Slutrapport for projektet: Clostridium botulinum och botulinumtoxin i svenska
slaktkycklingbeséattningar

BAKGRUND

Botulism ar ett férlamningstillstand som uppkommer efter forgiftning med nervgiftet
botulinum-neurotoxin (BoNT). Det finns sju olika typer av BONT (A-G). Av dessa &r i forsta
hand typerna A, B och E kdnda som orsak till botulism hos manniska medan typerna C och D
framst orsakar botulism hos faglar och daggdjur. BONT produceras i bakteriecellen under
tillvéxt av den sporbildande bakterien C. botulinum och verkar genom att blockera
overforingen av nervimpulser till muskulatur. Till dags dato har samtliga internationellt
rapporterade utbrott av botulism i kycklingbesattningar fororsakats av forgiftning med BoNT
typ C eller mosaikvarianten typ C/D. Aven de svenska utbrotten har i samtliga fall fororsakats
av BoNT typ C eller C/D. Forgiftning hos tamhons och andra faglar uppkommer efter peroralt
intag av toxin (via blindtarmstréack fran forgiftade faglar eller via forgiftade kadaver) eller
bakterier/bakteriesporer. | experimentella forsok har man visat att det kan racka med sa lite
som 10 sporer av toxinproducerande C. botulinum typ C for att initiera en s.k. toxikoinfektion
med endogen bakterietillvéxt och toxinproduktion. Bakterietillvaxt och toxinproduktion sker i
blindtarmen dar en mindre mangd toxin resorberas. Den huvudsakliga resorptionen av toxin
sker dock i tunntarmen efter peroralt intag av blindtarmstrack med innehall av bade toxin och
bakterieceller. Blindtarmstréacket fran en infekterad kyckling utgor darmed infektions- och
toxinkalla bade for kycklingen sjélv och fér kycklingar i dess narhet.

SYFTE OCH STRATEGI
Syftet med projektet har varit att
kartlagga forekomst och utbredning av den toxinbildande bakterien Clostridium
botulinum av typ C, C/D i svenska slaktkycklingbesattningar,
- utforska sambandet mellan forekomst av toxinbildande bakterier i tarm och toxin i blod
- undersoka forekomst av botulinumtoxin i blod hos sjuka och friska kycklingar,
- soka identifiera smittkallor,
- bidra till utveckling av metoder for isolering och genetisk karakterisering av
toxinbildande C. botulinum bakterier .
Projektet har omfattat:
1. Kartlaggning av bakteriens forekomst i kycklingbesattningar
2. Projektstudier i anslutning till utbrott och kartlaggningar
3. Forsknings- och utvecklingsprojekt for diagnostik av aviér botulism

1. KARTLAGGNING AV BAKTERIENS FOREKOMST |
SLAKTKYCKLINGBESATTNINGAR

Forekomst av toxinbildande C. botulinum i slaktkycklingbesattningar har kartlagts genom att
analysera bakteriens forekomst i kycklingarnas blindtarmar. Tio tarmar per slaktgrupp
undersoktes med en for &ndamalet utvecklad PCR analys (se 3.1). Eftersom flera faktorer kan
paverka bakteriens spridning och férdelning inom en avdelning - toxinbildande bakterier kan
introduceras i en flock vid olika tidpunkter under uppfédningstiden, rorelsemonstret i en flock
forandras med stigande alder, etc. — blir berakning av antalet tarmar som behdvs for att kunna
pavisa bakterien inom en flock en avvéagningsfraga. Med antagandet om en 25 % -tig prevalens
kan, enligt statistiska berakningar, bakterien pavisas med 95 % sakerhet vid uttag och analys
av 10 tarmar per flock.

Kartlaggningsstudierna genomfordes i tva omgangar: 22/5-4/8 2006 samt 22/9-4/3 2009-2010,
den senare som en uppfdljande kartlaggning.



Material och metoder

e Provtagning
Vid 2006 ars kartlaggning utgjordes undersékningsmaterialet av blindtarmar som skickats in
for Campylobacterprogrammets rakning. | omedelbar anslutning till denna provtagning
omhéndertogs blindtarmarna, forpackades en och en och placerades déarefter i -70 C frys for
den fortsatta undersokningen med PCR.
2009-10 ars kartlaggning kom att omfatta samtliga besattningar med slakt pa Guldfagel AB i
Morbylanga respektive Lagerbergs i Solvesborg som undersoktes 2006, med undantag av en
besattning som har upphort sedan dess. Dessutom undersoktes kycklingar fran 3 besattningar

med slakt vid Kristianstad slakteri som varit positiva vid kartlaggningen 2006.
Undersokningarna 2009-2010 genomférdes i samarbete med personal pa respektive slakteri.
Utover tarmar provtogs ocksa blod fran sammanlagt 12 kycklingar per slaktgrupp fordelat pa
fyra ror. Vid ankomst till SVA forpackades tarmar en och en och frystes in for PCR analys.
Blod centrifugerades och serum frystes in for senare toxinanalyser.

e Analys

Undersokningar for att pavisa C. botulinum typ C och C/D utfordes enligt féljande: Ett gram
tarmmaterial (innehall och tarmmaterial) upphettas for att avdoda befintliga bakterieceller.
Materialet odlas darefter i en syrefattig (anaerob) miljo for att kvarvarande sporer skall kunna
utvecklas till bakterieceller. DNA extraheras och analyseras darefter med PCR-metodik (se

3.1)
Resultat

e 2006 ars kartlaggning
I nedanstaende tabell redovisas resultatet av 2006 ars provtagning. “Positiva” stér for
pavisande av toxinbildande C. botulinum typ C alternativt C/D.

Slakteri Antal positiva besattningar/ Antal positiva slaktgrupper (avdelningar)/
antal undersokta beséttningar antal undersokta slaktgrupper (avdelningar)
Knéred 0/7 0/10
Bastad 0/9 0/14
Falkenberg 0/17 0/46
Valla 1/23 1/56(90)
Morbylanga 4/19 5/77
Sélvesborg 6/12 21/44
Kristianstad 3/35 4(5)/87(105)
Totalt: 14/122 31(32)/332(384)

2006 ars undersokningar visade att toxinbildande bakterier kunde pavisas hos kyckling i 31 av

sammanlagt 332 provtagna slaktgrupper.
e 2009-10 ars kartlaggning

I nedanstaende tabell redovisas resultatet av 2009-10 ars provtagning.

Slakteri Antal positiva besattningar/ Antal positiva slaktgrupper (avdelningar)/
antal undersokta beséttningar antal undersokta slaktgrupper (avdelningar)
Moérbylanga 2/19 2/74
Sélveshorg 2/11 5/47
Kristianstad 2/3 8/14(15)
Totalt: 6/33 15/135(136)

Vid kartlaggningen 2009-10 kunde positiva slaktkycklingar pavisas i 15 slaktgrupper av 135
undersokta. En jamforelse mellan 2006 och 2009-10 ars provtagningar visar en pataglig
minskning av antalet positiva slaktgrupper vid Solvesborg slakteri; fran 21 till fem. Antalet
positiva slaktgrupper vid Morbylanga slakteri minskade fran 5 positiva 2006 till 2 positiva
2009-10. Tio besattningar som var positiva 2006 blev negativa vid 2009-10 ars kartlaggning.




Tre av 2006 ars positiva besattningar var aterigen positiva, medan tre negativa besattningar
2006 blev positiva 2009-10. Se vidare nedanstaende sammanstallning.
o Bakterieforekomsten i positiva besattningar fran 2006 och 2009-10 ars kartlaggningar
Nedanstaende sammanstallning ger information om omfattningen av de toxinbildande
bakteriernas forekomst i de positiva kartlaggningsbesattningarna. Dels ges information om

antalet positiva slaktgrupper av antalet undersokta slaktgrupper per beséttning, dels

information om hur manga av provtagna tarmar (10 st.) per slaktgrupp som var positiva.
Respektive besattning betecknas med slakterinamn foljt av en romersk siffra.

2006 2009-10

Antal positiva Antal positiva Antal positiva Antal positiva

slaktgrupper tarmar av 10 slaktgrupper tarmar av 10

(avdelningar)/ undersokta per | (avdelningar)/ undersokta per | Utbrott
Besattning antal undersokta | slaktgrupp antal undersokta | slaktgrupp datum
Valla I. 1/1 1 e. u. e. u.
Mérbylanga I. 1/5 1 0/5
Marbylanga II 2/8 1,1 0/8
Morbylanga llI. 1/6 4 0/6
Morbylanga IV. 1/6 1 0/6 -
Mérbylanga V. 0/8 - 1/8 1
Morbylanga VI. 0/8 - 1/8 1
Solvesborg . 1/4 1 0/4 -
Solveshorg I1. 4/10 4,921 0/10 aug. 2004
Solveshorg I11. 12 1 0/2 -
Solvesborg 1V. 5/5 10, 10, 10, 9,9 2/5 2,2 okt. 2006
Solvesborg V. 6/6 8,2,2,8098 0/6 -
Solvesborg VI. 4/5 1,2,10,7 0/5 - aug. 2003
Solveshorg VII. 0/3 - 3/6 1,81
Kristianstad . 1(2)/1(2) 1 0/1(2) -
Kristianstad I1. 1/6 1 5/6 10,10,4,1,1
Kristianstad I11. 2/6 2,1 3*/7 6,2, 10 nov.2007

e. U. ej undersokt
* ej samma avdelningar som 2006

Diskussion

Kartlaggningarna har pavisat bakteriens férekomst i 17 av sammanlagt 122 provtagna
besattningar (varav 33 har provtagits vid tva tillfallen). Sju besattningar utmarker sig genom att
flera avdelningar (> 40 %) inom respektive beséttning varit positiva. Bland dessa besattningar
aterfinner man ocksa en hog andel positiva tarmar per 10 provtagna tarmar. Tre besattningar
var positiva vid bada kartlaggningstillfallena (markerade med gult). Fyra kartlaggningspositiva
besattningar har ocksa haft konfirmerade utbrott.

Resultaten fran kartlaggningsstudierna visar att toxinbildande C. botulinum typ C, C/D
bakterier forekommer i svenska slaktkycklingbesattningar men i begransad omfattning.
Resultaten visar ocksa att férekomsten inte ar bestandig. Ett fatal besattningar har varit positiva
vid bada kartlaggningstillfallena och dartill drabbade av utbrott. | dessa fall kan man férmoda
att bakterien, pa grund av olika omstandigheter, (omgivande miljo, stallens utformning, etc.)
kommit att bli mer eller mindre stationar. A andra sidan har kartlaggningarna ocksé visat att
besdttningar med en omfattande bakterieférekomst vid forsta undersokningstillfallet har varit
negativa vid den uppféljande undersdkningen.

2. POJEKTSTUDIER | ANSLUTNING TILL UTBROTT OCH KARTLAGGNINGAR
Bakgrund

I anslutning till botulismutbrott under projekttiden har organmaterial samlats in for fortsatta
laboratorieundersokningar. Aven det insamlade tarmmaterialet fran kartlaggningarna samt
serum fran den uppféljande kartlaggningen har anvants till undersokningar for att soka svar pa
olika fragestallningar.



e Botulismutbrott 2003-2010
Nedanstdende tabell redovisar antal konfirmerade utbrott fran och med det forsta konfirmerade
utbrottet i augusti 2003 fram till och med 2010 ars utbrott. Antalet beséttningar anges inom
parentes.

Antal konfirmerade utbrott (antal beséttningar) 2003-2010

2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010

1 4(3)* - 3(3)* 11(9) 21 (13) 4(3) 2(2)

* 2 kycklingbeséttningar samt en foraldrabesattning

Sammanlagt drabbades 26 kycklingbeséattningar av ett eller flera utbrott under aren 2003-2010.
Sjutton utbrottsbesattningar var negativa vid 2006 ars kartlaggning (dvs. C. botulinum typ C,
C/D kunde inte pavisas), en av dessa hade ett utbrott 2004, 6vriga efter 2006. Tva
utbrottsbesattningar var negativa bade vid 2006 och 2009-10 ars kartlaggning, men drabbades
av utbrott 2007. Av resterande sju utbrottsbesattningar var fyra positiva i samband med
kartlaggning, tre utbrottsbesattningar forekom inte i nagon av kartlaggningarna.

e Botulismutbrottet 2008
Under perioden februari till och med december 2008 intraffade det hittills storsta antalet utbrott
under ett och samma ar med sammanlagt 21 konfirmerade utbrott fordelade pa 13 olika
besattningar. Majoriteten utbrott intraffade pa anlaggningar inom ett geografiskt begransat
omrade och med slakt pa Valla slakteri.

2.1 Unders6kning av toxin och toxinbildande C. botulinum typ C, C/D bakterier hos kyckling
med botulism/missténkt botulism

Material och metoder

For att verifiera en botulismmisstanke tas blod regelméssigt ut for konfirmerande toxinanalys.
Under 2008 och vid nagra enstaka tidigare utbrottstillfallen har ocksa tarm och ibland lever
fran kycklingar med symtom provtagits. Organmaterialet har darefter analyserats avseende C.
botulinum typ C/C-D med PCR (blindtarm, lever) och i forekommande fall ocksa anvants for
odlings- och isoleringsférsok av bakterien (se vidare 3.2).

Resultat

Nedanstaende tabell &r en sammanstallning av resultat fran konfirmerande toxinanalyser samt
bakteriologiska undersokningar (PCR-analys respektive odling) utforda i samband med
botulism/misstankt botulism.

Tidpunkt utbrott Toxin Toxinbildande bakterier Odling
Blindtarm Lever

maj 06 C-D pavisat ej undersokt

jan. 07 C-D pavisat pavisat isolat fran lever

sept. 07 C-D pavisat ej undersokt isolat fran tarm

okt. 07 I. C-D pavisat ej undersokt

okt. 07 I1. C-D pavisat ej undersokt

feb. 08 I. C pavisat pévisat isolat fran lever

feb. 08 1. ej pavisat ej pavisat ej undersokt

feb. 08 1I. ej pavisat pavisat ej undersokt

feb. 08 IV. C pavisat pavisat isolat fran lever

feb. 08 V. C-D pavisat ej undersokt isolat fran tarm

feb. 08 VII. C pévisat pévisat isolat fran lever

feb. 08 VIII. C-D pavisat ej undersokt

mars 08 1. C pavisat ej undersokt

mars 08 1. C pavisat ej undersokt

mars 08 1. C-D pavisat ej undersokt

mars 08 V. C-D pévisat pévisat isolat fran lever

april 08 I. C-D pavisat ej pavisat

april 08 II. C-D pavisat ej undersokt isolat fran tarm

april 08 II1. ej pavisat ej pavisat ej undersokt

april 08 IV. ej pavisat ej pavisat ej undersokt

juli 08 I. C-D pavisat ej undersokt isolat fran tarm

juli 08 1. ej pavisat ej pavisat ej undersokt




Diskussion

Resultaten visar ett entydigt samband mellan forgiftning med botulinumtoxin och forekomst av
toxinbildande bakterier - i samtliga fall med konfirmerad botulism, har toxinbildande C.
botulinum typ C, C/D kunnat pavisas. Kopplingen mellan bakterieforekomst och férekomst av
toxin visar ocksa pa att botulism uppkommit till f6ljd av en toxikoinfektion.

2.3 Undersokning av blod med avseende pa botulinumtoxin i samband med slakt av friska
kycklingar efter ett botulismutbrott

Vid fyra olika utbrott mellan aren 2006-2007 kunde uppféljande provtagning for toxinanalys
genomforas i samband med slakt av slaktgrupper som vid nagon tidpunkt under
uppstallningsperioden drabbats av botulism. Tidsintervallet mellan utbrott och slakt var 5, 13,
14, respektive 3 dygn. Som jamforelse provtogs och analyserades ocksa blod fran 10
slaktgrupper utan tidigare rapporterad botulism.

Resultat

Undersokningarna visade pa forekomst av toxin hos kyckling fran en av fyra undersokta
slaktgrupper. Halten toxin var 100 ganger lagre vid slaktprovtagningen jamfért med
provtagningen i samband med utbrottet 5 dygn tidigare.

Vid provtagning av en efterfoljande slaktgrupp uppstallad inom samma avdelning som
ovanstaende positiva slaktgrupp kunde inget toxin pavisas. Inte heller kunde toxin pavisas vid
jamforande analys av blod fran slaktgrupper utan rapporterad botulism.

Diskussion

Provtagningen i samband med slakt ar slumpvis utford med risk for utspadningseffekter
eftersom blod fran flera slaktkroppar samlas upp i ett ror. Trots detta har toxin kunnat pavisas i
blod uttaget fran en av fyra botulismdrabbade slaktgrupper vid normalslakt efter genomganget
utbrott.

2.4 Undersokningar avseende férekomst av toxinbildande C. botulinum bakterier hos friska
kycklingar efter ett botulismutbrott

I anslutning till 2008 ars utbrott genomfoérdes provtagningar vid Valla slakteri av slaktgrupper
fran avdelningar déar utbrott konstaterats samt av slaktgrupper uppstallade i samma avdelningar
vid senare tidpunkt. Syftet var att analysera forekomst av toxinbildande bakterier i samband
med slakt av friska kycklingar fran avdelningar med genomganget botulismutbrott samt att ta
reda pa forekomst av bakterien hos kycklingar i en slaktgrupp som stallats upp i samma
avdelning som en féregaende slaktgrupp med konstaterad botulism, efter rengéring och
sanering.

Material och metoder

Provtagning av kycklingar utfordes i anslutning till slakt vid Valla slakteri. I likhet med
tidigare kartlaggningar provtogs tio tarmar per slaktgrupp (=avdelning) och skickades in till
SVA for PCR-analys.




Resultat
Nedanstaende tabell sasmmanfattar resultaten fran provtagningarna i anslutning till 2008 ars
botulismutbrott.

Uppfodare/ Utbrotts- Slaktdatum Antal Datum for Antal positiva
Avdelning datum efter utbrott positiva slakt av tarmar av 10
tarmar av 10 efterfoljande provtagna
provtagna slaktgrupp
IL/A 080305 080314 4 080702 0
1./B 080218 080313 10 080703 2
1/C 080225 080313 2 080703 0
1./D 080218 080313 9 080704 0
.12 080217 080307* 0 080627 0
"n./1 080216 080306* 0 080626 0
IV./4 080226 080324* 1 090714 0
V./5 080710 080717 1 Provtagning ej -
utford
V1./4 080326 080415 0 080610 0
VII./vénster 080416 080416 10 080610* 0
080804 0
VIIL/3 080210 Provtagning ej - 080724 0
utford
IX./1 080704 080717 4 Provtagning ej
utford
IX./2 080704 080718 10 Provtagning ej
utférd

*sammanslagen slakt med avdelning utan rapporterad botulism

Resultaten visar forekomst av toxinbildande bakterier hos symtomfria kycklingar fran 8 av 12
undersokta slaktgrupper vid slakt efter ett botulismutbrott. Tva av de fyra negativa
slaktgrupperna provtogs vid en sammanslagen slakt med annan avdelning, vilket kan betyda att
farre an 10 kycklingar fran utbrottsavdelning blev provtagna.

Diskussion

Undersokningarna visar att andelen slaktgrupper med férekomst av toxinbildande bakterier ar
betydligt hdgre jamfort med resultaten fran kartlaggningsstudierna, ca 67 % jamfort med ca 10
%. Vid undersokningen av slaktgrupper som uppstallats i avdelning dar botulism konfirmerats
hos foregaende slaktgrupp, kunde toxinbildande bakterier endast pavisas hos kyckling fran en
av elva provtagna slaktgrupper. Om forhallandena varit likartade vid en nastkommande
uppstallning av kyckling i de avdelningar dar utbrott intréffat skulle risken for ett nytt utbrott
sannolikt vara mycket stor. Dessutom borde andelen slaktgrupper med férekomst av
toxinbildande bakterier vara betydligt hogre &n vad som var fallet. Avsaknad av utbrott,
franvaro av toxinbildande bakterier i undersokta tarmar fran efterfoljande slaktgrupper tyder pa
minskad forekomst alternativt avsaknad av toxinbildande bakterier fran tidigare
botulismutbrott. Dessa resultat visar att vidtagna rengdrings- och saneringsatgarder efter
utbrotten har varit framgangsrika.

2.5 Jamférande undersokningar avseende C. botulinum typ C, C/D hos kyckling fran
beséttningar utan rapporterad botulism provtagna vid Valla slakteri 2008

Ut6ver provtagningar i anslutning till utbrotten under 2008 provtogs ocksa kycklingar fran
beséttningar som inte drabbats av botulism. Syftet med denna provtagning var att jamfora
forekomst av toxinbildande bakterier i slaktgrupper fran besattningar utan rapporterad botulism
med slaktgrupper fran besattningar dar botulism intréaffat vid nagot tidigare tillfalle under aret.
Material och metoder

Under en och samma manad, juni 2008, provtogs kycklingar fran sammanlagt 8 besattningar,
vid Valla slakteri. Provtagningen omfattade 10 blindtarmar per slaktgrupp som efter ankomst
till SVA analyserades med avseende pa toxinproducerande C. botulinum typ C, C/D.




Resultat
Bakterien kunde inte pavisas i nagon av de undersokta slaktgrupperna.

2.6 Undersokningar avseende botulinumtoxin i blod vid normalslakt av slaktgrupp utan
rapporterad botulism

Som tidigare redovisats foreligger viss risk for att botulinumtoxin fortfarande kan férekomma i
blod hos kycklingar i en slaktgrupp som vid nagon tidpunkt fore slakt drabbats av ett
botulismutbrott (se 2.3). For att fa svar pa fragan om toxin ocksa kan forekomma hos kyckling
i en slaktgrupp utan tidigare rapporterad botulism provtogs, utéver blindtarm, ocksa blod fran
slaktade kycklingar vid 2009-10 ars kartlaggning.

Material och metoder

For att minimera antalet toxinanalyser undersoktes endast blod fran slaktgrupper dar C.
botulinum typ C, C/D kunde pavisas. Ett av fyra uttagna blodprov (= samlingsprov fran tre
kycklingar) per slaktgrupp undersoktes. | tva fall dar toxinbildande bakterien kunde pavisas i
samtliga analyserade tarmar fran en och samma slaktgrupp, undersoktes samtliga fyra blodprov
pa forekomst av toxin. Syftet med denna ut6kade analys var att ta reda pa andelen positiva
prov av uttagna prov inom en slaktgrupp dar toxinbildande bakterier aterfunnits i 10 av 10
undersokta tarmar.

Resultat
I nedanstaende tabell sasmmanfattas resultaten fran utforda toxinanalyser
Besattning/slaktgrupp Antal positiva Resultat toxinanalys
tarmar av 10 (antal undersokta
undersokta prov)
Morbylanga V./hus 3 1 ej pavisat (1)
Marbylanga VI./hus 4 1 ej pavisat (1)
Sélvesborg I1V./hus 2 2 ej pavisat (1)
Sélvesborg I1V./hus 3 2 ej pavisat (1)
Sélvesborg VII./avd. 7 1 ej pavisat (1)
Solvesborg Vll./avd. 8 8 ej pavisat (1)
Solvesborg VIl./avd. 9 1 ej pavisat (1)
Kristianstad I1./hus 1 10 pavisat i 4 prov (4)
Kristianstad I1./hus 2 10 ej pavisat
Kristianstad I1./avd. 1 1 ej pavisat
Kristianstad I1./avd. 3 1 ej pavisat
Kristianstad 11./avd.4 4 ej pavisat
Kristianstad I1l./avd. C 2 ej pavisat
Kristianstad I1l./avd. D 10 pavisat i 2 prov (4)
Kristianstad 1ll./avd. E 6 ej pavisat

Diskussion

Det gar inte att utesluta att ytterligare prov fran ovanstaende slaktgrupper skulle ha blivit
positiva om de hade undersokts eftersom endast ett av fyra blodprov togs ut for toxinanalys per
slaktgrupp, med undantag av tva slaktgrupper déar samtliga fyra blodprov underscktes. |
synnerhet galler det slaktgrupper med pavisade toxinproducerande bakterier i flertalet
undersokta tarmar.

Resultaten visar att botulinumtoxin kunde pavisas i tva slaktgrupper bada med forekomst av
toxinbildande bakterier i 10 av 10 undersokta tarmar. En sa stor andel positiva tarmar indikerar
en omfattande spridning av bakterien inom en slaktgrupp och darmed ¢kad potentiell risk for
utbredd toxikoinfektion och utveckling av botulism. Att kycklingarna inte uppvisade symtom
pa botulism vid tidpunkten for slakt kan forklaras med att toxinhalterna lag under den niva som
kravs for att ge symtom hos kyckling. Sammantaget visar undersdkningarna att toxin kan
forekomma hos kyckling &ven vid normalslakt. Risken for toxikoinfektion med produktion av
toxin 6kar med Okad forekomst av toxinbildande bakterier. Man bor darmed vara medveten om



att tecken pa botulism inom en slaktgrupp under uppstallningstiden ocksa kan innebara en risk
for toxinforekomst hos kyckling i samband med slakt.

2.7 Undersokning av foder i anslutning till utbrott

Redan pa ett tidigt stadium riktades misstankar mot fodret som en tankbar smittkalla i samband
med 2008 ars utbrott. En enkatundersokning som distribuerades till drabbade uppfédare under
2008 och som besvarades av 7 av dessa ger ocksa stod for en sadan misstanke. Nar
Avdelningen for foder, SVA genomforde en studie 2004-2005 framkom att Klostridiesporer
kunde aterfinnas i 12 % av uttagna prov fran pelleterat fjaderfafoder. Den analysmetod som
anvandes var inte specifik for C. botulinum men visade dnda att tillverkningsprocessen inte
hade kapacitet att helt inaktivera sporer av Clostridium spp i foderravarorna.

Material och metoder

Sammanlagt undersoktes ett 40-tal foderprov fran 10 besattningar, i de flesta fall uttagna i form
av provpasar (forslutet prov av foder som bifogats aktuell foderleverans) eller som prov fran
aktuellt foder uttaget utanfor smittade djurstallar. Fran varje provpase/foderprov uttogs 10 prov
for undersokning avseende C. botulinum typ C, C/D. Sjélva analysen omfattar flera steg och
inkluderar upphettning i buljong (70°C 15 min.), anrikning i specialmedium, foljt av DNA
extraktion och PCR-analys.

Resultat

Toxinproducerande C. botulinum typ C, C/D kunde pavisas i tva foderprov. Ett foderprov togs
ut som provpase med tillvaxtfoder i samband med besok av den forst drabbade besattningen i
februari 2008. Det andra foderprovet togs ut direkt fran foderfabriken, fran samma foderbatch
som levererats till den tredje i ordningen av botulismdrabbade beséttningar.

Diskussion

Undersokningar har visat att bakteriesporerna tycks vara mycket ojamnt fordelade i foder.
Utvardering av metoden har dessutom visat att det kravs ca 100-1000 bakteriesporer per gram
for att kunna pavisa bakterien i foder medan det kan racka med 10-100 bakterier per gram for
att pavisa bakterien i ett organmaterial. Sannolikt beror metodens lagre kanslighet vid analys
av foder pa konkurrerande narvaro av andra sporbildande bakterier. Ett negativt resultat vid
analys av foder utesluter darmed inte narvaro av sporer i tillrdcklig méngd for utveckling av
botulism mot bakgrund av att s lite som 10 sporer kan racka for att initiera en toxikoinfektion
hos kyckling. Ovanstaende resultat &r unika i ett internationellt perspektiv. Det finns bara ett
fatal internationella rapporter om fynd av C. botulinum typ C i foderprov uttagna i samband
med botulismutbrott i fjaderfabesattningar. Med nagot undantag har fodret i dessa fall
provtagits inom sjélva anlaggningen under pagaende botulismutbrott, varfor kontaminering
med t.ex. avforing fran smittade faglar inte har kunnat uteslutas.

Ut6ver ovanstaende tva positiva foderprov har toxinbildande C. botulinum typ C, C/D hittills
kunnat pavisas i ytterligare tva fall i anslutning till botulismutbrott i fjaderfabesattningar.

3. FORSKNINGS- OCH UTVECKLINGSPROJEKT FOR DIAGNOSTIK AV AVIAR
BOTULISM

3.1 Utveckling av PCR metodik for diagnostik av C. botulinum typ C och mosaikvarianten typ
C/ID

Bakgrund

Vid flertalet av de svenska utbrotten har forgiftning med bade BoNT typ C och D kunnat
diagnosticeras. Samma monster har ocksa rapporterats fran Japan dar det forsta fallet av
botulism hos slaktkyckling intraffade 1977. Genetiska analyser av isolat fran de japanska
utbrotten har visat att toxingenen hos den bakterie som fororsakat aviar botulism, till tva
tredjedelar utgdrs av sekvenser for botulinum neurotoxin (BoNT) C och till en tredjedel av




sekvenser for BONT D. Det toxin som produceras av denna C. botulinum typ C/D bakterie ar
alltsa en bland- eller s.k. mosaikform av toxin C och D.

Den PCR metod, en s.k. realtids-PCR, som utvecklats for att anvandas i kartlaggningsstudierna
har utformats sa att den tacker in bade genen for BoNT C och BoNT C/D. Ett positivt PCR-
resultat innebar alltsa att pavisad gensekvens harror fran en C. botulinum bakterie som
antingen kan vara av typ C eller av typ C/D. Projektet har finansierats med medel fran
davarande Djurskyddsmyndigheten respektive Myndigheten for samhallsskydd och beredskap.
Organmaterialet harror fran provtagningar i anslutning till Botulismprojektet.

Material och metoder

Utveckling och utvarderingen av analysmetoden genomfordes med anvéandning av blindtarmar
provtagna vid utbrott samt kénda bakteriestammar inklusive olika typer av C. botulinum
stammar. Blindtarmsproverna harrérde fran tva slaktkycklingsbeséttningar (utbrott 2006
respektive 2007) samt en foréldrabesattning (utbrott 2004). For att faststélla om positiva
resultat utgjordes av bakterier av typ C/D eller C, kompletterades realtids-PCR
undersdkningarna med konventionella PCR analyser specifika for BONT C genen, BoNT D
genen, samt BoNT C/D genen.

Resultat

Realtids-PCR analysen av blindtarmsprov fran samtliga tre utbrott visade forekomst av
bakterier av typ C alternativt C/D. Med kompletterande konventionella PCR-analyser kunde
dessutom faststallas att pavisade C. botulinum bakterier var av typ C/D.

Diskussion

Utvecklingen av realtids-PCR analysen for C. botulinum typ C, C/D har méjliggjort storskaliga
undersdkningar och var en forutsattning for genomférandet av kartlaggningarna. Studien ar
den forsta europeiska studien som redovisar forekomst av toxinbildande C. botulinum typ C/D
i anslutning till botulismutbrott.

3.1Genetisk karaktérisering och jdmférande studier av avidra C. botulinum typ C, C/D isolat
Med medel fran bl.a. SLF/Botulismprojektet har en omfattande studie genomforts vid enheten
for Bakteriologi, SVA, for att isolera, odla och genetiskt karaktérisera olika aviéra C.
botulinum typ C, C/D stammar samt for att undersoka det epidemiologiska sambandet mellan
dessa.

Material och metoder

Tretton olika bakterieisolat fran fagel ingick i studien. Nio av dessa utgjordes av
bakteriestammar isolerade fran blindtarm eller lever provtagna i samband med utbrott i
svenska slaktkycklingbesattningar 2007 (2 beséattningar varav en med utbrott i januari och den
andra i september - oktober), respektive 2008 (7 besattningar). Resterande bakteriestammar
utgjordes av tre isolat fran gratrut samt ett isolat fran slaktkyckling fran ett utbrott i Norge.
Efter odling och isolering av C. botulinum bakterierna fran organmaterialet utfordes PCR
analyser for karaktarisering av BoNT genen enligt utvecklad metodik (se ovan), samt
sekvensanalyser av 16S rRNA genen. Fortsatta analyser for kartlaggning av bakterieisolaten
utfordes med hjalp av tva olika etablerade identifieringsmetoder som modifierats och anpassats
till undersokningsmaterialet, pulsféltgel- elektrofores (PFGE), respektive “randomly amplified
polymorphic DNA” (RAPD) analys. PFGE-typningen baseras pa fragment av bakteriens
DNA-molekyl framtagna med specifika restriktionsenzym, medan RAPD-analysen &r en typ
av PCR analys med slumpvis amplifiering av sma DNA-segment med identiska primers.
Erhallna DNA-fragment separeras och visualiseras darefter med gelelektrofores.




Resultat

e Karaktarisering av BoNT gen
Av 13 aviéra isolat blev 12 positiva i realtids-PCR. Det 13:e isolatet var initialt diagnostiserat
som positivt men blev senare negativt, sannolikt beroende pa att bakterien forlorade
bakteriofagen med genen fér BoNT C, C/D, i samband med odling. Kompletterande PCR-
analyser visade att 9 av de 12 realtids-PCR positiva isolaten var av C/D-typ. For 6vriga tre
PCR-realtids positiva isolat kunde inte nagra resultat erhallas med de kompletterande
konventionella PCR-analyserna, vilket kan forklaras med att realtids-PCR &r kansligare &n
konventionell PCR.

e 16S rRNA sekvensering
Av de nio isolaten fran svenska slaktkycklingbesattningar hade de sju isolaten fran 2008 ars
utbrott samt isolatet fran utbrottet i september-oktober 2007 identiskt sekvenseringsmonster
liksom isolaten fran gratrut samt det norska botulismutbrottet. Isolatet fran botulismutbrottet i
januari 2007 uppvisade ddaremot ett annat sekvenseringsmonster.

e Subtypning av C. botulinum typ C, C/D isolat med PFGE och RAPD
Den fortsatta typningen av de aviara isolaten med PFGE och RAPD metoderna visade att
samtliga isolat fran 2008 ars utbrott samt isolatet fran september — oktober 2007 var sa gott
som identiska, medan isolatet fran utbrottet i borjan av 2007 skilde sig helt fran Gvriga isolat.
Den genetiska subtypningen visade ocksa att isolaten fran gratrut samt det norska utbrottet
overensstamde med isolerade bakteriestammar fran 2008 ars utbrott.
Diskussion
Overensstammelse i det genetiska monstret mellan olika isolat pekar pé ett gemensamt
ursprung. Den stora skillnaden mellan isolatet fran januari 2007 och 6vriga isolat kan peka pa
en nytillkommen infektionskélla under 2007. Studien &r begransad till att omfatta isolat fran
och med 2007. Det gar darfor inte att géra nagon jamforelse med utbrott fran tidigare ar. Med
studien har dock ett genetiskt utgangslage samt metoder etablerats for framtida
epidemiologiska undersdkningar i samband med botulismutbrott.
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