av primér betydelse for om bakterien forekommer pa en anldggning.
Lasttruck

I alla tre prov fran en truck och i tva av tre prov fran den andra trucken pavisades VRE. Rengdringen av trucken
eliminerar inte forekomst av VRE. Formodligen forekommer bakterien dven pa annan utrustning som anvénds vid
slaktuttag, t.ex. containers. I vilken man detta innebér att bakterien férs mellan anldggningar i en mangd som innebér
att nyinsatta faglar koloniseras kan inte bedomas. Risken for en sddan 6verforing &r formodligen storst vid uttagsslakt
eftersom kvarvarande faglar skulle kunna koloniseras och bakterierna uppférokas till nivaer som gor att de finns kvar i
miljon i utrymmet.

Resistensmonster, PhenePlate och PFGE

Majoriteten av de 98 isolat fran trick-/miljéprov och de fem isolat fran lasttruckar som resistensundersoktes hade
samma resistensfenotyp som tidigare isolat frén svensk slaktkyckling (Tab IV) (ett isolat; VRE 8§, avd 1, inluft
undersoktes inte).

Majoriteten av isolaten tillhorde samma biokemiska subtyp som tidigare VRE-isolat (Bilaga 6). Sex isolat, inklusive
tvé fran lasttruckar, undersdkta med PFGE hade dessutom ett pulsfaltsmonster som dverensstimmer med monstret hos
majoriteten av tidigare undersokta VRE (Bilaga 6). Likheter i antibiogram, biokemisk subtyp och PFGE-mdnster
styrker antagandet om en klonal spridning av VRE inom slaktkycklingproduktionen.

Tabell IV. Resistensfenotyp for 103 isolat av VRE (VRE II). Som jamforelse visas resistensfenotypen hos isolat undersékta inom
ramen for SVARM aren 2000, 2001, 2002 och 2004 samt i en undersdkning genomford vid SVA 2003 (SVARM 2000, 2001,
2002 och 2004; SVA Rapport 2003). Brytpunkter for resistens (mg/mL &r angivna). R = resistent, S = sensitiv.

Resistensfenotyp®
SVARM SVA Va |Em Fl [ Na Av | Tc | Ba | Vi Am Gm  Nm| Sm  Cm
VRE II_2000 2001 2002 2004 2003 Totalt >16 >4 >32 >2 >32 >8 >32 >8 | >8 >512>1024>1024 >16
92 24 75 101 91 383 S S |8s s s 8
8 6 5 19 S S| s s s s
1 1 S S| s s s 8
1 1 S S| s s s s
1 1 S S S| s s s s
1 1 S S s s |s s
1 1 S S s s s s
1 1 S S s s | s s
1 1 5 7 S S s s |s s
7 7 ] S s s | s s
1 1 S S s s |s s
1 1 S S s s | s s
1 1 S S s s |[s s

103 2 24 83 115 98 425
* Va = vankomycin; Em = erythromycin; F1 = flavomycin; Na = narasin; Av = avilamycin; Tc = tetracyklin; Ba = bacitracin; Vi = virginiamycin;
Am = ampicillin; Gm = gentamicin; Nm = neomycin; Sm = streptomycin; Cm = kloramfenikol.




Tabell I. Provtagning och odlingsresultat i nio produktionsanldggningar dér VRE tidigare pavisats (VRE 1-9) och i tre
anldggningar dir VRE inte tidigare pavisats (CON 1-3). Nej = VRE e¢j pavisade i prov, Ja = VRE pévisade. For detaljer om
provtagning och odling se ”Material och metoder”.

Besittning Avdelning | Trick 1 Dorr  Inluft Utluft Slll( ruvlida Golv | Fodertrag Skruvlida Trick 2
elfoder hel-vete
1 Nej Nej
2 Nej Nej
VRE 1 3 Nej Ja Ja Ja Nej Ja Nej Nej Nej
4 Nej Ja Ja Ja Nej Ja Ja Nej Nej
5 Nej Nej
6 Nej Nej
VRE 2 7 Nej Ja Ja Ja Nej Ja Ja Nej Nej
8 Nej Nej Ja Ja Nej Ja Nej Nej Nej
1 Nej Nej
2 Nej Nej
VRE 3 3 Nej Nej Ja Ja Ja Nej Nej Ej helvete Nej
4 Ja Nej Ja Ja Ja Nej Nej Ja
1 Ja Ja Ja Ja Ja Nej Nej Nej Ja
2 Ja Nej
VRE 4 3 Nej Ja
4 Ja Ja Ja Ja \ Ja Ja Nej Nej Ja
1 Nej Ja Ja Ja ‘ Nej Ja Nej Nej Nej
2 Nej Nej Ja Ja Ja Ja Nej Nej Nej
VRE 3 3 Nej Nej
4 Nej Nej
1 Nej : Insi Inga prov
VRE 6 2 Nej Ja Ja Ja Ja Ja' Ja. Ne]l ttni Ja
3 \ Ja Ja Ja Ja Ja Nej Nej Nej Nej
p Ren ng .
4 Nej Slakt gori av Nej
3 Ja ng ny Nej
4 Ja Ja Ja Ja Ja Ja Nej Ja Nej
VRE7 5 Ja Ja_ | Ja Ja Ja Ja Nej Nej 2™ Nei
ﬁng 46.];
6 Ja Nej
1 Nej Ja Ja Ja Ja Ja Ja Nej
2 Nej Nej Ja Ja Ja Ja Nej . Ja
VRE 8 5 Nej Ng | Nej | Nej Nej Nej Nej Ej helvete Ja
6 Nej Nej Nej Ja Nej Nej Nej Ja
1 Nej Ja
— 2 \ Ja Ja | Ja | Ja Nej Nej Nej Nej Nej
3 Nej Nej
4 | Ja| Ja | Ja | Ja Nej Nej Nej Nej
1 Nej Nej
2 Nej Nej
CON1 5 Nej Inga prov Nej Nej Nej Nej Ne}
6 Nej Inga prov Nej Nej Nej Nej Nej
A Nej Nej Nej Nej Nej Nej Nej Nej Nej
B Nej
CON2 C Nej Nej | Nej Nej Nej Nej Nej Nej
D Nej
I;1 Nej Inga prov
CON 3 1;2 Ne]: Nej | Nej Nej Nej Nej Nej Nej
2 Nej
3 Nej Inga prov Nej Nej Nej




Experimentell studie (effekten av probiotika/tarmflorekultur pi kolonisation med VRE)

Avsikten var att i en infektionsmodell undersoka om tillforsel av probiotika eller tarmflorekultur paverkar
kolonisationen med VRE av daggamla slaktkycklingar som sitts in i en miljo kontaminerad med bakterien. For att
avgora lamplig kontaminationsgrad i infektionsmodellen gjordes en forstudie (Forsok 1). Forsoksupplagg och
provtagningar framgér av Tab V och VI.

Forsok 1 (forstudie) gjordes med tre grupper om 25 kycklingar (Tab V). Cirka 18 timmar fore insittning av
kycklingarna sprayades 100 ml VRE suspension i fysiologisk NaCl &ver golvytan med “blomspruta”. For att fa olika
kontaminationsgrad i de tre grupperna anvindes suspensioner med olika koncentration av VRE. Kycklingarna
avlivades efter 14 dagar.

Forsok 2 (forsok) gjordes ocksd med tre grupper kycklingar (Tab VI). Baserat pa resultaten av forstudien
kontaminerades golvytan i varje box med 10 x 10° CFU VRE. En grupp kycklingar gavs probiotika (Lactiferm®) i
vatten under hela forsokstiden. En grupp tillférdes tarmflorekultur (Broilact®) som spray fore insittning och i vatten
tre dagar ddrefter och en grupp (Kontroll) gavs ingen behandling. Kycklingarna avlivades efter 21 dagar.

Material och metoder

Djur och lokaler

Undersokningen genomfordes i djurhuset vid SVA efter godkidnnande av Uppsala djurférsoksetiska naimnd (C
260/4). Daggamla kycklingar inkdptes fran Véderstads slaktkycklingkldckeri. Prov av track fran transportladan var for
bada leveranserna negativa med avseende pa VRE vid bakteriologisk odling enligt nedan. Inte heller i det foder som
anvindes pavisades VRE.

Féglarna holls pa betonggolv med kutterspan i boxar med en yta av cirka 1m* Kycklingarna hade fri tillgang till
vatten (“klocka”), fri tillgang till kommersiellt kycklingfoder utan coccidiostatika i automat och gavs vitamintillskott
vid négra tillfdllen under forsokstiden. I varje box fanns virmelampa. Rummen i djurhuset utgér separata
epidemiologiska enheter med separat ventilation mm och i varje rum anvindes separata skyddskldder. Mellan
Forstudie och Forsok rengjordes och desinficerades utrymmena enligt djurhusets ordinarie rutiner med Virkon®.

Naér Forstudie respektive Forsok avslutades avlivades faglarna genom injektion av avlivningsvétska intravenost.
Féglarna obducerades dérefter och blindtarmar insamlades for provtagning.

Kultur for kontaminering av boxmiljo

For kontaminering av boxmiljon valdes en VRE-stam (EK 42/01) isolerad vid SVA &r 2001 fran blindtarmsinnehall
fran en svensk slaktkyckling. Stammen har ett antibiogram och ett monster vid biokemisk subtypning med
PhenePlate™ som Gverensstimmer med majoriteten av de VRE som isolerats vid SVA &ren 2000-2003. Stammen bér
vanA genen.

For beredning av suspension for kontamination, renodlades stammen pa blodagar. Darifran togs 5-10 kolonier till 10
mL Mueller-Hinton buljong och inkuberades i 37 °C i 18 h. Férundersdkningar visade att kulturens koncentration efter
18 h var 2-3 x 108 CFU/mL. Frén kulturen bereddes, i fysiologisk NaCl, suspensioner om 100 mL med den mingd
bakterier som i Forstudie och Forsok skulle sprayas i boxarna (Tab V och VI). Suspensionerna bereddes cirka 2 h
innan de sprayades pd golvytorna.

Probiotika/tarmflorekultur
Probiotika (Lactiferm L-50, Enterococcus faecium M74%) tillhandahélls av Medipharm AB, Kagerdd, Sverige.

Enligt anvisning frén tillverkaren tillférdes produkten via vatten under hela forsokstiden i en koncentration av 10 x 10°
CFU/L under dag 1-14 och direfter i en koncentration av 12 x 10° CFU/L.

»Tarmflorekultur” (Broilact®) tillhandahélls av Orion Corporation, Turku, Finland. Enligt tillverkaren utgors
produkten av: ”A preparation of selected microflora, such as is normally present in the intestine of adult fowl.” Enligt
tillverkarens anvisningar 16stes den frystorkade produkten i vatten och sprayades dver kycklingarna fore insittning
och gavs sedan via vatten under tre dagar.

Provinsamling
Se Tab VI och VII.

Bakteriologisk odling

Kontaminationsgraden pa golv och viggar i boxarna undersoktes med “tryckplattor” med en yta av 14,3 cm? (SlaBa,
med vankomycin 32 mg/L) enligt Tab V och VI. Plattorna inkuberades i 48 h i 37 °C varefter kolonier morfologiskt
dverensstimmande med enterokocker riknades. Kontaminationsgraden beréiknades som antal CFU/n?’.

Prov av trick/blindtarmsinnehall (cirka 5 g) spaddes i fysiologisk NaCl 1:10, 1:100 och 1:1000. Fran spadningarna
spreds 0,1 ml p& SlaBa med vankomycin (16 mg/L). Efter inkubering i 48 h i 37 °C réknades kolonier av presumtiv
typ. Representativa kolonier renodlades pé blodagar och pa bile-esculinagar. Frén dessa kulturer identifierades
presumtiva kolonier som VRE efter undersékning av antibiotikakansligheten med mikrodilutionsmetod (VetMIC™),
Kolonityper beddmdes som VRE vid MIC mot vankomycin >128 mg/I.



For att kvantifiera det totala antalet enterokocker i prov av blindtarmsinnehall odlades dessa prov i Férsok 2 dven pa
SlaBa utan tillsats av vankomycin och antalet kolonier av presumtiv typ riknades.

Resultat och Kommentarer
Forsok 1 (forstudie)

Resultaten av forstudien presenteras i Tab V. Kontaminering av miljon med de tre doserna (1x10°, 10x10°och
100x10° VRE per box) resulterade i att ytterst fa bakterier aterfanns pa golvet nir kontaminationsgraden undersoktes
med tryckplattor efter 18 timmar. Detta var forvanande eftersom pilotundersdkningar, i samma utrymmen som
anvindes i forsoket, visat pa en hogre dverlevnad pa golvet. I pilotstudien sprayades 20x10° CFU VRE i 100 ml NaCl
dver 1 m? Nir kontaminationen pa golvet undersoktes efter 18 timmar med samma typ av tryckplattor som anvindes i
forstudien pavisades 2x10* VRE/m”. En mdjlig orsak till att s& f4 VRE aterfanns pa golvet i forstudien kan vara att det
fanns rester av desinfektionsmedel (Virkon) pé golvet.

Uppenbarligen var dnda kontaminationsgraden tillrédcklig for att fAglarna i Grupp 2 och 3 skulle koloniseras. Inom en
vecka pavisades VRE i samlingsprov av triack fran bada dessa grupper och efter 14 dagar var alla samlingsprov och
100 respektive 70 % av individuellt undersokta faglar positiva med avseende pd VRE (Tab V). Dessutom pévisades
VRE i tarminnehall fran tvé kycklingar ur Grupp 3 som dog dag 2 respektive dag 9. I tarminnehall fran en kyckling ur
Grupp 2 som dog dag 6 pavisades ddremot inte VRE.

Kontaminationsgraden i Grupp 1 var uppenbarligen inte tillridcklig eftersom samlingsprov av trick efter en vecka var
negativt och VRE pavisades hos endast 1 av 10 faglar efter 14 dagar. Med utgéngspunkt fran resultaten av forstudien
valdes att anvdnda 10 x 10° CFU VRE som kontaminationsdos i Forsok.

Tabell V. Forsoksupplagg och resultat av Forsok 1. For detaljer se text.

Atgiird Grupp 1 Grupp 2 Grupp 3
Dag 0 Kontaminering av boxar med VRE 1 x 10° CFU 10 x 10° CFU 100 x 10° CFU
Das 1 Provtagning golv; 8 tryckplattor/box Ingen vixt av VRE ~1,4 x 10> CFU/m? Ingen vixt av VRE
& Inséttning kycklingar 25 kycklingar 25 kycklingar 25 kycklingar
Dac 8 Samlingsprov av trick; 15 faglar/grupp* Inga VRE péavisade ~4 x 10° VRE/g > 10" VRE/g
8 Provtagning boxvégg; 4 tryckplattor/box  ~7 x 10 VRE/m? ~10 x 10° VRE/m’ >10° VRE/m2
Avlivning Samlingsprov: Samlingsprov: Samlingsprov:
Bllndt.an“{ls¥nnehall frén 15 faglar/grupp VRE ej pavisad VRE pévisadiallatre | VRE pévisad i alla tre
odlas individuellt
Dag 14 Fran resterande faglar i varje odlas proy prov
£ J¢ STubb Individuella prov: Individuella prov: Individuella prov:

blindtarmsinnehéll som samlingsprov i
omgangar om fem.
*15 faglar fordes temporért till en papplada, track insamlad fran 1ddan utgjorde samlingsprovet.

VRE i1 av 10 prov VRE i 10 av 10 prov VRE i 7 av 10 prov

Forsok 2

Efter sprayning med totalt 10 x 10° CFU VRE per box pavisades i Lactiferm och Broilact grupperna 4-5 x 10*
VRE/m? pa golvet efter 18 timmar (Tab VI). I kontrollgruppen pavisades 2 x 10° VRE/m?. Vid provtagning av
boxvéggarna en vecka efter insittning var kontaminationsgraden av samma storleksordning i de tre grupperna (3-4 x
10® CFU/m?). Detta tyder pd att miljoerna i de tre boxarna inte skiljde sig patagligt avseende kontaminationsgrad och
att forutsittningarna i det avseendet var likartade.

Négon effekt av Lactiferm eller Broilact pa kolonisationsgraden kunde inte visas vid provtagning en och tva veckor
efter inséttning. VRE pavisades i samlingsprov av track fran samtliga grupper efter en vecka och efter tva veckor var
antalet VRE/g triick av samma storleksordning i de tre grupperna, 1-3 x 10° VRE/g (Tab VI).

Nar forsoket avslutades var andelen kycklingar koloniserade med VRE ldgst i Kontroll, 10 av 25 faglar (40 %). 1
gruppen som fatt Lactiferm pavisades VRE hos 16 av 24 faglar (66 %) och hos 23 av 26 faglar (89 %) i gruppen som
fatt Broilact. Skillnaden i kolonisationsgrad ir statistiskt signifikant mellan Kontroll och Broilact (P<0,001; Chi®) och
mellan Lactiferm och Broilact (P<0,05; Chi*). Didremot ér skillnaden mellan Kontroll och Lactiferm inte signifikant
(P=0,62; Chi?). Resultaten talar inte for att vare sig Broilact eller Lactiferm tillférda pa de sétt och i de doser som
anvindes forhindrar kolonisation med VRE. Snarare antyder resultaten att kolonisationen skulle gynnas produkterna.

Totalantalet enterokocker i blindtarmsinnehall nir forsoket avslutades var av samma storleksordning i de tre
grupperna (Tab VII). Aven totalantalet VRE, hos faglar déir bakterien pavisades, var av samma storleksordning i de
olika grupperna 4ven om antalet tenderar att vara hogre i grupperna som ftt Lactiferm eller Broilact. Aven andelen
VRE av enterokockerna tenderar att vara hogre i dessa bada grupper.



Tabell V1. Forsoksuppldgg och resultat av Forsok 2. For detaljer se text.

Atgiird Kontroll . Lactiferm ' Broilact .
Ingen behandling Lactiferm i vatten hela K}llickllnggrna sprz;ygs vid
forsokstiden ankomst, i vatten 3 dagar
Dag 0 Kontaminering av boxar med VRE 10 x 10° CFU 10 x 10 CFU 10 x 10 CFU
Dag 1 Provtagning golv; 8 tryckplattor/box ~20x 10 VRE/m> =5 x 10* VRE/m? ~4 x 10* VRE/n??
Inséttning kycklingar 25 kycklingar 24 kycklingar 26 kycklingar
Dag 7 Samlingsprov av tréick, 15 faglar/grupp* VRE pavisad VRE pavisad VRE pavisad
g Provtagning boxvigg; 4 tryckplattor/box  ~3 x 10° VRE/m? ~4 x 10° VRE/m? ~4 x 10°* VRE/m?
Dag 14 Samlingsprov av trick; 15 figlar/grupp* 23 x 10° VRE/g ~1 x 10° VRE/g ~2 x 10° VRE/g
Avlivning
Dag 21 Blindtarmsinnehall odlas individuellt frin VRE i 10 av 25 prov VRE i 16 av 24 prov VRE i 23 av 26 prov

25 faglar/grupp
*15 faglar fordes temporért till en papplada, trick insamlad fran 14dan utgjorde samlingsprovet.

Tabell VII. Totalantal (geometriskt medelvérde) och range for totalantal enterokocker och VRE i blindtarmsinnehall dag 21 i de
olika grupperna i Forsok 2, samt ratio totalantal VRE/totalantal enterokocker (aritmetiskt medelvirde).

Totalantal enterokocker Antal VRE i positiva prov Ratio: VRE/enterokocker

Grupp

(CFU/g) (CFU/g)
Medel Range Medel Range Medelva;de/Medla Range
Kontroll (n=25) 1,1 x 10° 0,4—-10x 10° 1,0 x 10° 02-5x10° 0,12/0,08 0,03-0,33
Lactiferm (n=23) 1,9 x 10° 1,0-3,0x 10° 3,8x10° 0,5-20x10° 0,40/0,39 0,02-1,00
Broilact (n=26) 4,9 x 10° 1,0-10x 10° 5,3x10° 0,5-20x10° 0,22/0,10 0,01-1,00

Diskussion

Faltstudien visade att VRE é&r spridd i stallmiljon pa de anldggningar dir bakterien forekommer och alla avdelningar
maste betraktas som kontaminerade. Forekomst i ut- och inluftsdon tyder pé att bakterien cirkulerar i luften och
darmed troligen finns pé flertalet ytor i djurutrymmena. Anldggningarnas smittskyddsbarridrer hindrar inte att VRE
sprids ut fran djurutrymmena eftersom bakterien pavisades pa dorrhandtag utanfor djurutrymmen.

Undersdkningen visar ocksa att rengoring/desinfektion enligt ordinarie rutiner inte eliminerar VRE frdn miljon i
djurutrymmet och att nyinsatta faglar formodligen koloniseras av kvarvarande bakterier. Forekomst av VRE i
stallmiljon efter rengdring har ocksa visats i danska och norska undersdkningar och forfattarna konkluderar att det &r
dessa persisterande bakterier som koloniserar nyinsatta kycklingar (Heuer ef al., 2002b, Borgen et al., 2000b).

I de anldggningar dar VRE inte tidigare pavisats, isolerades inte bakterien vare sig fran miljoprov eller fran track.
VRE forekommer alltsd inte i den normala bakteriefloran hos kycklingar eller i miljon i djurutrymmen. Detta tyder pa
att VRE introducerats till de svenska beséttningar dar de forekommer och inte &r en rest frdn 80-talet nér
anvindningen av avoparcin selekterade for VRE. Majoriteten av de svenska anldggningarna for uppfodning av
slaktkyckling dr dessutom byggda efter avoparcinforbudet, vilket gor det &n mindre troligt att VRE hos svensk
slaktkyckling har sin grund i bruket av avoparcin for 20 &r sedan. Andelen svenska anldggningar dér VRE
forekommer har dkat under de senaste fem &ren (SVARM 2000-2004) vilket styrker att det under svenska
forhéllanden &r fraga om en spridning av VRE.

Majoriteten av VRE-isolaten i undersokningen har samma antibiogram och biokemisk subtyp som tidigare isolat fran
svensk slaktkyckling. De isolat som undersokts med PFGE har ocksa i huvudsak ett likartat monster. Detta talar for en
klonal spridning. I Danmark é&r situationen annorlunda och flera olika VRE-kloner forekommer hos slaktkyckling
(Aarestrup 2000, Hammerum ef al. 2002, Heuer et al. 2002b). Avoparcin anvéndes fram till senare delen av 90-talet i
Danmark varfor de kloner som forekommer troligen &r en kvarleva fran den tiden.

Mycket talar alltsa for att VRE introducerats till anldggningar i Sverige. Hur detta skett/sker &r oklart men VRE har
inte pavisat hos fordldradjur, i miljon pa klackerier eller pa foderfabriker (SVA Rapport, 2003). Inte heller norska och
danska undersdkningar har givit beldgg for spridning fran dessa kéllor (Borgen et al., 2000b, Heuer et al., 2002b). En
annan mojlig spridningsvig, som bland annat diskuterats i Norge (Sorum et al., 2004) ar utrustning for slaktuttag. Vér
undersokning visade att VRE, med samma PFGE-monster som isolat frén anldggningarna, finns pé lasttruckar som
anvinds vid uttag for slakt. Bakterien finns troligen dven pé annan utrustning som anviands vid slaktuttag. VRE fors
alltsé mellan anldggningar men vilken betydelse detta har kan inte avgoras utifrdn de gjorda undersékningarna.
Sannolikt maste en introduktion vara av en sddan omfattning att VRE i tillrdcklig méngd finns kvar nir nista omgéang
faglar sitts in i djurutrymmet. Sannolikheten for detta torde vara storst vid uttagsslakt dé kolonisation av de faglar som
dr kvar i avdelningen skulle kunna ge en uppforokning av bakterien till en nivd som kontaminerar miljon i
djurutrymmet i tillrdcklig utstrackning.



Anvindningen av tarmflorekultur har varit ett framgéngsrikt sitt att begrénsa forekomst av Salmonella spp. i
fjaderfaproduktionen (Wierup et al., 1987). Forsoket att med probiotika eller tarmflorekultur forhindra eller minska
graden av VRE kolonisation av figlar som sétts in i miljoer dar bakterien finns, tyder ddremot inte pé att forekomsten
av VRE skulle kunna begrénsas pa detta sétt. Resultaten tolkas skall dock med forsiktighet eftersom undersdkningen
endast omfattade en forsoksomgang och ett begrénsat antal faglar.

Forsoksmodellen var framgéngsrik i sa motto att kycklingarna koloniserades av VRE frén bakterier i miljon.
Resultaten av forstudien tyder pé ett samband mellan kontaminationsgrad och kolonisationsgrad. Efter ytterligare
utveckling kan modellen vara anvéndbar i studier av epidemiologin bakom forekomst av VRE hos slaktkyckling.
Mgjliga tillimpningar ar studier av olika VRE kloners egenskaper med avseende pa 6verlevnad i miljon, deras
formaga att kolonisera tarmkanalen hos kycklingar i konkurrens med andra enterokocker samt effekten av
desinfektionsmedel. Betydelsen av antibiotikaanvdndning for kolonisationsgraden skulle ocksé kunna studeras.

I vilken utstrackning modellen efterliknar verkliga forhallanden i produktionsbeséttningar ar svart att bedoma.
Magjligen var kontaminationsgraden i boxarna hogre 4n i produktionsbesittningar. Négra uppgifter om verklig
kontaminationsgrad i produktionsbeséttningar finns inte, men den kan formodligen variera avsevart savil mellan
avdelningar som inom en avdelning. Orienterande undersékningar i svenska besédttningar, med tryckplattor av samma
typ som anvéndes i studien, tyder pa en ldgre kontaminationsgrad &n den i forséket. Hos kycklingarna i
infektionsmodellen var dock antalet VRE i blindtarmsinnehéll efter 3 veckor (1-5 x 10° CFU/g) jamforbart med
antalet i trick frdn kycklingar i norska produktionsbeséttningar (7-30 x 10° CFU/g) (S6rum et al., 2004). I den norska
undersokningen var totalantalet enterokocker i kycklingtrack dock hogre 4n i var forsoksmodell och ddrmed andelen
VRE, 0,005-0,023, lagre.

I Forsok 2 var andelen kycklingar koloniserade med VRE ldgst i kontrollgruppen. Detta kan mojligen bero pa att
forhallandena i de tre grupperna inte var lika avseende kontaminationsgrad dven om provtagningarna med tryckplattor
tyder pa att antalet VRE i1 miljon var lika 1 grupperna. I kontrollgruppen var ockséa andelen kycklingar som
koloniserades med VRE lédgre (40 %) &n i gruppen i forstudien (100 %) som utsattes for en liknande
kontaminationsgrad. Skillnaden kan bero pé att kycklingarna i Forsok 1 och Forsok 2 kom fran olika kldckningar och
darfor inte hade en likvérdig tarmflora vid inséttningen. En antydan om att s var fallet &r att andelen faglar med
subklinisk gulsdcksinflammation var hog i Forsok 1 och tre kycklingar dog medan gulsécksinflammationer inte
observerades i Forsok 2 och ingen fagel dog.

Resultatformedling

Eftersom studien nyligen slutforts har inga resultat publicerats dn. Preliminéra resultat fran projektet har dock
presenterats i foredrag vid Stiftelsen Veterinar Fjaderfaforsknings &rsmote pa SVA, mars 2005 och vid Svensk Féagel
ABs stimma i Lund april 2005. Delar av studien kommer ocksa att presenteras vid 2™ International ASM Conference
on Enterococci i Elsinore, Danmark, augusti 2005.

Resultaten kommer att sammanstéllas for publicering i internationell tidskrift med refereesystem, t.ex. Applied and
Environmental Microbiology.
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