Campylobacter hos slaktkyckling. Utveckling av diagnostik, studier av kontamination
och spridningsvigar samt identifiering av virulenta stammar.

BAKGRUND

Campylobacter dr den vanligaste orsaken till bakteriellt betingad magtarmsjukdom hos
ménniska i1 Sverige. Campylobacter-infektion dr anmilningspliktig enligt smittskyddslagen.
Det drliga antalet fall med Campylobacter 6kade under 1990-talet fram till 2001, da totalt
cirka 8500 fall rapporterades. Sedan dess har omkring 7000 fall rapporterats arligen, varav 30-
40% smittats 1 landet (www.smittskyddsinstitutet.se). Minst 90 % av alla fallen ar infekterade
med C. jejuni, men dven C. coli, och andra s.k. termofila Campylobacter-arter kan orsaka
sjukdom hos méanniska. Infektion med Campylobacter &r en zoonos, dvs kan pé naturlig vig
overforas mellan djur och ménniska. Kyckling och kycklingprodukter anses utgora en viktig
smittkdlla men ménniska kan dven smittas av opastdriserad mjolk, kontaminerat vatten eller
genom direkt kontakt med djur (1, 17).

Ett femérigt 6vervakningsprogram for Campylobacter hos slaktkyckling, finansierat av Svensk
Fégel AB och Statens Jordbruksverk (delvis via EU-medel) startades 1 juli, 2001 (Swedish
surveillance programme for Campylobacter in broilers). Detta program ersatte ett tidigare
program som Svensk Fagel AB bedrivit sen 1991. Det nya programmet har varit mer
provtagningsintensivt samtidigt som vissa fordndringar gjorts vad géller rutiner for transport,
provhantering och analysteknik. Frén varje slaktgrupp togs i det nya programmet dven
halsskinnsprov. Under det forsta halvaret med det nya programmet erhdlls en hogre prevalens
positiva slaktgrupper, baserat pa kloakprover, jimfort med 1 foregdende program. Resultat
visade ocksa att slaktgrupper kunde vara mer eller mindre ”genominfekterade”, dvs alla faglar
var inte positiva vid slakt, ndgot som man enligt tidigare undersokningar ansett vara regel.
Analys av prover frén halsskinn som togs i1 det nya programmet, visade att 27% av
slaktgrupperna hade positiva halsskinn under perioden juli — december, 2001. Resultat som
erholls frin det nya Campylobacter-programmet visade pd behovet att djupare analysera
epidemiologin kring Campylobacter i slaktkycklingproduktionen.

Traditionellt anvidnds odlingsmetoder med selektiva substrat for att pavisa och identifiera
Campylobacter. Bdde detektion och karaktirisering dr komplicerade pé grund av bakteriens
speciella tillvaxtkrav (13). Med gidngse anvind NMKL-metod (14) tar det minst tre dygn for
att pavisa Campylobacter i ett kliniskt prov. Odlingarna ar ocksa utrymmes och
arbetskravande, och kriver inkubering i mikroaerofil miljo. Med tanke pa den stora méngd
prover som tas inom ramen for Campylobacterprogrammet, skulle det vara en fordel med en
mer automatiserad och snabbare process. Pa senare ar har molekyldra eller DN A-baserade
tekniker utvecklats for artidentifiering (4) och karaktérisering under artniva, s.k. subtypning
(eller fingerprinting), vilket dr nddvéndigt for att man ska kunna spéra smittkéllor och f6lja
smittvdgar. For subtypning under artniva har makrorestriktionsprofilering med hjélp av
pulsfilt-gel-elektrofores (PFGE) blivit nagot av en “golden standard” (15). Detektion av
Campylobacter med hjilp av PCR har visat sig mer komplicerat, bl.a. beroende pé problemet
med att preparera fram DNA frin faeces och kloakprover. Men sannolikt blir s.k. realtids-
PCR den metod som kommer att anvéndas framdver (12).

Man har pavisat flera egenskaper, s.k. virulensfaktorer, hos Campylobacter som anses eller
misstinks vara involverade i sjukdomsprocessen. Det rader dock oenighet om vilka faktorer
som egentligen dr nddvéndiga for att orsaka sjukdom hos ménniska (18). Det dr ocksa oklart
om alla stammar av C. jejuni, (som dr den Campylobacter-art man oftast finner hos patienter)
har dessa egenskaper eller om det bara &r speciella typer eller kloner som kan etablera sig hos



ménniska och ge upphov till sjukdom. For att 6ka kunskapen om vilken betydelse
Campylobacter fran olika ursprung har som smittkélla till ménniska, behdver man subtypa och
virulenstypa Campylobacter-stammar av olika ursprung, t.ex. fran kyckling, och jamféra med
patientisolat.

Som titeln pa detta Campylobacter-projektet anger, spanner det 6ver flera omraden med syfte
att bade utreda faktorer bakom kolonisation och kontamination av slaktkyckling och
spridningsvégar for Campylobacter, samt genetisk karaktérisering och diagnostikutveckling. I
ansokan delades projektet upp i1 fem delstudier (A — E), och resultatredovisningen foljer denna
uppdelning.

Projektet har varit knutet till Campylobacterprogrammet. Inom ramen for programmet (alltsa
ej finansierat av SLF) har vissa delstudier gjorts som kompletterat SLF-projektet. Aven andra
finansidrer, t.ex. Ivar och Elsa Sandbergs stipendiefond, har bidragit till vissa delar av
projektet. Delar av projektet ingar i Ingrid Hanssons doktorandprojekt. Ingrid Hansson &r
veterindr vid Avdelningen for Bakteriologi, SVA, och ansvarig for organisation och analys av
proverna i Campylobacterprogrammet.

MATERIAL OCH METODER

Epidemiologiska analyser

Omkring 130 slaktkycklinguppfodare dr medlemmar i Svensk Fagel AB. Dessa producerar
arligen mellan 3000 och 4000 slaktgrupper som har provtagits inom det nya
Campylobacterprogrammet.

Uppfédarbesdk och enkdtundersdkning.
En person (Ingrid Hansson) besokte 37 uppfodare for enkdtundersokningen under 2004-2005.

Uppfodarna var utvalda med hénsyn till att fa en geografisk spridning och &ven spridning dver
olika slakterier. Ett specialutformat frageformuldr anvéndes (Bilaga 1) for att jamfora
forhallanden hos uppfodare som aldrig, respektive ofta, levererar Campylobacterpositiva
flockar och med syfte att utreda riskfaktorer for att en flock ska bli Campylobacter-positiv.
Baserat pa hur stor andel Campylobacter-positiva slaktgrupper som levererats under 3-
arsperioden 1 juli 2001 — 30 juni 2004, fordelades uppfodarna pa tre kategorier:

”séllan eller aldrig”, dvs <10% av levererade slaktgrupper hade varit positiva, n = 15
”ibland”, dvs 10-30% av levererade slaktgrupper hade varit positiva, n = 8

”ofta”, dvs > 30% av levererade slaktgrupper hade varit positiva, n =14

I enkéten ingick fragor som ror typ av strdmaterial, ventilationens placering, anvéindning av
sprinkler, antal dorrar mellan utomhus och kycklingarna, etc. Vidare ingick fragor av
beddmningskaraktdr sdsom risk vid hantering av doda kycklingar, dterkontaminering av
gbdsel och allmén ordning pa girden, mm (Bilaga 1).

Laboratorieanalyser

Prover

I Campylobacterprogrammet togs rutinméssigt kloakprover och halsskinnsprover vid slakt,
samt en del andra prover, t.ex. miljoprover, sockprover och prover fran transportlddor.
Metoder for provtagning, provtransport och laboratorieanalys har beskrivits ingdende i
programmet samt 1 tvd artiklar som har publicerats (5, 6).



Detektion och identifiering av Campylobacter

Odlingsmetod och fenotypisk identifiering
For prover inom ramen for Campylobacterprogrammet, anvandes rutinméssigt den av Nordisk

Metodik Kommitte for Livsmedel (NMKL) beskrivna odlingsmetoden (14), och traditionell
fenotypning for identifiering (13).

Genotypisk identifiering

For artidentifiering av stammar som undersoktes inom ramen for SLF-projektet anvéndes en
s.k. PCR/REA metod som bade identifierar och differentierar mellan de termofila
Campylobacter-arterna (4).

Realtids-PCR

En publicerad metod som utvecklats i Danmark (12), modifierades och anpassades till
befintlig utrustning for att utvdrdera om den &r lamplig att anvénda for detektion av
Campylobacter i kloakprover. Totalt analyserades 396 poolade kloakprover fran
Campylobacterprogrammet under 2004 och 2005. DNA extraherades fran kloakproverna med
hjalp av en robot (BioRobot EZ1). I PCR reaktionen tillsattes reaktionsmix, tva primers for
amplifiering av Campylobacter-DNA och en “’fluorescensprob”, som binder till det
amplifierade gensegmentet och som leder till en ljussignal vid viss vaglingd. PCR-reaktionen
utfordes i en Rotor-Gene 3000™ kopplad till en dator for bearbetning av analysresultat med
programmet Software version Rotorgene 5.0. Vid realtids-PCR kan reaktionsforloppet foljas i
realtid pa dataskdrmen. I positiva prover, dvs dér det finns Campylobacter-DNA, sker snabbt
en amplifiering vilken ger upphov till en fluorescenssignal efter ndgra amplifieringscykler.
Detta ses pa skdrmen som en kurva som véxer fram och hos positiva prover nar ett
troskelvirde vid ett visst s.k. Ct-virde (t.ex. vid Ct = 35). Negativa prover ger ingen signal alls
eller kan ge signal vildigt sent, t.ex. efter 37-40 cykler. Alla prover analyseras i1 duplikat.

Genotypisk karaktirisering, subtypning
Makrorestriktionsprofilering med pulsfélt-gel elektrofores, PFGE:

Den av EU-nétverket "Campynet” standardiserade metoden for PFGE av Smal-klyvda
stammar anvéndes (http://campynet.vetinst.dk). Bearbetning och analys av PFGE data gjordes
med hjdlp av GelComparll (6, 10)

Smal — PFGE databas for identifiering av vanligt forekommande Campylobacter jejuni

subtyper
Urval av stammar: ett Campylobacter-isolat per varannan positiv flock under februari, maj,

augusti och november ar 2002 och 2003 valdes ut for subtypning. Urvalsforfarandet innebar
att Campylobacterisolat kom fran provtagningar vid alla slakterier och fran kycklingar fran
mer dn 80% av alla producenter som levererat positiva slaktgrupper under de aktuella
perioderna. Totalt 206 isolat testades, varav 197 (96%) identifierades som C. jejuni,
resterande var C. coli. Makrorestriktionsprofilering utférdes enligt ovan med Smal enzym
samt 1 vissa fall med ytterligare ett enzym, Kpnl.

RESULTAT

A. Fordjupad epidemiologisk analys av faktorer av betydelse for att en flock ar
infekterad med Campylobacter.

Analys av resultat och erfarenheter fran det forsta drets provtagning inom det nya

Campylobacterprogrammet har publicerats (5).

En sammanstéllning 6ver provresultat fran Campylobacterprogrammet 2001-2005 ses i
nedanstaende tabell



Ar Antal Positiva slaktgrupper  Slaktgrupper med enbart positiva
slaktgrupper Kloak Halsskinn halsskinn (kloakprov neg)

2001 (obs 6 mén) 2140 23% 27% 9%
2002 3842 20% 24% 7%
2003 3224 18% 21% 6%
2004 3019 14% 19% 7%
2005 2975 13% 18% 6%

Resultaten frén provtagning inom Campylobacterprogrammet ligger delvis till grund for
utformning av de olika delstudierna i projektet, bl.a. for utformning av enkitundersékningen.

Uppfddarbesdk och enkdtundersékning.
Resultaten som redovisas hér ér preliminéra, d4 endast delar av de frAgor som ingick 1 enkéten

redovisas. En djupare analys och noggrann granskning av resultaten ska goras for att kunna
gora riktiga tolkningar. De 37 uppfodarna som besoktes bor 1 7 olika 1én och levererar
kycklingar till de 5 storsta slakterierna i Sverige. Antalet hus hos uppfodarna varierade mellan
1 och 9. Preliminéra resultat tyder pa att uppfodare som sillan eller aldrig levererade
Campylobacter-positiva slaktgrupper hade:

» Férre antal kycklinghus

* Oftare hus beldgna 1 skogsbygd

* Lingre avstand till andra animalieproducerande djur
* Oftare singel pa gardsplanen

e Oftare luftintag via skullen

* Fler antal dorrar mellan kycklingstall och utomhus

» Bittre fungerande hygienbarridrer

* Beddmdes oftare ha en god allmén ordning

Preliminért tycks andra faktorer vara av mindre betydelse, t.ex. hur manga personer som
skoter djuren, antal dagar som stallet dr tomt mellan tva kycklingomgéngar, strématerial, hur
lange uppfodaren har producerat kycklingar och om skdtaren dr man eller kvinna.

B. Hur Campylobacter introduceras i en flock fore slakt ér till stor del ok:int.

I det nya Campylobacterprogrammet har slaktgrupper pavisats dér endast 1 eller 2 av de fyra
poolade kloakproverna dr positiva, vilket tyder pa att inte alla kycklingarna ar infekterade i
slaktgruppen. For att utreda om kycklingarna kunde bli kontaminerade under transport till
slakteri provtogs rengjorda och desinfekterade transportlddor vid tva slakterier under
september-oktober 2002. Samtidigt togs prov pa stall fore transport av de kycklingar som
skulle fraktas i de aktuella ladorna. I 69 av de 122 (57%) provtagna partierna av transportlador
pavisades Campylobacter. Stor skillnad pavisades mellan slakterierna, vid det ena slakteriet
var 28% och vid det andra var 85% av provtagna partier med transportlador positiva. Resultat
av provtagning av kycklingarna fore transport jimfordes med den gingse
slakteriprovtagningen. Tjugosex slaktgrupper, med negativa kloakprover vid provtagning fore
transport, fraktades i1 1ddor ddr Campylobacter pavisats. Hos 11 av dessa 26 slaktgrupper



(42%) kunde Campylobacter pavisas vid slakteriprovtagningen. Med subtypning kunde i 4 av
de 11 fallen samma Smal profil pavisas hos Campylobacter fran transportlador och fran
slakteriprovtagningen. Fyra av 27 (15%) slaktgrupper, negativa fore transport och
transporterade i negativa 1ador, var positiva vid slakteriprovtagningen. Campylobacter-
positiva transportlador beddmdes vara en riskfaktor for att slaktgrupper skulle vara positiva
vid slakt (relativ risk (RR) = 2,9, 95% CI 1,1 — 7,3, P = 0,03). Studien har publicerats (6). Den
var delvis finansierad med medel frin Ivar och Elsa Sandbergs stipendiefond.

C. Kontamination pé slakteri, ett problem med konsekvenser for konsumenter.
Slaktgrupper som har negativa kloakprover men positiva halsskinnsprover, beddms vara
kontaminerade pé slakteriet. Subtypning med PFGE kunde i nagra fall styrka misstanken om
kontaminering fran foregdende positiv slaktgrupp genom att pavisa samma subtyp hos den
positiva slaktgruppen som hos den efterfoljande kloakprovsnegativa gruppen.

Kontamination av slaktkroppar med Campylobacter fran tarmen (fran den ’egna”
slaktgruppen) sker ocksa och i en gemensam studie med Livsmedelsverket (SLV) studerades
om och hur ldinge Campylobacter 6verlevde ldngs slaktprocessen inklusive kylning med olika
system samt om samma subtyp kunde pévisas 1 kloak, halsskinn och pa slaktkroppar. Studien
visade att ju fler av de fyra kloakproven som var positiva, desto storre médngd Campylobacter
kunde pavisas 1 skoljproven av slaktkroppar som var uttagna efter slakt (9). Resultat av
subtypning tyder pa att det i hog grad dr samma subtyper som finns i kloakproverna som pa
slaktkroppen. Men fran halsskinnsprover liksom slaktkroppar erho6lls ibland unika subtyper
som inte dverensstimde med kloakproverna (11). Den sistndmnda studien finansierades
framst med medel frain AK-Livs, Nordiska Ministerradet.

D. Framtagande av ny laboratoriemetodik, realtids-PCR, for snabbare, sikrare och
billigare diagnostik.
Resultaten fran denna delstudie ar prelimindra och kommer att bearbetas ytterligare for
publicering. Efter de inledande testerna bestdmdes preliminirt att grdnsvirde for positivt prov
skulle ligga pd Ct-vérdet 35. Gréinsen for detektion av Campylobacter i ren suspension
(metodens kénslighet), motsvarade 5 bakterier 1 PCR-reaktionen. Specificitetstest med olika
Campylobacter-arter visade att de termofila Campylobacterna C. jejuni, C. coli, C. lari, C.
upsaliensis, C. helveticus, samt C. hyointestinalis gav positiva resultat. Hog koncentration av
C. mucosalis och Arcobacter species gav ocksa resultat som kan tolkas som positiva. Fran
Campylobacterprogrammet testades 396 kloakprover, varav 137 var odlingspositiva och 259
odlingsnegativa. 127 av de 137 odlingspositiva (93 %) gav klart positiva Ct-vérden, tva var
helt negativa och 8 gav Ct-virden som lag pa grinsen till vad som ansags positivt eller de tva
roren gav motstridiga viarden. Av de 259 odlingsnegativa, var 256 realtids- PCR negativa (99
%), och tre var positiva.

E. Anvindning av subtypning med modern molekylirgenetisk teknik for att spara
spridning av Campylobacter till kyckling och méinniska.

Subtypning genom makrorestriktionsprofilering med PFGE gjordes av ménga isolat i de olika

delstudierna. En konsekvent anvindning av det standardiserade Campynet-protokollet

mojliggjorde jamforelse av resultat fran olika studier, 4&ven mellan olika laboratorier.

En databas upprittades for Smal- PFGE-subtyper som férekommer i kloakprover fran
Campylobacterprogrammet. Subtyning av de 197 C. jejuni isolaten resulterade i 66 olika
Smal-profiler. Mer én hélften, 108/197 (55%), horde till ndgon av 10 subtyper (Smal 1 — Smal
10) som bendmndes vanliga subtyper. Kriteriet som sattes upp for att en subtyp skulle kallas
vanlig, var att minst 5 isolat skulle ha identiskt bandmdnster. Hur de 108 isolaten fordelade



sig pé subtyper, hur manga olika slakterier och djurdgare de kom fran och under vilka
tidsperioder de isolerats, visas 1 nedanstaende tabell:

Smal  Antal Frén  Frin Tids-
subtyp isolat  slakteri uppfodare period/er
(antal) (antal)

typl 8 1 4 nov 2002

typ2 29 4 17 aug 2002; feb, maj, aug 2003
typ3 5 2 3 maj, aug 2002

typ4 5 2 2 nov 2002

typS5 |8 4 7 maj, aug, nov 2002; aug 2003
typ6 5 2 4 aug 2003

typ7 7 3 4 aug 2002; nov 2003

typ8 7 2 4 aug 2003

typ9 17 1 4 feb, maj, aug 2002

typ 10 17 5 11 aug, nov 2002; aug, nov 2003

Klyvning med ytterligare ett restriktionsenzym, Kpnl, visade att Smal typ 1, typ 7, typ 8 och
typ 9 fortfarande gav identiska bandmonster vilket tyder pa att dessa subtyper ér klonala. De
sex andra Smal-typerna gav vid Kpnl-klyvning upphov till 2 eller flera bandmonster, vilket
tyder pa att dessa bestod av tva eller flera subtyper eller kloner av C. jejuni.

Jamforelse med patientisolat fran ménniskor som smittats 1 Sverige, visade att de 1
kloakprover vanligt forekommande Smal- typerna 2, 5, 6 och 8 dverensstimde med de som
ofta ses hos patientisolat (10). Resultaten har presenterats vid en konferens
(www.medvetnet.org) och kommer dven att publiceras i en artikel.

DISKUSSION

Under det foregdende programmet for Campylobacter hos slaktkyckling minskade den érliga
prevalensen Campylobacter-positiva slaktgrupper till cirka 10% 1 slutet av 90-talet. Nagon
motsvarande minskning av antalet inhemska humanfall sags daremot inte, tvirtom sags en
viss 0kning under motsvarande period. Mot denna bakgrund utformades det nya programmet
med syfte att genom 6kad kunskap om Campylobacterepidemiologin kunna vidta dtgarder for
att ytterligare minska forekomsten av Campylobacter hos slaktkyckling och dven fa en
reduktion av antalet (inhemska) humanfall.

Resultaten av provtagning inom det nya programmet har gett mer ingdende information om
Campylobacter hos slaktkyckling. Aven om majoriteten av positiva slaktgrupper (75%) hade
hog ’inom-flock-prevalens”, dvs alla 4 poolade kloakprov var positiva, s& fanns det
slaktgrupper som bara hade 1, 2 eller 3 kloakprov positiva av de 4. Utldndska undersdkningar,
liksom tidigare svenska (2, 8) har hivdat att nir en flock blir infekterad, sprids smittan sa
snabbt att hela flocken ar koloniserad vid tidpunkten for slakt. Genom att analysera ett storre
antal prover (tidigare undersoktes bara 1 poolat kloakprov) kunde férekomsten av grupper
med ladg "inom-flock-prevalens” pavisas. Mgjliga forklaringar till 1&g inom-flock-prevalens
kan vara att Campylobacter-smittan har introducerats vildigt sent i flocken, kanske bara négra
dagar fore slakt, eller att bakterien inte har lyckats sprida sig sérskilt snabbt. En annan
mojlighet ar att kycklingarna har varit negativa pa stall, men att delar av slaktgruppen blivit
kontaminerad i transportlddorna pa vig till slakteriet.



Genom rutinméssig provtagning av halsskinn pa slakteri har ocksa vardefull information
erhéllits om omfattningen av kontamination av slaktkroppar pa slakteri. Slaktgrupper med
positiva halsskinn kan innebéra att motsvarande slaktkroppar dr kontaminerade nir de nér
konsumenten (5).

Tidigare undersdkningar av riskfaktorer for att slaktkyckling ska infekteras med
Campylobacter har visat att introduktion kan ske med ménniska, djur, vatten, via ventilation,
insekter mm (3, 17). I detta projekt har valts att gora en ingaende uppfodarbesok- och
enkdtundersokning for att undersoka forhallanden hos uppfodare som i princip alltid
producerar kycklingar fria frin Campylobacter och hos uppfodare vars andel Campylobacter-
positiva slaktgrupper dverstiger 30%. Studien baseras pa ett sikrare material jamfort med den
tidigare svenska studien (3), bl.a. utgjorde resultat fran tre ars provtagning grunden for
indelning 1 respektive kategori. Preliminéra resultat tyder pd att vissa faktorer eller
forhallanden kan pekas ut som har betydelse for risken att Campylobacter-smitta ska komma
in i stallarna, t.ex. vad som finns i husens ndromrade, antal kycklinghus och ventilationens
placering, mm. Forstéelse for och strikt tillimpning av hygienbarridrer bedomdes ocksa ha
stor betydelse. Resultaten ska bearbetas noggrant for att statistiskt sdkerstélla preliminért
funna samband.

Enkétstudien har ocksé kopplats till en inom Campylobacterprogrammet foretagen
provtagningsstudie "Campylobacters forekomst i och utanfor kycklingstallar 2004” (7). Inom
ramen for den senare studien deltog 31 av de 37 uppfodare som ingar i enkdtundersdkningen.
Dessa tog sockprover utanfor stallarna, i forrum, i stallarna samt av vatten, foder, ventilation
(inluft och utluft) och insekter. Prover togs varje vecka samt samma dag eller dag fore slakt.
Det fanns ingen statistisk signifikant skillnad 1 forekomst av Campylobacter i prover tagna
utomhus hos uppfodare som ofta respektive séllan levererade Campylobacterpositiva
slaktgrupper. Denna uppgift styrker uppfattningen om den stora betydelsen av att tilldmpa
strikta hygienbarridrer. Subtypning av Campylobacterisolat fran studien har gjorts for att se
om man kan f6lja smittspridning fran utsidan och in 1 stallarna.

Resultaten fran provtagningsstudien tillsammans med enkdtundersokningen kommer att ge
ingdende och specifik kunskap om Campylobacter epidemiologin i svensk
slaktkycklingproduktion. Ett intressant fynd som gjorts &r att efter att besoken har gjorts, har
nagra av uppfodarna haft en betydligt lagre andel Campylobacter-positiva slaktgrupper
jamfort med under de forsta tre aren.

Nir det géller kontamination av slaktkyckling under transport till slakteri, visade provtagning
att minst hilften av transportlddorna inneh6ll Campylobacter, trots att de var rengjorda och
desinfekterade. Provtagning av kycklingar fore ilastning i transportladorna och jamforelse
med slakteriprovtagning visade att risken for att man skulle finna Campylobacter vid
provtagningen pa slakteri var hogre for kycklingar som transporterats 1 lddor som testats
positiva for Campylobacter jaimfort med de som lastats 1 negativa lddor. Med subtypning
kunde samma subtyp av Campylobacter pavisas hos ndgra misstdankt lddkontaminerade
kycklinggrupper som i motsvarande parti transportlador. Resultaten frdn denna studie belyser
risken att man med otillrickligt rengjorda transportlddor dven kan sprida andra patogener.

Att det under sjélva slaktprocessen kan ske kontaminering av slaktkropparna ar ett vélként
fenomen, speciellt fran slaktgrupper som bér pa hoga halter Campylobacter i tarmen (2, 16).
Den 1 samarbete med SLV genomforda studien kunde dels konfirmera tidigare resultat (9),
dels visa att det oftast var samma subtyp(er) som upptriddde i prover fran kloak, halsskinn och
hela slaktkroppar fran samma flock. Inga resultat tydde pa forekomst av speciellt kdnsliga



subtyper som forsvann under slaktprocessen. De i Smal-databasen identifierade vanliga”
subtyperna, var ocksa vanligt férekommande pa slaktkropparna (11).

Andelen slaktgrupper som blir kontaminerade pé slakteri visade sig variera mycket mellan
olika slakterier. Variationen var 3% till 26% mellan de olika slakterierna under det forsta dret
med det nya Campylobacterprogrammet (5). Nigra mindre studier gjordes som med hjélp av
subtypning kunde styrka misstanken att kloakpositiva slaktgrupper kunde vara orsak till att
efterfoljande kloakprovsnegativa slaktgrupper blev kontaminerade. I négra fall forekom dock
kontamination av slaktgrupper under perioder da inga positiva kycklingar hade slaktats de
senaste 7- 14 dagarna. Fragan uppstod om det kunde rora sig om resistenta Campylobacter-
typer med speciella egenskaper som gjorde det mdjligt att dverleva ldnge i slakterimiljo. Men
1 de hédr aktuella fallen berodde troligen fynden pé att man i det ena fallet hade slaktat fjaderfa
som ej horde till Campylobacterprogrammet (som alltsd ej provtas) fore den aktuella
halsskinnspositiva gruppen och 1 det andra fallet hade man fryst ner kycklingar som skulle
styckas (fran formodligen positiva slaktgrupper) och tinat kropparna i spinnchiller under
samma dag som aktuell kloakprovsnegativ slaktgrupp slaktades.

Kontamination pa slakteri kan innebéra risk for konsumenter och vetskapen om att det vid
vissa slakterier dr en relativt hog andel slaktgrupper som kontamineras pa detta sétt ar ett
observandum som fortjanar uppmérksamhet. Det vore onskvért att ndrmare utreda orsaker till
slakterikontamination i syfte att kunna atgérda problemet.

For diagnostik av Campylobacter har under de senaste aren olika system rapporterats som
bygger pa realtids-PCR (12). I faeces finns en méngd stoérande substanser som kan himma
sjdlva PCR-reaktionen och orsaka falskt negativa resultat. En effektiv DNA-preparering fore
sjdlva PCR-analysen ér dérfor avgorande for resultatet. Realtids-PCR-analysen ar
automatiserad sa att amplifieringsteg och detektion sker 1 samma reaktionsror i en speciell
apparat. Pa sd vis undviker man risken for kontamination med PCR-produkter. Jimfort med
traditionell odling 4r analysen &r mindre arbetskrdvande och snabbare och kan utféras inom
loppet av en dag.

Den hir anvdinda metoden visade sig vid test av kloakprover i transportsubstrat mycket
specifik och dverensstimmelsen mellan resultat av negativa odlingsprover och realtids-PCR
var mycket god. Realtids-PCR positiva resultat av odlingsnegativa prover kan tyda pd en
hogre kinslighet hos PCR-metoden. De odlingpositiva prover som gav negativa eller oklara
PCR-resultat, kan ha olika orsaker: proverna kan ha innehallit ytterst fa bakterier som behovde
anrikning for att ge positivt odlingsresultat, PCR-analyserna gjordes pa prov i
transportmedium, fore anrikning. De oklara/negativa resultaten kan ocksa bero pd att
himmande substanser inte eliminerades vid DNA prepareringen och en annan typ av robot
kan behovas for att sdkerstélla effektiv DNA extraktion. Resultaten behdver dock bearbetas
ytterligare for att sdkert faststilla gransvarde for positivt prov.

Inom projektet har en databas for Smal subtyper upprittats for Campylobacter som
forekommer 1 kloakprover. Syftet var att fa klarhet i om vissa subtyper av Campylobacter
(jejuni) &r speciellt vanligt forekommande hos kyckling, om dessa d4r samma som man isolerar
frén sjuka ménniskor, om vissa subtyper kan aterfinnas i speciella typer av prover eller om
vissa subtyper uppvisar speciella egenskaper som kan ha betydelse for bakteriens virulens. Ett
ytterligare syfte var att skapa en nomenklatur for subtyper som var vanligt forekommande hos
kyckling. Resultaten visade att mer dn hélften av isolaten horde till ndgon av de 10 subtyper
(Smal 1 — Smal 10) som bendmndes vanliga Smal subtyper. Vissa subtyper forekom under en
begréansad tid och 1 begriansat omrade, t.ex. Smal typ 1, medan t.ex Smal 7 var mera spridd
bade 1 tid och rum. Smal typ 9 isolerades endast fran slaktgrupper som slaktades vid ett visst



slakteri under februari, maj och augusti 2002 och som kom fran 4 olika uppfodare. Detta kan
tyda pa en spridning via slakteriet till de fyra uppfodarna. Det kan ocksé tyda pa att denna
subtyp hade en sérskild formaga att hélla sig kvar 1 miljon och litt koloniserade kycklingarna.
Vid jamforelse med patientisolat frdn ménniskor som smittats i Sverige, kan man se manga
Smal typer fran kycklingstammarna som dverensstimmer med de som ses hos
humanstammar. Smal typerna 2, 5, 6 och 8 &r dessutom typer som vid en tidigare studie
beddmdes som vanligt férekommande bland inhemska humanisolat fran &r 2000 (10).

Studier planeras for att undersoka virulens och sjukdomsframkallande egenskaper hos i forsta
hand de identifierade vanligast forekommande subtyperna Smal 1 — Smal 10.
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