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Salmonella Dublin i oksekgd, 2014

Sgren Aabo og Tina Beck Hansen
DTU Fgdevareinstituttet

Projektnummer: 2012-28-64-00441

Baggrund og formal:

Case-by-case overvagningen af dansk og udenlandsk fersk kad af kvaeg ophgrte ved arsskiftet til 2013 som
folge af meget fa fund. 1 2012 blev der imidlertid pavist Salmonella i 14,3 % af de undersggte partier af fersk
dansk oksekgd, mens man i samme periode ikke s& den samme stigning i fund af Salmonella pa
slagterierne. Det er derfor muligt, at der er andre kilder til salmonellas forekomst i det ferske oksekad. En del
oksekgd opskeeres typisk pa andre virksomheder end pa slagteriet, og krydskontaminering med Salmonella
her kan derfor veere en af arsagerne til det hgje fund, da disse virksomheder typisk forarbejder store
maengder dansk og udenlandsk kad i de samme produktionslinjer. Siden planleegningen af dette projekt er
forekomsten af Salmonella Dublin faldet i oksekad, men projektet er blevet gennemfgrt som oprindeligt
planlagt.

Formalet med dette projekt har veeret at afklare forekomsten af Salmonella Dublin i fersk oksekad af dansk
oprindelse pa opskaeringsvirksomhederne. Udover Salmonella er der undersggt kvantitativt for enterokokker
som indikator for temperaturbelastning over 5 °C samt for Enterobacteriaceae og E. coli. Projektet kan ikke
adskille den kontaminering, der kommer fra dyret selv, og den der hidrgrer fra proceslinjen.

Vigtigste konklusioner:

e Salmonella Dublin pavistes kun i en prgve ud af 375 enkeltpraver (0,3 %).

e Det generelle niveau af enterokokker pa overflader var lavt med 66 % under detektionsgraensen og 3,2
% over 1.000 cfu /cm?. | undersggelsen fra 2013 var de tilsvarende tal henholdsvis 71 % og 4 %.

e Der er proportionalitet mellem E. coli og enterokokker niveauerne (CFU/cm?), hvilket tyder pa jeevnbyrdig
veekstunderstgttelse af de to indikatorer.

e Etindikator baseret proceshygiejnekriterium for STEC kan potentielt udvikles med bade generisk E. coli
og enterokokker som indikatorer.

Pragvetagningsplan:

Der blev kun udtaget praver i ked af dansk oprindelse fra faerdigt opskarne partier, og som var beregnet til
omsaetning pa det danske hjemmemarked. | store opskaeringsvirksomheder blev der udtaget 5 praver fra
samme batch opskarne kroppe. P& virksomheder med begraenset opskeering eendredes batchdefinitionen til,
at et parti kunne omfatte kgd fra op til 5 dyr.

Hver preve bestar af ca. 120 cm? overflade med en tykkelse pa hgjst 1 cm (ca. 120 g kad), hvor overfladen
skulle besta af gammel snitflade.

Ved pravetagning blev der desuden indsamlet information, om der forudgaende havde veeret udskaret
importeret kgd pa samme linje uden mellemliggende renggring.



Metode og resultater:

Ud af de planlagte 400 praver af oksekad med dansk oprindelse fra 8 opskeaeringsvirksomheder plus 4
reservevirksomheder blev der blev i peroden august 2014 til november 2014 udtaget i alt 375
oksekgdspragver fra 13 virksomheder, hvoraf 10 partier kom fra 4 ikke planlagte virksomheder. Prgverne
fordelte sig pa 75 partier af 5 praver (Tabel 1)

Tabel 1.
Antal udtagne oksekgdsprever og preveserier fordelt pa opskaeringsvirksomheder.

Planlagte udtag Antal reelle udtag
Virksomhed Partier Prgveserier numre Enkeltpraver

(a5 praver)

Himmerlandskgd A/S 14 20 (12% 60
Inco Kgbenhavn A/S 8 2 10
Skare Meat Packers K/S 14 12 60
Hadsund kreaturslagteri A/S (Nordic Beef) 8 6 30
?ai/ysel:;:;ips) 4 98" 25
Svendborg Slagtehus A/S 6 6 30
Danish Crown, Holdsted 8 8 40
(Energivej + Grindstedvej)
Danish Crown, Aalborg 8 8 40
Mogens Nielsen Kreaturslagteri A/S 6 6 30
Dan Ox, Padborg i.p.° 4 20
GJ Kad i.p. 2 10
Gert Nielsen i.p. 2 10
WP Kad i.p. 2 10
 alt 76 87 (75%) 375

% Nedskrevet til 12 baseret p& prgveudtagningsdatoer.
® Nedskrevet til 5 baseret pa preveudtagningsdatoer.
°i.p.: Ikke planlagt.

Hver kgdprgve blev stomacheret i 120 ml buffer. Efter preeopformering analyseredes fagrst for Salmonella
med en kvalitativ gPCR (BAX Q7 SALMONELLA) metode, og positive prgver blev desuden testet
semikvantitativt for at vurdere antallet af Salmonella i praven. Prgver fundet positive i den kvalitative test,
blev desuden dyrket pa traditionel vis for at kunne bestemme serotypen. Indholdet af enterokokker. E. coli og
Enterobacteriaceae blev bestemt kvantitativt ved laboratoriets standardmetode. Prgvetagningsmetoden og
stomacheringsvolumen tillader, at kimtallet frit kan tolkes som cfu/gram eller cfulcm?®.

Salmonella

Ved gPCR blev der pavist Salmonella i 1 af 375 praver (0,3 %) eller 1,3 % af de undersggte partier. Til
sammenligning blev 9 prgver ud af 314 (2,9 %) og 8,6 % af de undersggte partier fundet positive i 2013 hvor
4 ud af 5 positive partier med positive fund af praver havde der vaeret udskaret importeret kad inden det
testede kagd, og det kan ikke afvises, at det var en kilde til krydskontaminering.

E. coli, Enterobacteriaceae og enterokokker
De 375 prover blev analyseret kvantitativt for E. coli, Enterobacteriaceae og enterokokker ved dyrkning.
Fordeling af positive pragver ses i Tabel 2.




Tabel 2.
Pavisning af E. coli, Enterobacteriaceae (ent.bact.), enterokokker (ent.kok.) og Salmonella i oksekad fordelt pa
opskeeringsvirksomheder.

i E. coli? Ent.bact.? Ent.kok.? Salmonella®
Virksomhed
Pos Neg Pos Neg Pos Neg Pos Neg
Himmerlandsked A/S 45 15 47 13 43 17 0 60
Inco Kgbenhavn A/S 0 10 4 6 0 10 1 9
Skare Meat Packers K/S 9 51 24 36 6 54 0 60
HadSI_Jnd kreaturslagteri A/S 19 11 20 10 29 8 0 30
(Nordic Beef)
Ana Meat ApS 1 24 13 12 16 9 0 25

(Tayyib Meat Aps)

Svendborg Slagtehus A/S 7 23 14 16 3 27 0 30

Danish Crown, Holdsted

(Energivej + Grindstedvej) 0 40 4 36 1 39 0 40

Danish Crown, Aalborg 3 37 14 26 9 31 0 40

Mogens Nielsen

Kreaturslagteri A/S 2 28 11 19 2 28 0 30
Dan Ox, Padborg 7 13 16 4 7 13 0 20
GJ Kad 7 10 0 7 0 10
Gert Nielsen 3 10 0 7 0 10
WP Kgad 0 10 10 0 3 0 10

| alt, antal prgver 103 272 197 178 126 249 1 374
| alt, preevalens, gen. 275 % 52,5% 33,6 % 0,3 %

| alt, preevalens, 95% CI 23-32% 47 - 58 % 29-39% 0,01-15%

% Positiv (pos) svarer til pavisning af mindst 10 CFU/m.
® Positiv (pos) svarer til pavist i praven.

For E. coli fandtes 72,5 % af prgverne under detektionsgraensen, mens det tilsvarende var 47,5 og 66,4 % af
praverne for henholdsvis Enterobacteriaceae og enterokokker. Den af FVST fastsatte graense pa 3.000
CFU/ml kunne overholdes i 96 % af prgverne hvilket er samme niveau som i 2013. | lighed med 2013 tillader
dataseettet ikke en verifikation af en korrelation mellem forekomst af Salmonella og enterokokker som blev
pavist hakket svine- og oksekad i CKL projekt fra 2001/2002.

Kvantitativ forekomst af indikatorer i 375 pragver oksekad
Den kvantitative fordeling af enterokok-positive praver i 2014 ligger pa tilsvarende niveau som 2013 (Figur
1). Tilsvarende fordelinger for E. coli og Enterobacteriaceae ses i Figur 2 og 3.
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Figur 1. Enterokokker (CFU/cmZ) i 375 progver af dansk oksekgd fra 13 opskeaeringsvirksomheder i 2014.
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Figur 2. E. coli (CFU/cmZ) i 375 prover af dansk oksekgd fra 13 opskaeringsvirksomheder i 2014.
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Figur 3. Enterobacteriaceae (CFU/cmz) i 375 prover af dansk oksekgd fra 13 opskeaeringsvirksomheder i 2014.



Sammenhang mellem kvantitative forekomster af indikatorer i samme prgve (n=375)

For at visualisere eventuelle sammenhaenge mellem niveauer af de enkelte indikatorer afbildes for hver
prave log CFU/cm? for E. coli og enterokokker (Figur 4), Enterobacteriaceae og E. coli (Figur 5), og
Enterobacteriaceae og enterokokker (Figur 6). Alle tre sammenhaenge var statistisk signifikante, nar de blev
testet ved CHI*-test (P < 0,001). Dvs. nar der pavises 210 E. coli pr. cm®i en prave, er der ca. 3 gange
forhgjet chance for, at der ogséa pavises 210 enterokokker pr. cm?’ i den samme prgve (Figur 4), nar der
pavises 210 enterokokker pr. cm?ien preve, er der ca. 4 gange forhgjet chance for, at der ogsa pavises 210
Enterobacteriaceae pr. cm® (Figur 5), og nar der ikke pavises E. coli i en prave er chancen for, at der heller
ikke pavises Enterobacteriaceae i prgven ca. 2 gange forhgijet (Figur 6).

For E. coli og enterokokker ses en trend for ligefrem proportionalitet mellem de to bakterier, og dette tolkes
som veekstunderstattelse af begge bakterier (Figur 6). Samtidig ses ogsa en positiv korrelation mellem
enterokokniveau og praevalensen af E. coli positive prgver (Tabel 3). Sammenlignes konfidensintervallerne
(95% ClI) for E. coli preevalenserne ses, at op til omkring 100 — 999 enterokokker pr. cm? er der ingen overlap
mellem intervallerne, dvs. at E. coli preevalensen er signifikant (P < 0,05) stigende med stigende antal
enterokokker i prgverne. Derefter er der for fa praver med hgje enterokokniveauer til at vise en yderligere
statistisk sammenhaeng, men de gennemsnitslige E. coli preevalenser viser dog en stigende tendens (Tabel
3). Muligheden for at anvende enterokokforekomst som indikator for veekstunderstgttelse af E. coli eller
VTEC vil styrkes, hvis organismerne har sammenlignelige lagfaser og veekstrater ved lave temperaturer.
Dette forventes til en vis grad, men nogle typer af VTEC har stgrre syreresistens end E. coli generelt, hvilket
bade kan pavirke lagfase og veekstrate, sa en afklaring af potentialet som indikator vil kraeve yderligere
undersggelser. Til sammenligning er der fundet jeevnbyrdige laveste temperatur graense for veekst, lagfaser
samt vaekstrater for enterokokker og Salmonella i laboratoriemedier ved temperaturer mellem 5 og 12 °C
(DTU Fgdevareinstituttet, upubliceret undersggelse.

Tabel 3.
E. coli positive og negative oksekgdspraver fordelt efter indholdet af enterokokker (CFU/cmZ) samt fordeling
af E. coli niveauerne (CFU/cm?) efter indholdet af enterokokker.

o Enterokokker (CFU/cm®)
E. coli (pavist)

<10 10-99 100 — 999 1.000 - 9.999 210.000

Positive 28 33 31 7 4
Negative 221 43 7 1 0
Praevalens, gen. 11 % 43 % 82 % 88 % 100 %
Preevalens, 95% CI 6-16 % 32-55% 66 — 92 % 47 — 100 % 40 - 100 %
E. coli (CFU/cm?)
<10 221 43 7 1 0
10-99 24 26 15 0 0
100 - 999 3 7 13 3 0
1.000 - 9.999 0 1 2
210.000 3 2
| alt 249 76 38 8 4
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Figur 4. Sammenhang mellem niveauet (log CFU/cm?) af E. coli og enterokokker i oksekgd udtaget i
opskaeringsvirksomheder. Detektionsgraensen for de anvendte metoder var 10 CFU/cm?. Resultater under
detektionsgraensen er sat til 0,7 log CFU/cm?.
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Figur 5. Sammenhang mellem niveauet (log CFU/cm?) af Enterobacteriaceae og E. coli i oksekgd udtaget i
opskeeringsvirksomheder. Detektionsgraensen for de anvendte metoder var 10 CFU/cm? Resultater under
detektionsgraensen er sat til 0,7 log CFU/cm?.
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Figur 6. Sammenhaeng mellem niveauet (log CFU/cm?) af Enterobacteriaceae og enterokokker i okseked udtaget
i opskeeringsvirksomheder. Detektionsgraensen for de anvendte metoder var 10 CFU/cm? Resultater under
detektionsgraensen er sat til 0,7 log CFU/cm?.



E. coli er en delmaengde af Enterobacteriaceae. E. coli er den dominerende Enterobacteriaceae i gadning,
men psykrofile arter af Enterobacteriaceae, som Hafnia og Serratia, kan vokse under 5 °C og kan blive mere
dominerende senere i kadkaeden. | Figur 5 ses de tilhgrende veerdier for E. coli og Enterobacteriaceae for
hver pragve. Der ses en tendens til udskillelse af to populationer, som tolkes som 1) en population af pragver
hvor proportionalitet er drevet af vaekstunderstattelse over 5 °C og 2) en population med stigende indhold af
Enterobacteriaceae uden samtidig stigning af E. coli, der repraesenterer prgver med temperatureksponering
under 5 °C. Denne tolkning er efterprgvet ved at opdele pragverne i 2 populationer med E. coli enten under
eller over detektionsgreensen sammenligne proportionaliteten ved brug af linegere regressionskoefficienter,
R® R? steg med stigende E. coli indhold indtil 100 E. coli pr. cm?, hvorefter den igen faldt. Hypotesen om
udskillelse i de to populationer understgttes derfor kun delvist af analysen.

Sammenhang mellem enterokokker og Enterobacteriaceae (Figur 6) ligner den for E. coli og
Enterobacteriacea (Figur 5). Dette er i nogen grad forventeligt, da der er fundet proportionalitet mellem
forekomst af enterokokker og E. coli (Figur 4).

Eksempler pa proceshygiejnekriterier baseret pa enterokokker, E. coli og Enterobacteriaceae

FVST arbejder pt med at udvikle et risikobaseret proceshygiejnekriterium for veekstunderstottelse af
Salmonella i opskaeringsvirksomheder for svinekad baseret p& enterokokker som indikator. Tidligere FVST
resultater viser ogsa en positiv korrelation mellem enterokokker og Salmonella i hakket oksekgd i detail og vi
forventer en tilsvarende korrelation for oksekad i opskaeringen. Den lave forekomst af Salmonella i dette
projekt betyder imidlertid, at den forventelige korrelation ikke har kunnet verificeres.

Indeveerende projekt viser en positiv korrelation mellem E. coli og enterokokker. Dette tilskriver vi samtidig
vaekstunderstattelse af begge organismer. Der er sdledes en mulighed for at bade E. coli og Enterokokker
kan veere potentielle indikatorer for veekstunderstattelse af bAde Salmonella og STEC.

| Tabel 4 er angivet forskellige muligheder for valg af m, M og ¢ ved en stikprgvestarrelse pa 5 for hver af de
tre indikatorer med en angivelse af hvor mange % af de 75 partier i undersggelsen, der ville falde for
proceshygiejne kriteriet. Enterobacteriaceae er taget med for sammenligningens skyld, men er ikke saerlig
egnet til et proceshygiejnekriterie, da denne gruppe rummer bakteriesleegter, der vokser under 5 °C og
derfor kan forekomme i hgijt antal udelukkende pga. k@dets alder og ikke pga. brist i proceshygiejnen. M og
m er valgt, dels ud fra aktionsgraenserne anfgrt i projektbeskrivelsen, dels ud fra observationerne i projektet,
hvorimod c er arbitreert valgt.

Som det ses af Tabel 4 er det muligt at fastsaette flere kombinationer af m, M og ¢ for E. coli og
enterokokker, der fgrer til nogenlunde samme profil over % partier der falder. Dette indikerer en mulighed for
at veelge indikator frit, da der kan findes en kombination m,M og c, der udpeger partier med ca. samme
styrke.

Ved valg af indikator spiller f.eks, robusthed af indikatoren ogsa en rolle. Enterokokker er gram-positive og er
generelt mere robuste end gram-negative E. coli, hvilket kan tale til fordel for enterokokker. Projektet
indikerer imidlertid, at E. coli er jaevnbyrdig med enterokokker i opskaeringsleddet, og begge organismer
saledes er potentielle kandidater som indikatorer for et risikobaseret mikrobiologisk kriterium for vaekst af
Salmonella og STEC i oksekgd i opskeeringsvirksomheder.



Tabel 4.

Afprgvning af forskellige forslag til proceshygiejne kriterier pa partier (n = 75) af oksekad udtaget i

opskeeringsvirksomheder.

Indikator Proceshygiejne kriterium % partier der falder
n M M c

E. coli 5 50 500 2 14,7
5 5.000 - - 6,7
5 5.000 - 1 1,3
5 5.000 50.000 1 2,7
5 5.000 50.000 2 2,7

Enterobacteriaceae 5 10.000 - - 32,0
5 10.000 - 1 9,3
5 10.000 100.000 1 21,3
5 10.000 1.000.000 1 9,3

Enterokokker 5 1.000 10.000 1 54
5 1.000 10.000 2 53
5 3.000 15.000 1 4,0
5 3.000 - - 53
5 3.000 - 1 2,7

Konklusion:

Salmonella kunne pavises i 1 af 75 partier (1,3 %) eller 0,3 % af 375 enkeltpraver. De tilsvarende tal for
2013 var 8,6 % og 2,9 %. Enterokok- og E. coli-niveauer var generelt lave med 66 — 72 % af prgverne under
detektionsgraensen, mens 10 — 14 % af prgverne havde et indhold over 100 CFU/ cm®. Pga. sit indhold af
psykrotrofe bakterieslaegter |& Enterobacteriaceae generelt hgjere end E. coli (medlem af samme familie)
med kun 47 % under detektionsgraensen og med ca. 15 % af prgver med et niveau over 1.000 CFU/cm?.
Kimtallene for enterokokker og E. coli viste en tendens til positiv korrelation, hvilket kan indikere samtidig
vaekst begge organismer i nogle af prgverne. Hvis E. coli og enterocokker veekstunderstgttes ved samme
temperaturer, vil enterokokker potentielt kunne anvendes som indikator for veekstmulighed af E. coli og
STEC i oksekad. Perspektivet er, at enterokokker kan fungere som mulig malorganisme i et mikrobiologisk
proceshygiejnekriterium for E. coli og muligvis STEC. Optimalt skal enterokokker og E. coli/ STEC have
omtrentlig samme laveste temperaturgraense for veekst, samme lagfase, og samme vaekstrate ved relevante
kalekeedetemperaturer. Disse forhold, samt seerlige forhold omkring syretolerance af STEC skal afklares far
der kan gives en mere sikker vurdering af potentialet.



