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Anslaget fran Stiftelsen Lantbruksforskning har enligt sdrskilt beslut samanvénts med ett
anslag fran Statens Jordbruksverk (SJV) med titeln ”Utvérdering av salmonellametoder att
anvéndas 1 kontrollen av foder” pa 200.000 kr. Arbetet har frimst inriktats pé att utvirdera
lampliga metoder for att isolera salmonella fran foder.

Bakgrund

Salmonellakontrollen av foder 4r en viktig del av det svenska kontrollprogrammet {6r
salmonella och som ocksé framgar av SJVs nyligen framlagda utredning >~ Oversyn av
salmonellakontrollprogrammet-fardplan”, SJV rapport 2007:10.

Ett salmonellafritt foder har en relativt sett storre betydelse i ldnder dér prevalensen
salmonella ar lagre inom animalieproduktionen jaimfort med lander med en hog prevalens.
Onskemal om snabba och siikra isoleringsmetoder efterfrigas av foderindustrin inte bara i
Sverige, ndgot som bl a lett till att PCR-baserade metoder borjar anvédndas 1 den frivilliga
kontrollen.

Generellt dr kunskaperna visentligt simre om hur vil metoderna, som primaért ar utvecklade
for livsmedel och djur, fungerar for foder och foderrdvaror vilket 1 sin tur medfor en viss
osdkerhet t ex vid misstidnkt foderorsakade utbrott. Endast nagra metoder finns validerade for
ett fital fodertyper. Kontakter med EUs referenslaboratorium for salmonella i Bilthoven har
upprétthillits under projektets géng.

Syftet med projektet

Syftet med det genomforda projektet var att jamfora den i Sverige och ovriga Norden anvédnda
NMKL 71 metoden ( Nordisk Metodikkommitté for Livsmedel) med andra vil etablerade
odlingsmetoder metoder som Modified Semisolid Rappaport Vassiliadis metoden (MSRV)
och den internationella standardmetoden EN/ ISO 6579 for att jamfora metodernas
noggrannhet, kinslighet och specificitet for olika fodervaror.

Material och Metoder

Sex olika foderravaror inkl. fardigfoder har anvénts i studien och tre serotyper som isolerats
frén foder och sparats i SVAs stamforrad, Salmonella Typhimurium, S. Cubana och S.
Yoruba.

Salmonellabakterier av respektive serotyp tillsattes fodervarorna i fem olika halter dér de
lagsta halterna forvéntades ligga under detektionsnivan.

For samtliga metoder har buffrat peptonvatten (BPW) anvints vid forinkuberingen av
proverna.



Fodermaterialen som anvindes var helt vete, sojamjol, rapsmjol, palmkérnm;ol, pellets till
smagrisar och skrapprov fran elevator i foderfabrik. Alla proverna testades inledningsvis for
att sdkerstélla att salmonella inte kunde isoleras frdn materialet.

For att 1 viss man efterlikna de stressade bakterier som forekommer i fodermedel utsattes de
uppodlade bakterierna for 4-8 °C under tva dygn innan de blandades ner i foderproverna.
Till 25 g foder tillsattes 0.7, 7, 70 700 eller 7000 CFU av respektive serotyp och efter fyra
timmar i rumstemperatur tillsattes BPW .

Fran BPW togs en liten volym till MSRYV plattor resp. till RVS och MKTTn medium. Fran
MSRYV plattor, dér en typisk tillvdaxtzon kunde iakttas, stroks en loop pd XLD ( Xylose
Lysine Deoxycholat agar) respektive BGA( Brillant Green Agar). For att sdkerstdlla att inte
korskontamination forekom utfordes serologisk bestimning med monovalenta anti-O sera av
de isolerade kolonierna.

Resultat

Samtliga metoder uppvisade en likartad noggrannhet och kanslighet. Detektionsnivan
varierade ddremot for olika fodertyper och vid det lidgsta antalet tillsatta salmonellabakterier
(0.7 CFU/ 25 g) kunde salmonella inte dterisoleras i nagot prov. Ingen av metoderna kunde
pavisa S. Typhimurium eller S. Yoruba vid lagre halter an 700 CFU/ 25g och S. Cubana vid
nivaer lagre &n 70 CFU/ 25g i1 palmkdrnm;jol.. Generellt var det svérast att pavisa laga halter
salmonella i palmkédrnm;j6l medan i rapsmjdl lag detektionsnivén pa en 14g niva. Jimfort med
RVS uppvisade MKTTn buljongen flera falska negativa resultat eftersom XLD och BGA
plattorna inneholl ett stort antal kolonier som inte utgjordes av salmonella. Materialet har
behandlats statistiskt och ett manus for publicering ar klart for att skickas till tidskrift.

Diskussion

Projektet har utforts genom att artificiellt ympa fodervaror med olika serotyper vilket
sannolikt innebér vissa skillnader 1 metodernas upptridande jamfort med naturligt infekterat
material. Intressanta data som bl a framkommit &r att:

1. NMKL metoden uppvisar en kinslighet i1 paritet med de andra testade
odlingsmetoderna

2. Léga halter salmonella dr generellt svarare att pavisa i palmkarnm;jol jaimfort med
andra ravaror

3. Ingen pataglig skillnad har pavisats avseende detektionsnivén for de olika serotyperna

Resultaten visar att det finns risker for att salmonella inte pavisas i1 vissa kontaminerade
rdvaror som palmkarnmjol eftersom detektionsnivan i1 dessa ligger hogre dn for andra ravaror.
Motsatta forhéllandet géller for rapsmjol dir det var forhallandevis enkelt att pavisa
salmonella dven vid 1dga nivéer

En forldngd inkubering av MSRYV plattorna medforde inte att ytterligare salmonella kunde
pavisas. Nagra beldgg for att det skulle vara patagligt svarare att pdvisa salmonella i
fardigfoder (pelletterat smagrisfoder) jamfort med t ex skrapprover har inte studien kunna
visa. Den fullstddiga ISO-metoden har inte resulterat i en 6kad kénslighet jamfort med
NMKL-metoden vilket visar att NMKL-metoden ger en kénslighet som ar jamforbar med
andra mera arbetskrivande metoder. Jaimfort med den nyligen utforda trackprovsstudien har
alltsa inte MSRV- preanrikningen resulterat i en hogre kénslighet for de testade fodertyperna.
Med stod av SJV pédgar fn motsvarande studier med kommersiella PCR-metoder.



Publikationer

Ett manuskript med titeln ” A comparative study of culture methods for the detection of
Salmonella in feed and feed ingredients” har sammanstillts och kommer att skickas in for
publicering under 2007.

Resultatformedling

Undersokningens resultat har hittills redovisas i en skriftlig rapport till Jordbruksverket.
Resultaten kommer att formedlas till foder- och livsmedelsindustrin i samband med
regelbundet aterkommande moéten och utbildningar.



