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Vankomycinresistenta enterokocker (VRE) hos
slaktkyckling i konsumtionsledet

Christina Greko och Bjorn Bengtsson, Avd for antibiotika, Statens veterindrmedicinska anstalt,
Uppsala

Mal for studien

Studien har syftat till att kartldgga forekomst av vankomycinresistenta enterokocker (VRE) i de
produkter som kommer konsumenten tillhanda. De specifika fragestéllningar som studien skulle
besvara var:

e Hur stor andel av svenskproducerade slaktkycklingar i konsumtionsledet dr kontaminerade
med VRE, och vilken &r kontaminationsgraden?

e Hur stor andel av importerade slaktkycklingprodukter &r kontaminerade med VRE, och vilken
ar kontaminationsgraden?

Sammanfattning och slutsats

e Andelen av kycklingfiléer ddr VRE kunde pévisas med kénslig metodik var 14% for filéer
producerade i Sverige, och 36% for filéer som packats i1 annat land dn Sverige. En mycket stor
andel av de positiva proverna i det importerade materialet kom frén en enda anldggning.

e Endast fran ett prov pavisades VRE med en mindre kénslig metod (utan anrikning) och
kontaminationsgraden bedoms darfor som lag i bada grupperna.

e De VRE som isolerades fran svenska kycklingfiléer var alla av arten E. faecium och av
samma resistensfenotyp som de som isoleras fran svenska kycklingar och kycklingstallar. I
det importerade materialet forekom flera arter och ménga olika resistensfenotyper. Detta
stimmer vil med tidigare observationer, och talar for att epidemiologin i Sverige ar skild fran
den i léander dér avoparcin tidigare anvénts.

Slutsats: VRE kan pévisas pa bade svenska och importerade kycklingfiléer.
Kontaminationsgraden dr for bada grupperna lag.

Bakgrund

Vankomycin ér ett “sista linjens” antibiotikum som anvénds for behandling av ménniskor med
infektioner orsakade av stafylokocker eller enterokocker i situationer nér andra substanser, pga.
resistensutveckling inte ldngre dr verksamma. Om resistens mot vankomycin hos
sjukdomsframkallande bakterier blir utbredd kan det fa allvarliga konsekvenser. Bland enterokocker
forekommer redan forviarvad vankomycinresistens i 6kande omfattning i sjukhusmiljoer. Enterokocker
tillhor den normala tarmfloran men kan under speciella omstéandigheter fororsaka sjukdom individer
med nedsatt motstandskraft (Patel, 2003).

Den vikt som fésts vid vankomycinresistens illustreras av att fynd av VRE inom humansjukvéarden
ar anmélningspliktigt i Sverige sedan &r 2000. VRE isoleras sillan i prov fran ménniskor i Sverige
(Torell et al. 1999, SWEDRES 2001). Daremot ar forekomst av, och infektioner med, VRE inte
ovanligt hos méinniskor i manga andra ldnder i Europa (Goosens ef al. 2003). Fran Nederldnderna
rapporteras t.ex. att bakterien forekom hos 12 och 3 % av friska ménniskor aren 1996 respektive 1999
(Bruinsma et al. 2003).

Hos animalieproducerande djur forekommer VRE endemiskt i manga lander i Europa (Bonten et al.
2001). Forekomsten har kunnat kopplas till anvéindning av avoparcin, ett antibiotikum som anvénts i
tillvixtbefrdmjande syfte i animalieproduktionen (t.ex. Klare ef al. 1995). Inom EU f6rbjods dérfor
anvindning av avoparcin till djur 1997, vilket resulterat i att forekomsten av VRE hos
animalieproducerande djur har minskat. I Sverige har preparatet inte anvénts sedan 1982.

Forekomsten av vankomycinresistenta enterokocker (VRE) hos svensk slaktkyckling &r 14g sett ur
ett internationellt perspektiv. Nar prover undersoks med den konventionella odlingsmetodik som ar
standard i Overvakningsprogram &r endast ett fatal av undersokta prover positiva. Inom svensk
veterinér antibiotikaresistensmonitorering (SVARM) har ocksé prover undersokts med en kénsligare
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metod (selektiv odling). Vid dessa undersokningar har frekvensen VRE-positiva prover fran svenska
kycklingar 6kat patagligt fran &r 2000 (<1%) till & 2004 (36%). Detta &r ldgre dn i ménga andra
Europeiska lidnder. I danska och norska undersdkningar har andelen slaktkycklingflockar ddr VRE
pavisats med selektiv teknik varit > 70 % vid produktionsanlédggningar dér avoparcin tidigare anvénts
(Kruse et al. 1999; Borgen et al. 2000; Heuer et al. 2002).

Vid slakt kan slaktkroppen férorenas med tarmbakterier, och alltsa &ven med VRE. Enterokocker ar
1 viss utstrackning djurartspecifika, och kycklingenterokocker har troligen en dalig forméga att
kolonisera méanniska (Bonten et a/ 2001). Forsok dir frivilliga fors6kspersoner intagit VRE isolerade
fran kyckling visar dock att bakterien kan klara sig i ménniskors tarmkanal i 6ver 14 dagar (Sérensen
et al 2001). Under denna tid kan det genpaket som kodar for vankomycinresistens dverforas till
ménniskans egna enterokocker. Dirigenom skapas en reservoar av VRE hos ménniskor ute i
sambhéllet. Ju stdrre denna reservoar ér, desto storre &r risken att VRE fors in pé sjukhusavdelningar
dér svart sjuka patienter, mottagliga for VRE infektioner, vardas (Bonten et a/ 2001). Det ar dérfor av
stort intresse att minimera forekomsten av VRE i livsmedel, och det dr av detta skil som EG
kommissionen 1997 forbjod anvandning av avoparcin inom den europeiska gemenskapen.

Efter forbudet mot avoparcin har forekomsten av VRE 1 kéttprodukter minskat i samma takt som
forekomsten i tarminnehall frén djur. Vid icke selektiv odling var forekomsten av VRE i
kycklingprodukter i Danmark och Norge under de senaste dren legat pa ett par procent (DANMAP
2002; NORM-VET 2002 ). I USA var samtliga 240 undersdkta Enterococcus spp. isolerade fran
kycklingkott var kénsliga for vankomycin (Angulo et al. 2000). I USA har avoparcin aldrig anvénts
inom animalieproduktionen. I tva svenska undersokningar fran 1990-talet pavisades inte VRE fran
kycklingkott eller nackskinn.

Liksom for tarmprover ar den rapporterade prevalensen av VRE for kycklingkdtt betydligt hdgre
om kiénsligare, selektiva metoder anvénts. For ldnder dér avoparcin tidigare anvénts varierar den
rapporterade prevalensen efter selektiv odling mellan 16% och 81% (DANMAP 1997; Wegener et al
1997; Klare et al 1999; Pavia et al. 2000; Robredo et al. 2000; Borgen ef al. 2001). Den stora
variationen forklaras troligen till viss del av skillnader i metodval, samt av att antalet undersokta
prover i flera studier 4r mycket 1agt.

Kvantitativa undersokningar frdn Norge har visat att antalet VRE per gram kycklingkott tre ér efter
avoparcinforbudet ar betydligt 14gre &n innan forbudet (Borgen et al 2001). Risken for att manniskor
ska koloniseras med VRE anses didrigenom ha minskat betydligt.

For en bedomning av betydelsen av den dkade prevalensen hos levande kycklingar i Sverige &r det
angeldget att undersoka i vilken utstrackning som bakterierna aterfinns pa den produkt som nér
konsumenten. Eftersom en 6kande andel av kycklingprodukter pa den svenska marknaden idag inte ar
producerade i Sverige méste dven ldget avseende dessa kartldggas.

Material och Metoder
Materialinsamling

Under senhosten 2004 och varen 2005 inkoptes forpackningar med fryst hel kycklingfilé i butiker i
och kring Uppsala, i norra Stockholmsomradet samt Orebro och Smaland. Obehandlade eller s k. salt-
vattenmarinerade produkter, eventuellt med stabiliseringsmedel (t ex E 450, E450b, E451, E452)
inkluderades, men inte produkter som marinerats med kryddor. For att s& langt mdjligt sékerstéilla att
sd manga slakomgéngar som mojligt inkluderades skedde urvalet sé att ett givet ’bést-fore datum”
endast inkluderades en gang for varje anldggningsnummer. Férpackningarna med kycklingfiléerna
forvarades i frys (-20° C) till undersokning.

Insamlingen omfattade 101 forpackningar svenskproducerade filéer och 100 producerade i annat
land. Vid sammanstillning av data upptécktes 4 dubletter avseende “’bast-fore datum” i respektive
grupp. Den senast inkdpta forpackningen i varje sddant dublettpar uteslots fran
resultatsammanstéllningen. Det slutliga antalet filéer i undersdkningen var dérfor 97 respektive 96.

Bakteriologiska undersokningar

En undersokningsmetod baserad pa den skoljmetod for hela slaktkroppar som beskrivs i NMKL No.
119 2a utg. utarbetades och utprovades 1 pilotforsok. Skoljmetoden ar utformad for campylobacter,
och har tidigare med bra resultat anvénts vid Livsmedelsverket i samband med olika studier.

Fréan varje forpackning uttogs med sterila instrument en filé som dverfordes till en kraftig plastpase
(stomacherpése). Efter upptining tillsattes 100 ml buffrat peptonvatten till pdsen som tillslots och
roterades forsiktigt i 1-2 minuter sé att hela filén vil skoljdes. Skoljvétskan kom darmed att inkludera
ytkontamination och eventuella bakterier i den vétska som avgatt vid upptining.
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Fréan skoljvatskan odlades 0,1 mL till odling direkt p& Slanez Bartley agar med vancomycin (16
mg/L). Agarplattorna inkuberades i 48h i 37° C.

Dessutom uttogs 25 mL skoljvétska som sattes till 25 mL koncentrerad (2x) anrikningsbuljong
(Enterococcosel). Buljongen inkuberades 6ver natt i 37° C varefter 0,1 mL odlades pa Slanez Bartley
agar med vancomycin (16 mg/L) i 24h i 37° C.

Efter odling avléstes agarplattorna avseende enterokockliknande kolonier. Misstdnkta kolonityper
renpreds till blodagar och gall-eskulinagar, och presumptiva VRE frén varje positivt prov undersoktes
avseende kénslighet for vankomycin och ett antal andra antibiotika med ackrediterad
mikrodilutionsmetod (VetMIC™) och identifierades till art enligt Devriese et al. (1993) med f6ljande
biokemiska tester: mannitol, sorbitol, arabinos, sackaros, ribos, metyl-alfa-D-glucopyranosid och
raffinos. Som VRE beddmdes enterokocker for vilka minsta himmande koncentration (MIC) av
vancomycin var >16 mg/L.

Resultat

De svenska kycklingfiléerna var packade vid 7 olika anlédggningar, och de importerade vid 12 olika
anlidggningar, varav 5 danska (82 filéer), 5 nederldndska, en polsk och en kroatisk.

Endast frén ett prov (importerad fil¢) pavisades VRE i odling utan buljonganrikning, och da endast
som en enda koloni.

Efter anrikning var 14/97 (14%) svenska filéer positiva avseende VRE, jamfort med 35/96 (36%)
importerade. Skillnaden &r statistiskt signifikant (p<<0,01). En anléggning i det importerade materialet
var kraftigt Overrepresenterad avseende positiva prover. Om de 24 proverna fran denna anldggning
utesluts var andelen VRE positiva prover i det importerade materialet 22%, vilket inte ar signifikant
skilt frén andelen i det svenska materialet.

De VRE som isolerades fran svenskt material var samtliga 14 Enterococcus faecium. 1 det
importerade materialet forekom fler arter, 25 var E. faecium, 6 E. durans, 2 E. hirae och 2 kunde inte
identifieras till artniva.

Naéstan alla isolat (13/14) av E. facecium fran svenska filéer var av samma resistensfenotyp som
tidigare pavisats hos svensk slaktkyckling (Tabell). Isolaten fran importmaterialet férdelade sig pa 9
olika typer, dir tvd dominerade, och endast ett isolat i hade samma resistensfenotyp som det som
vanligen pévisas hos svensk kyckling.

Tabell. Resistensfenotyp for vancomycinresistenta Enterococcus faecium fran svenska och
importerade kycklingfiléer.

Resistensfenotyp®
Va Em FI Na Av Tc Ba Vi Am Nm Gm Sm Cm

>16 >4 >32 >2 >32 >8 >32 >8 >8 >512>1024>1024 >8

Svensk 3R R R R S § § S S § S§ S S
IR S R R S S S S S S S S S

Import uwWRrR S R R § § S§ S § § S S S
7R S R R S S R S S S S S S

2R § S R S S R S S S S S S

IR S R R S R S S S S S S S

IR § S R S R S S S S S S S

IR S § S R S S S S S S S S

IR R S R S S R S S S S S S

IR R S R S S S S S S S S S

IR R R R S S S S S S S S S

* 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. Brytpunkter for resistens (mg/mL &r angivna). R = resistent, S = sensitiv.

Diskussion

Av vikt for att bedoma konsumentens exponering for VRE via kycklingkoétt ér dels hur ofta VRE
forekommer pé kycklingkdtt, dels hur ménga bakterier som forekommer pé varje filé om bakterien alls
kan pavisas.
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Andelen av kycklingfiléer ddr VRE kunde pavisas var 14% for filéer producerade i Sverige, och 36%
for filéer som packats i annat land &n Sverige. Skillnaden var statistiskt signifikant, men en mycket
stor andel av de positiva proverna i det importerade materialet kom fran en enda anlédggning.
Skillnaden avseende VRE-forekomst mellan svensk och importerad filé¢ bor darfor tolkas med stor
forsiktighet.

Granden av kontamination, dvs. hur manga bakterier som féorekommer pa varje positiv filé, bedoms
sékrast for odlingar dar bakterien inte forst anrikats. Den teoretiska detektionsgriansen for
odlingsmetoden utan anrikning var 1000 kolonibildande enheter (CFU) per filé. Om man antar att all
kontamination dr pa ytan av kottet ger detta en grians motsvarande 5-10 CFU/g. Endast fran ett prov
pavisades VRE utan anrikning, och da endast som en enda bakteriekoloni. Den teoretiska
detektionsgrénsen for den kénsligare metoden med buljonganrikning &r svarare att bedoma, men
uppskattas till i storleksordningen 40-400 CFU per filé.

Baserat pé detta resonemang beddms kontaminationsgraden for de positiva proverna av bade svensk
och importerad kycklingfilé som lag, motsvarande <1000 CFU/fil¢é eller <5-10 CFU/g.

I en norsk studie (Borgen ef al, 2001) undersoktes fjaderfakott fran uppfodningar som fore 1995
anvant respektive inte anvant avoparcin som tillvixtbefimjande medel. Fréan tidigare exponerade
besédttningar pavisades VRE 1 30% av proverna, men samtliga prover fran oexponerade uppfodningar
var negativa. Odlingsmetoden hade en detektionsgrans pa 100 CFU/g kétt. Efter anrikning av prover
om 5 g var 81 respektive 9 % av proverna positiva. Siffran fér de oexponerade uppfodningarna
stimmer vil med den for svensk kycklingfilé. I den norska studien var detektionsgrénsen for odling
utan anrikning 100 CFU/g, varfor prover som var positiva endast efter anrikning kan antas varit
kontaminerade med <100CFU/g.

De VRE som isolerades fran svenska kycklingfiléer var alla av arten E. faecium och av samma
resistensfenotyp som de som isoleras fran svenska kycklingar och kycklingstallar. I det importerade
materialet forekom flera arter och manga olika resistensfenotyper. Detta stimmer vil med tidigare
observationer, och talar for att epidemiologin i Sverige &r skild frdn den i andra lander dir avoparcin
tidigare anvants.

De filéer som undersokts samlades in genom att de inkoptes i1 butiker i olika omraden, framst fran
Uppsala och norra Stockholmsomradet. Avsikten var ursprungligen att ta in material fran
grossistledet, men detta visade sig inte genomforbart. Den del av studien som avsag produkter
packade i icke-EU lander fick darfor strykas. Detta innebér att studien endast speglar situationen for
icke kryddmarinerad kycklingfilé i dagligvaruhandeln.

Projektansdkan omfattade dven konfirmering av vancomycinresistens med molekylédrbiologisk
metodik (PCR), biokemisk subtypning och genotypsisk subtypning med restriktionsklyvning forlj av
pulsfilt-gel-elektrofores (PFGE). Dessa delar har inte kunnat genomforas, bl.a. pa grund av att
provinsamligen varit mycket tidskrdvande och genom kravet pé olika ”bést fore datum” for varje
anldggningsnummer utdragen i tiden. Resultaten frén resistensfenotypning talar dock klart for att
vancomycinresistensen kodas for av genen vanA, samt att isolaten fran det svenska materialet liksom
isolat frdn kycklingar och kycklingstallar &r mycket néra besléktade (klonala) vilket uppenbart inte
isolaten fran importerad kyckling &r. Ett enda isolat frdn den senare gruppen uppvisade samma
resistensfenotyp som huvudtypen i Sverige. Isolerade enterokocker har sparats och vidare
undersokningar kan vid behov genomforas senare i samband med andra studier.

Slutsats: VRE kunde pévisas pa bade svenska och importerade kycklingfiléer. Kontaminationsgraden
ar for bada grupperna lag.

Resultatformedling

Eftersom studien nyligen slutforts har inga resultat publicerats dn. Preliminira resultat fran projektet
har dock presenterats vid ett seminarium i anslutning till presentation av SVARM 2004 i juni 2005.

Resultaten kommer att sammanstéllas for publicering i internationell tidskrift.
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Kommentar till den ekonomiska redovisningen
Jamfort med den ursprungliga ansékan har studien fordndrats pa tva sitt:

1) Kycklingar inkoptes 1 butik istéllet for att som avsikten var (kostnadsfritt) insamlas via
grossister. Detta har lett till 6kade kostnader framst i form av arbetstid.

2) Molekylérbiologisk och biokemisk subtypning har inte utforts vilket lett till lagre kostnader
avseende material och arbetstid for denna post.

Nedan ges darfor en reviderad detaljerad kostnadsredovisning lédmnas.

Materialkostnad
e Utveckling och utprovning av ldamplig metodik for selektiv odling av 2 000 SEK
VRE fran livsmedel
e Selektiv odling och identifiering (201 prov a 80 SEK) 16 080 SEK
e Undersokning av antibiotikakénslighet med VetMIC, 85 misstéinkta 8 500 SEK
VRE (a 100 SEK)
e Inkdp av kycklingar 13 400 SEK
e Reseersittning 525 SEK
Delsumma material 40 775 SEK
Arbetskostnad
e Laboratoriearbete mostvarande c:a 4 méandader BMA tjanst (inkl 120 000 SEK
LKP)
e Total kostnad 160 505 SEK
e Forvaltningskostnad SVA (12 %) 19 293SEK
Forbrukade medel 180 068 SEK
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