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Sammanfattning

Campylobacterios ar den vanligaste rapporterade orsaken till magtarminfektion hos manniskor i sa-
vél Sverige som 6vriga Europa och USA. Campylobacter jejuni subsp. jejuni &r den underart som
oftast orsakar sjukdom. Sjukdomen orsakar stora ekonomiska kostnader for samhallet varije ar. Det
ar ocksa ett stort lidande for manniskor som blir smittade da de vanligaste symtomen ar diarré,
buksmértor, krédkningar och feber, dessutom finns risk for att man drabbas av féljdsjukdomar. Det
kravs endast att man far i sig en liten mangd bakterier for att bli sjuk.

De vanligaste orsakerna till att drabbas av campylobacterios &r genom att konsumera kontaminerade
kyckling/kycklingprodukter, mjolkprodukter eller vatten. De flesta djur kan ha Campylobacter i
tracken utan att bli sjuka. Slaktkycklingar kan ha héga halter av Campylobacter i tracken vilka kan
overforas till slaktkropparna vid slakt, och som sedan kan smitta konsumenten. Agg kan komma i
kontakt med tréack i kloaken hos honan och kan da bli kontaminerade med Campylobacter pa skalet,
och da i teorin mojligen Gverforas till manniskor eller kycklingar. Det ar dock inte kédnt huruvida
manniskor kan smittas av Campylobacter via &ggskal, eller om Campylobacter kan 6verforas fran
hona till kyckling via dggskal. Syftet med denna studie var att undersoka om Campylobacter kan
dverleva pé utsidan av 4gg och i sa fall hur lange. Resultaten kan bidra till att besvara fragestall-
ningarna om kontaminerade konsumtionségg kan orsaka campylobacterios hos méanniska samt om
Campylobacter kan 6verforas fran foraldradjur till kycklingar vid forekomst av Campylobacter pa
utsidan av dgget.

Overlevnad av Campylobacter pé 4gg undersoktes genom att 4gg doppades i buljonger med olika
koncentrationer av Campylobacter samt med eller utan tillsats av en blindtarmslésning. Aggen for-
varades i kyl och analyserades efter olika lang tid avseende dverlevnad av Campylobacter. Ana-
lyserna gjordes genom standardiserade metoder (ISO 10272) genom anrikning i Bolton buljong och
odling p& mCCD-agar. Tre olika sekvenstyper av Campylobacter jejuni (ST-257, ST-148 och ST-
918) med olika ursprung anvandes i studien. Campylobacter 6verlevde pa 16 av 90 4gg som analy-
serades efter ett dygn. P4 ett 4gg kunde Campylobacter pavisas efter 10 dygn.

Baserat pa resultaten i denna studie gar det inte att utesluta att det som konsument finns en risk att
bli smittad av Campylobacter via dgg. Risken ar dock liten da det ar en rad kriterier som behover
uppfyllas for att det ska vara mojligt. Risken ar dock storre for personal pa packerier och pé gérdar
som hanterar agg kort efter att de vérpts. Det finns ocksa en risk att en miljosmitta pa exempelvis
ett klackeri skulle kunna harstamma fran ett 4gg kontaminerat med Campylobacter.

Nyckelord: Campylobacter jejuni, dgg, hons, kyckling, éverlevnad, dverforing



Abstract

Campylobacteriosis is the most reported cause of gastrointestinal infection in people in Sweden as
well as the rest of Europe and the USA. Campylobacter jejuni subsp. jejuni is the subspecies that
most often causes disease. The disease causes large financial costs to society every year. It is also a
great burden for people who become infected as the most common symptoms are diarrhea, ab-
dominal pain, vomiting and fever and that there is a risk of several sequelae. Only a small number
of bacteria is needed to cause disease.

The most common ways of becoming infected are by consuming contaminated chicken / chicken
products, dairy products, or water. Most animals can have Campylobacter in their feces without
showing any symptoms of disease. Broilers can have high levels of Campylobacter in the feces
which could contaminate carcasses at slaughter, and which can then infect the consumer. Eggs may
come in contact with feces in the cloacal of the hen and may become contaminated with Campylo-
bacter on the shell and may in theory be transmitted to humans or chickens. However, it is not
known whether humans can be infected with Campylobacter via eggshells, or whether Campylo-
bacter can be transmitted from chicken to chicken via eggshells. The aim of this study was to ex-
amine whether Campylobacter can survive on the outside of eggs and if so, for how long. The results
can help answer the questions of whether table eggs can cause campylobacteriosis in humans and
whether Campylobacter can be transmitted from parent flocks to chickens if Campylobacter are
present on the outside of the egg.

Survival of Campylobacter on eggs was examined by dipping eggs in broths with different concen-
trations of Campylobacter and with or without the addition of a mixture of caecal contents. The eggs
were then stored in a refrigerator and analyzed for growth of Campylobacter at different times.
Analyses were performed according to standardized methods (ISO 10272) with enrichment in Bol-
ton broth and culture on mCCD agar. Three different sequence types of Campylobacter jejuni (ST-
257, ST-148 and ST-918) with different origins were used in this study. Campylobacter could be
isolated from 16 out of 90 eggs one day after dipping in a Campylobacter broth. On one egg, Cam-
pylobacter could be detected after 10 days.

Based on the results of this study, it cannot be ruled out that as a consumer there is a risk of becoming
infected with Campylobacter via eggs, though the risk is small as there are several criteria that need
to be met for this to be possible. However, the risk is greater for staff at packing plants and on farms
that handle eggs shortly after they have been laid. There is also a risk that an environmental infection
in, for example, a hatchery could originate from an egg contaminated with Campylobacter.

Keywords: Campylobacter jejuni, eggs, hens, chicken, survival, transmission
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Forkortningar

BB

BHI

BPV

CFU

ISO

mCCDA

MALDI-TOF
MS

PCA

gPCR

ST

Boltonbuljong, en selektiv buljong for anrikning av Cam-
pylobacter.

Brain Heart Infusion, en néringsrik buljong som anvénds for
buljongodling av bakterier.

Buffrat peptonvatten, anvéands for icke-selektiv anrikning av
bakterier.

Colony Forming Units, antalet bakterier per gram eller mil-
liliter i ett prov.

International Organization for Standardization, en organisat-
ion som utvecklar och publicerar standardiserade metoder.

Modified Charcoal Cefoperozone Deoxycholate agar, en
blodfri agar som anvénds for selektiv odling av Campylo-
bacter spp.

Matrix-assisted laser desorption/ionization-time of flight
mass spectrometry. Anvands for identifiering av bakterieart.

Plate count agar, ett icke-selektivt medium som anvénds for
att bestdamma det totala antalet levande, aeroba bakterier i ett
prov.

Quantitative Polymerase Chain Reaction, en metod for att
kvantifiera DNA i ett prov.

Sekvenstyp, en genetisk variant av en bakterieart.
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1. Inledning

Campylobacterios &r den vanligaste rapporterade orsaken till magtarminfektion hos
manniska i Sverige, 6vriga EU och i USA (EFSA and ECDC 2019; Tack 2020).
Campylobacter (C.) jejuni subsp. jejuni (kommer vidare att betecknas som
C. jejuni) &r den underart som oftast orsakar campylobacterios (EFSA and ECDC
2019). Sjukdomen medfor stora kostnader for samhallet, upp till 629 miljoner kro-
nor per ar i Sverige (Sundstrom 2015). De vanligaste symtomen hos de som drabbas
ar diarré, krakningar, buksmartor och feber, men vissa personer kan &ven utveckla
allvarliga foljdsjukdomar sasom irritable bowel syndrome (IBS), Guillain—Barrés
syndrom (GBS) eller reaktiv artrit (EFSA and ECDC 2019).

Den vanligaste orsaken till campylobacterios ar antingen kycklingkétt som inte
upphettats tillrackligt eller som kontaminerat andra livsmedel som inte upphettats
(EFSA and ECDC 2019). Kycklingar kan ha mycket hoga koncentrationer av Cam-
pylobacter i tracken, upp till 200 miljoner bakterier/gram tréck, och det finns risk
for kontamination av kycklingkétt i samband med slakt (Hansson 2007). Campylo-
bacter anses inte vara invasiv, det vill sdga spridas fran honan till agget (vertikal
smitta) nér det bildas i honans dggledare, till skillnad mot vissa serotyper av salmo-
nella, till exempel Salmonella Typhimurium och Salmonella Enteritidis (Timoney
et al. 1989). Agg har darfor antagits inte vara en riskfaktor for smitta till manniskor.
Det &r daremot inte ként huruvida manniskor riskerar att smittas via kontamination
av Campylobacter spp. pa dggskal, eller om Campylobacter kan éverforas fran
hona till kyckling via kontaminerade dggskal.

Syftet med studien var att undersoka om Campylobacter kan 6verleva pa utsidan
av agg och i sa fall hur lange. Resultaten kan bidra till att besvara fragestallningarna
om konsumtionsagg kan orsaka campylobacterios hos ménniska samt om Campylo-
bacter kan éverforas fran foraldradjur till kycklingar vid forekomst av Campylo-
bacter pa utsidan av agget.
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2. Litteraturoversikt

2.1. Produktion av konsumtionsagg i Sverige

De flesta konsumtionsagg som séljs i livsmedelsbutik produceras av varphons i
Sverige. Det férekommer importerade dgg som saljs i livsmedelsbutik men det ar
en lag andel (Svenska Agg 2020). | Sverige producerades under 2019 148 600 ton
agg och det férbrukades 152 400 ton 4gg. Av dggen som foérbrukades, det vill sdga
konsumerades eller anvandes inom till exempel lakemedelsindustrin, i Sverige
2019 var 97,5 % svenska dgg (Oberg 2020).

Foraldrarna till svenska véarphons kops in fran internationella avelsforetag och kom-
mer till uppfodare i Sverige som dagsgamla kycklingar. Foréaldradjuren halls i fri-
villig isolering med provtagning avseende ett urval smittdmnen fore flytt till pro-
duktionshus dar tupp- och honlinjer korsas for att fa fram varphénshybrider som
anvands som bruksdjur. Aggen klacks pa klackerier och levereras till unghénsupp-
fodare och darefter till 4ggproducenten nér de ar 15-16 veckor gamla. Det finns
ocksa aggproducenter som foder upp sina egna unghons. Ett 4gg klacks efter ca 21
dygn (Persson 2009).

Det finns fyra olika produktionsformer for varphons i Sverige; ekologisk produk-
tion, frigdende inomhus, inredd bur och frigdende med tillgang till utevistelse. Agg
ska vara markta med ursprungsland, anldggnings- och stallkod och produktionssatt
(Radets forordning nr 1234/2007). Agg delas in i tva klasser, klass A (farska agg
av hogsta kvalitet) och klass B (4gg som inte uppfyller kraven for klass A med
franvaro av till exempel skaldefekter eller fororeningar). Agg i klass B far inte saljas
som konsumtionségg och levereras endast tills livsmedelsforetag med sarskilt god-
kannande. Agg som kan kopas i livsmedelsaffar ar av klass A och far generellt inte
tvattas. Vissa aggpackerier ar dock godkanda for tvattning av &gg i klass A, och
dessa &gg salufors sedan som tvéattade dgg och inte klass A (Persson 2009).

Packerierna hamtar dgg pa gardarna och distribuerar dessa till handeln. Det far vara
hogst nio dagar mellan varpdagen och att ett &gg kommer ut i handeln. Vanligtvis
hamtar packerierna agg fran gardarna 1-2 ganger per vecka, men det finns ocksa
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storre producenter dar d4gg hamtas varje dag, samt sma dggpackerier pa gardarna
dar de packar sina egna agg och ibland fran enstaka andra gardar. Nér ett &gg kom-
mer till packeriet utfors en kvalitetskontroll (manuell eller maskinell inspektion och
genomlysning) och sedan packas det och samlas upp i distributionslager. Dérifran
kors &ggen till handeln tidigast under natten eller nésta dag, vilket medfor att ett
agg kommer till livsmedelsbutik tidigast en dag efter att honan varpt dgget (Svenska
Agg 2020).

2.2. Produktion av slaktkyckling i Sverige

| Sverige konsumerades under 2018 totalt 226 490 ton fjaderfakétt i Sverige (Jord-
bruksverket 2021). Samma ar slaktades 149 290 ton slaktkyckling i Sverige, vilket
medfor att import att kycklingkott maste ske for att mota konsumtionsbehovet
(Jordbruksverket 2020b).

Mor- och farfraldrar till svenska slaktkycklingar importeras till Sverige da det inte
finns nagon inhemsk avel av ”grandparentsdjur”. De kommer till Sverige som dags-
gamla kycklingar och halls forst i frivillig isolering med provtagning avseende ett
urval smittdmnen i cirka atta veckor innan de flyttas till produktionsstall for att
bérja varpa dgg. Aggen transporteras till klackerier dar foraldradjuren till slakt-
kycklingarna sedan klicks. Aggen som féraldradjuren i sin tur varper klacks till
slaktkycklingar och levereras till uppfodare (Svensk Fagel u.a.).

Pa gardarna halls kycklingarna i I6sdriftsstallar. Djurtatheten i stallarna regleras av
djurskyddslagen, dar hogst 36 kg djur per kvadratmeter ar tillatet. Kycklingarna
fods upp pa garden tills de skickas till slakt efter cirka fem veckor. De lastas med
en lastmaskin och transporteras till slakteriet som géarden har avtal med. Pa slakte-
riet bedovas och avlivas kycklingarna som efter bland annat skallning, urtagning av
organ, kylning och vidare bearbetning sdsom styckning skickas ut i handeln
(Svensk Fagel u.a.).

2.3. Campylobacter

Campylobacterios

En infektion med en bakterie fran slaktet Campylobacter kallas campylobacterios
och ger hos manniskor ofta en gastroenterit med diarré, krakningar, feber och
buksmartor. Infektionen brukar ldka ut av sig sjalv men kan paga i upp till tre veckor
(Folkh&lsomyndigheten 2017). | enstaka fall hédnder det att man drabbas av foljd-
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sjukdomar, sasom irritable bowel syndrome (IBS) (Thabane & Marshall 2009) vil-
ket ar tarmproblematik som kvarstar efter utlakt infektion, Guillain—Barrés synd-
rom som dr en autoimmun polyneuropati, samt reaktiv artrit (Ang et al. 2007). Cam-
pylobacterios &r sedan 2005 den vanligaste rapporterade orsaken till gastroenterit i
EU (EFSA and ECDC 2019) och ar anmalningspliktig i Sverige (SFS 2004:168).

Smittdmne

Arterna av slaktet Campylobacter som orsakar gastroenterit hos ménniska &r oftast
termotoleranta, vilket innebér att de kan vaxa lika bra vid hdga temperaturer, upp
till 43°C, som vid 37°C. Den vanligaste arten av termotoleranta Campylobacter
som orsakar gastroenterit ar Campylobacter jejuni, foljt av C. coli (EFSA and
ECDC 2019). Ar 2019 typades 137 isolat av Campylobacter frén sjuka manniskor
i Sverige, dér alla utom ett var C. jejuni (Folkhalsomyndigheten 2020). Campylo-
bacter jejuni har en lag infektionsdos och experimentella studier har visat att 500—
800 CFU bakterier racker for att orsaka campylobacterios (Robinson 1981; Black
et al. 1988). Slaktkycklingar saval som vissa andra djurslag och djurkategorier har
C. jejuni i tarmen utan att uppvisa sjukdomssymtom. En stor mangd C. jejuni ut-
skiljs i tracken hos slaktkycklingar, upp till 108 CFU/g. (Hansson 2007). Campylo-
bacter spp. ar vanligt forekommande hos notkreatur. | en svensk studie pavisades
Campylobacter i 78 % av trackprover (Hansson et al. 2020).

Mikromorfologi och egenskaper

Campylobacter jejuni ar sma gramnegativa bakterier som ar bojda eller spiralfor-
made stavar. Bakterierna ar rorliga och har en flagell i ena eller bada &ndarna. Cam-
pylobacter jejuni & mikroaerofil och behdver en syrehalt pa 5-10 % och en koldi-
oxidhalt pd 1-10 % for att vaxa pa agarplattor eller i buljong. De &r oxidas- och
katalaspositiva och fermenterar inte kolhydrater. Bakterierna ar som tidigare
namnts termotoleranta och vaxer i 43°C, men vaxer inte vid temperaturer under
30°C. Campylobacter jejuni avdddas vid kokning och pastérisering (Quinn et al.
2011; VetBact 2020). Vissa stammar av Campylobacter jejuni kan bilda biofilm. |
en studie fran 2016 sags 4 av 7 stammar bilda biofilm (Efimochkina et al. 2017).

Makromorfologi

Kolonier av C. jejuni pa blodagarplattor ar sma (1-2 mm i diameter), graa, platta
med oregelbunden form men jamn kant. | vissa fall kan de svarma, det vill sdga
véaxa med stora och utflytande kolonier. Pa det selektiva mediet Charcoal Cefope-
rozone Deoxycholate agar (CCDA) blir C. jejuni-kolonier nagot storre och vitare,
samt har en metallisk glans. (Figur 1)
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Figur 1: Kolonier av Campylobacter jejuni pA mCCDA. Langden pa skalstrecken motsvarar 1 cm.
(www.vetbact.org)

Smittvagar

Campylobacter utsdndras via track hos djur och ménniskor. De vanligaste orsa-
kerna till att manniskor drabbas av campylobacterios &r konsumtion av kontami-
nerad kyckling/kycklingprodukter, mjélkprodukter och vatten (Studahl & Anders-
son 2000; Zambrano et al. 2014; EFSA and ECDC 2019). Andra férekommande
smittvéagar ar direktkontakt med djur.

Faktorer som paverkar forekomst av Campylobacter i slaktkycklingflockar ar kom-
plexa och delvis oklara. Nagra exempel pa riskfaktorer &r andra animalieproduce-
rande djur pa garden eller inom 1 km avstand, endast en hygienbarriar med ett
skobyte innan man kommer in i djurutrymmet (istéallet for tva som ar brukligt), samt
bristande allmén ordning pa garden (Hansson et al. 2010). No6tkreatur i narheten av
garden, daligt rengjorda transportlador och vattendrag sasom dammar i narheten av
garden har ocksa visats vara potentiellt viktiga reservoarer (Frosth et al. 2020). |
studien av Frosth et al. isolerades samma sekvenstyper av Campylobacter fran flera
flockar efter varandra i samma avdelning, vilket tyder pa att bakterier har formaga
att Overleva i eller utanfor kycklingstallarna och kan smitta nastkommande kyck-
lingflock. Sekvenstypning &r en metod som anvands vid smittsparning, genom att
kartlagga delar av bakteriers genom for att se vilka isolat som ar narbeslaktade.
Slutsatsen fran studien &r att smittvagar for Campylobacter ar komplexa och skiljer
sig mellan beséattningar, och att preventiva atgarder behéver anpassas for varje en-
skild gard.

Tidigare studier har inte hittat evidens for att Campylobacter kan smitta vertikalt,
det vill sdga genom att bakterier 6verfors inuti klackagget fran honan till hennes
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kycklingar (Shanker et al. 1986; Callicott et al. 2006). | i en nyligen publicerad
svensk studie har dock samma sekvenstyp av C. jejuni (ST-148) pavisats hos en
flock foréldradjur och dess avkommor, vilket indikerar att en Overforing via agg ar
mojlig (Frosth et al. 2020).

2.4. Sjukdomslaget i Sverige och i EU

| Sverige rapporterades 6 693 fall av campylobacterios hos manniska under 2019.
Det var det lagsta antalet fall sedan 2007. Det hdgsta antalet mellan aren 2007 och
2019 var under 2016 da 11 021 fall rapporterades. Antalet fall ar 2019 i Sverige
motsvarar en incidens pa 64,8 per 100 000 invanare. Av de rapporterade fallen un-
der 2019 beréknas 44 % blivit smittade i Sverige (Folkhdalsomyndigheten 2019).

| EU rapporterades 246 571 fall av campylobacterios hos manniska ar 2018. Detta
motsvarade en incidens pa 64,1 per 100 000 invanare. Antal rapporterade och be-
kraftade fall 6kade inom EU fram till 2014, mellan 2014 och 2018 var antalet fall
dock relativt stabilt (EFSA and ECDC 2019). Det finns dock ett stort moérkertal av
fall dar insjuknade manniskor inte har uppsokt vard, dar provtagning inte utforts
eller dar bakterien inte har pavisats. | olika studier har man uppskattat att antalet
faktiska fall i Sverige ar ca 9-10 ganger hogre an antalet rapporterade fall (Social-
styrelsen 2013; Sundstrém 2015).

Det finns en sédsongsvariation i antalet rapporterade fall hos manniskor dér antal fall
i Sverige stiger under sommarmanaderna (Folkhalsomyndigheten 2020). Den sé-
songsmassiga 6kningen av humana fall korrelerar med andelen slaktgrupper med
slaktkycklingar dar Campylobacter pavisats (SVA 2019). Denna sasongsvariation
forekommer dven i ett flertal andra lander (EFSA and ECDC 2019).

2.5. Kostnader for samhallet

Att berakna kostnader for samhallet till foljd av campylobacterios hos ménniskor
ar komplext. Hansyn behover tas till kostnaden for varden av varje enskilt fall, kost-
nader for eventuella foljdsjukdomar (direkta kostnader) och produktionsbortfall nar
personer ar hemma fran sitt arbete (indirekta kostnader). Ut6ver detta tillkommer
ocksa immateriella kostnader, sasom lidande och dodsfall. Tva studier som under-
sOkte direkta och indirekta kostnader for campylobacterios och foljdsjukdomen
GBS rapporterade att den arliga kostnaden uppgick till 253 miljoner kronor (Wret-
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born, C 2010) respektive 233 miljoner kronor (Dovérn 2009). En annan studie rék-
nade utover detta in foljdsjukdomarna IBS och reaktiv artrit och rapporterade re-
sultatet 629 miljoner kronor per ar (Sundstrom 2015).

Campylobacterios ar totalt sett den dyraste livsmedelsburna infektionen for sam-
hallet i Sverige. Sjukdomen utgdr 60 % av de totala kostnaderna for de fem vanlig-
aste livsmedelsburna infektionerna (Sundstrém 2015).

2.6. Campylobacterprogrammet

Det svenska campylobacterprogrammet paborjades ar 1991 pa initiativ av Svensk
Fagel, som ar branschorganisationen fér matfagelnaringen i Sverige. Programmet
finansieras huvudsakligen av Jordbruksverket och Svensk Fagel, med Svensk Fagel
som huvudman. Mellan 2001 och 2005 delfinansierades ocksa programmet av EU-
kommissionen. Syftet med programmet &r att minska antalet kycklingar med Cam-
pylobacter genom preventiva atgarder i priméarproduktionen (Jordbruksverket
2020a; Svensk Fagel 2020a; Hansson 2007). Vissa slakterier har ett system dar pro-
ducenterna far avdrag om flocken som levererats till slakt har Campylobacter
(Hansson et al. 2015). Forekomst av termotoleranta Campylobacter hos slaktfja-
derfa &r anmalningspliktig i Sverige (SJVFS 2012:24).

Under 2019 provtogs 4 312 slaktgrupper med slaktkycklingar. Bland dessa kunde
Campylobacter pavisas hos 4,6 %, vilket ar det lagsta resultatet sedan starten av
Campylobacterprogrammet 1991 (Svensk Fagel 2020b).

2.7. Campylobacter och konsumtionsagg

Campylobacter har pavisats fran d4gg som varit i kontakt med Campylobacter, till
exempel pa insidan av agg i upp till 3 timmar efter kontakt med traflisor kontami-
nerade med Campylobacter. Bakterien kunde dock inte isoleras fran dggulan (Fon-
seca et al. 2014). Campylobacter har pavisats vid provtagning av insidan av skalet
och de inre och yttre skalmembranen upp till 72 timmar efter kontamination, nar
aggen holls i 37°C och sedan flyttades till en 4°C kyl 10 minuter efter kontaminat-
ion (Doyle 1984). Campylobacter har i en annan studie setts dverleva pa skalytan
och pd insidan av skalet i upp till 6 timmar efter kontaminering pa utsidan av skalet
med en l6sning innehallande Campylobacter. En timme efter kontaminering 6pp-
nades dggen och spolades ur med koksalt, dessa fylldes sedan med blodagar och
analyserades efter hand (Neill et al. 1985).
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Campylobacters férmaga att penetrera in till och éverleva i dggvitan har visats vara
begransad. Tidigare studier tyder pa att nar 4gg kontaminerats med Campylobacter
pa skalet har Campylobacter inte kunnat pavisas i dggvitan (Doyle 1984) eller i
aggulan (Paula et al. 2009). Campylobacter har ddremot visats ha god 6verlevnad i
aggulan vid direkt inokulering (upp till 14 dagar) men samre 6verlevnadsformaga i
aggvita och luftblasan (<8 dagar) (Sahin et al. 2003). Campylobacter har ocksa
kunnat pavisas pa dgg som varit i kontakt med track kontaminerat med Campylo-
bacter. Av 70 dgg som blivit kontaminerade med 1 g track pa skalet pavisades Cam-
pylobacter pa utsidan av 47 agg (Shane et al. 1986). Tracken inneholl en koncent-
ration av Campylobacter som &r relativt lik den som setts utsondras i tracken hos
kyckling, 1,35*10® CFU/g. Forekomst av Campylobacter analyserades med ett par
timmars intervall upp till 23 timmar, och Campylobacter kunde pavisas upp till 16
timmar efter kontamination. Tre av sjuttio 4gg som undersoktes hade Campylo-
bacter pa insidan av aggskalet i upp till tva timmar efter kontaminering. Ett av sjut-
tio 4gg hade Campylobacter i innehallet efter homogenisering tva timmar efter kon-
taminering (Shane et al. 1986).

Formaga till vertikal smittspridning av Campylobacter har antagits vara begransad.
Agg kontaminerades med Campylobacter pa skalet i en studie for att se graden av
overforing till klackta kycklingar (Shanker et al. 1986). Campylobacter kunde inte
pavisas hos nagon av de klackta kycklingarna. Nar agg istéllet injicerades med
Campylobacter in i aggvitan kunde Campylobacter pavisas hos tva av tolv klackta
kycklingar. Shanker et al. drog slutsatsen att det inte ar troligt att Campylobacter
kan Overforas pa detta séatt till avkomman under kommersiella forhallanden. | ett
annat forsok i samma studie undersoktes dgg fran foraldradjur med Campylobacter
for forekomst av Campylobacter, 185 av 187 agg hade inte Campylobacter pa insi-
dan av skalet. De tva aggen med Campylobacter hade samlats in fran marken och
var synligt smutsiga, och hade inte levererats till klackeriet (Shanker et al. 1986).
Vertikal smittspridning undersoktes dven i den tidigare namnda studien av Neill et
al. (1985), dar det inte sags en signifikant 6kad mortalitet hos embryon i dgg som
blivit kontaminerade pa utsidan med en 16sning av Campylobacter. Campylobacter
pavisades inte heller i 4ggens innehall dar kycklingen dott i fortid eller i tarminne-
hall hos kycklingar som klackts normalt, vilket ledde till tolkningen att det &r osan-
nolikt att smittspridning fran hona till kyckling via agg kan ske (Neill et al. 1985).
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3. Material och metoder

| studien anvandes &gg fran en svensk fjaderfaanlaggning med foraldradjur till
slaktkycklingar dar Campylobacter inte kunde pavisas hos hénsen vid provtagning
ca en vecka innan insamling av dggen. Provtagningen gjordes genom att sockprov
togs och de analyserades enligt 1ISO 10272:1 dvs genom anrikning i Boltonbuljong
fore odling pa selektiva agar plattor (NCCDA).

Isolat av tre olika sekvenstyper av Campylobacter jejuni anvéndes i studien; ST-
257, ST-148 och ST-918. Studien delades upp i tre omgangar dar varje sekvenstyp
analyserades var for sig for att undvika kontamination. Sekvenstyp ST-257 hade
tidigare isolerats fran en vattenledning i ett kycklingstall, ST-148 hade isolerats fran
foraldradjur och ST-918 fran en transportlada efter rengoring pa slakteriet (Frosth
et al. 2020). Isolaten togs upp fran frys (-70°C) dar de forvarats i Brain Heart In-
fusion (BHI)-buljong (CM1135; Oxoid) med 15 % glycerol. Isolaten renodlades
tva ganger pa hastblodagarplattor (SVA, Uppsala, Sweden) och inkuberades i 37°C
i 48 £ 4 h i mikroaerob atmosfér skapad av CampyGen™ (CN0025, Oxoid, Ba-
singstoke, UK). Darefter odlades de i BHI-buljong med tillsatt serum i tre rér & 15
ml vilka inkuberades i 37 °C i 48 + 4 h. Efter inkubering homogeniserades innehal-
let i réren varav 10 ml av anrikningsskulturen blandades med 90 ml buffrat pepton-
vatten (BPV). En tiofaldig spadningsserie gjordes i peptonvatten (Dilucups, Lab-
Robot Products AB, Stenungsund, Sverige) for att fa spadningar upp till -7.

En blindtarmsbuljong gjordes av blindtarmsinnehall fran 10 kycklingar uttagna ef-
ter slakt (Kronfagel, Valla). Blindtarmarna klipptes i 1 cm Ianga bitar vilka fordela-
des i 5 Stomacherpasar (Blender bags Standard 400, Grade products, Leicestershire,
England), med klipp fran 2 blindtarmar i varje pase. | varje pase tillsattes 100 ml
BPV och blandningen homogeniserades maskinellt (easyMIX Lab Blender, AES-
Chemunex, Weber Scientific, Hamilton, New Jersey, USA) i 240 rpm i 2 min BPV
med blindtarmar silades och halldes tillsammans i en bagare (Fig 2) och blandades
med ytterligare 100 ml BPV, vilket resulterade i 600 ml BPV med blindtarmsinne-
hall. Innehall fran de fem olika pasarna odlades pa varsin mCCDA-platta (Oxoid
CMO0739, Basingstoke, UK) vilka inkuberades i 37°C i 48 + 4 h i mikroaerob atmos-
far for att undersdka om blindtarmarna innehdéll Campylobacter eller ej. En bakte-
rierdkning gjordes pa den fardiga blindtarmslésningen genom djupspridning pa
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plate count agar (PCA), (Oxoid, Basingstoke, UK) for att berédkna antalet aeroba
bakterier i 16sningen.

Sju olika buljonger anvéndes i studien, vilka blandades i bagare; hdg, medelhdg
och lag koncentration av Campylobacter utan blindtarmsinnehall; hog, medelhdg
och lag koncentration av Campylobacter med blindtarmsinnehall, samt en negativ
kontroll utan Campylobacter. De hdga koncentrationerna gjordes genom att blanda
20 ml av den ospéadda bakteriekulturen med 130 ml BPV eller 130 ml blindtarms-
buljong. For medelhdg koncentration anvandes 2 ml fran spadning -1 vilket blan-
dades med 18 ml BPV (spadd 100 ganger) och som sedan blandades med 130 ml
BPV respektive 130 ml blindtarmsbuljong. For lag koncentration anvandes 2 ml
frén spadning -3 vilket blandades med 18 ml BPV (spadd 10* ganger) och som
sedan blandades med 130 ml BPV respektive 130 ml blindtarmsbuljong. Den ne-
gativa kontrollen bestod av en bagare med 130 ml blindtarmsbuljong blandat med
20 ml BPV. Bakterierdkning avseende koncentration Campylobacter i respektive
bagare gjordes med hjélp av ytspridning av 0,1 ml av de ursprungliga spadningarna
pa hastblodagarplattor vilka inkuberades i 37°C i 48 + 4 h i mikroaerob atmosfar.
Efter inkubering berédknades méangden (CFU/ml) Campylobacter i respektive ba-
gare.

Aggen doppades i de sju olika buljongerna (Fig 2), tre 4gg doppades i den negativa
kontrollen och i de 6vriga buljonerna doppades fem &gg i vardera buljong. Totalt
doppades 132 &gg i varje sekvenstyp, vilket resulterade att ca 400 &gg anvandes i
studien. Dessutom doppades nagra extra agg i varje buljong vilka fungerade som
en sakerhet om nagot av dggen skulle ga sonder. Aggen hélls skilda fran varandra
efter doppning genom att de forvarades i separata &ggkartonger for respektive bul-
jong de doppats i. Forsta dygnet var dggen i rumstemperatur, darefter flyttades de
till en kyl d&r de forvarades tills respektive agg skulle analyseras.

Forsta omgangen av agg kontaminerades med ST-257 och analyserades avseende
vaxt av C. jejuni 1, 7 och 14 dygn efter doppningen. Dag 1 efter doppning tillam-
pades svabbning av dggen. Tva sterila kompresser fuktades med 30 ml Cary Blair-
buljong (SVA321645, Uppsala, Sverige) och svabbades dver hela aggets yta. Kom-
presserna lades i en Stomacherpase varpa 50 ml Boltonbuljong (CM0983; Oxoid,
Basingstoke, UK) med Bolton Broth Selective Supplement (SR0208E; Oxoid).
Dessa inkuberades i 37.0 = 1°C i 4-6 h i en mikroaerob atmosfar med hjélp av
Campygen™ (Oxoid, Basingstoke, UK), foljt av inkuberingi141.5+0,5°Ci44 £ 4
h (Fig 3). Agget som hade svabbats kasserades sedan, och vid nasta analystillfalle
svabbades nya &gg. 20 4gg doppades i varje buljong och vid varje analystillfélle
analyserades 5 agg fran varje buljong samt tre fran den negativa kontrollen.
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Vid andra analystillfallet, atta dagar efter doppning utokades analyserna. Aggen
svabbades som beskrivits ovan och dessutom témdes dggen pa innehall och skalen
fran &ggen lades i en annan Stomacherpase och analyserades separat. Efter svabb-
ningen knacktes dggen och tomdes pa innehall. Skalet placerades sedan i en Sto-
macherpase och krossades fran utsidan av pasen fér hand med handskar pa, varpa
50 ml Boltonbuljong tillsattes. Dessa inkuberades i 37.0 £ 1°C i 4-6 h i en mikro-
aerob atmosfér, foljt av inkubering 141.5 +0,5°C i 44 + 4 h (Fig 3). Handskar byttes
mellan hantering av nytt 4gg. Vid resterande analystillfalle fran omgang 1 (15 dagar
efter doppning) tillampades bade svabbning och krossning av skalen.

Vid andra och tredje omgangarna, da ST-148 och ST-918 analyserades, andrades
analystillfallena av dggen till 1, 4, 7 och 10 dygn efter doppning. Enbart krossning
av skalen anvéandes som analysmetod for dessa sekvenstyper.

Efter inkubering av Stomacherpasarna med Boltonbuljong och analysmaterial togs
tva blaa dglor (ca 20 pl) av 16sningen och stroks pa mCCDA-plattor vilka inkubera-
desi141.5+0,5°Ci44 =4 hien mikroaerob atmosfar (Fig 3).

Gravita kolonier med metallglans och jamn men oregelbunden kant bedémdes som
trolig véxt av Campylobacter spp. och konfirmerades med MALDI-TOF MS (Bru-
ker Daltonics, Billerica, Massachusetts, USA). For att bekrafta forekomst av Cam-
pylobacter gjordes qPCR (quantitative Polymerase Chain Reaction) pa Boltonbul-
jongen fran de &dgg i omgang 1 (ST-257) som analyserats 1 dygn efter doppning. |
forsoket anvandes primers fran en tidigare studie som undersokte PCR-analys av
Campylobacter direkt fran odlingsplattor (Best et al. 2003).
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Figur 2. Silning av stomacherade blindtarmar till blindtarmsbuljong.

Figur 3. Doppning av &gg i en 1&g koncentration av Campylobacter utan blindtarmsbuljong.
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Figur 4. Inkubering av stomacherpasar med Boltonbuljong pa nedre hyllan och till vénster,
mCCDA-plattor till hdger.
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4. Resultat

4.1. Overlevnad av ST-257

| anrikningskulturen av Campylobacter-buljongen fanns 6,1*108 CFU/ml. Detta in-
nebér att de olika koncentrationerna av Campylobacter som dggen doppades i var
4,9%107 CFU/ml (h6g), 4,9*10° CFU/mI (medelhdg) respektive 4,9*10% CFU/m
(lag). Resultatet fran bakterierakningen av blindtarmsbuljongen visade att totalan-
talet bakterier var 2,3*10” CFU/mI. Campylobacter kunde inte pavisas i nagot av
proverna fran blindtarmarna.

Campylobacter kunde pavisas i tva av fem agg, en dag efter doppning i buljongen
med hdg koncentration och blindtarmsinnehall. Ett av dessa resultat illustreras ne-
dan (Figur 5). Att det var Campylobacter jejuni som pavisats konfirmerades med
MALDI-TOF MS. Campylobacter spp. kunde dock inte pavisas i nagot av de 6vriga
svabbproven (Tabell 1).

Figur 5. Campylobacter-kolonier pd en mCCDA-platta med hdg koncentration av C. jejuni ST-257
och blindtarmsbuljong.
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Tabell 1. Campylobacter-forekomsten i svabbprov fran &gg och krossade skal fran agg doppade i
olika koncentrationer av Campylobacter jejuni ST-257 med och utan blindtarmsinnehall, pavisade
med odling och konfirmerade av MALDI-TOF MS.

Medelhdg + 0 Kontroll
Blindtarm

4.1.1. gPCR

Vid analys med hjalp av gPCR kunde Campylobacter pavisas i samtliga prover fran
agg som doppats i hog och medelhdg koncentration, samt fran ett 4gg som doppats
lag koncentration med blindtarmsinnehall (Tabell 2).

Tabell 2. Campylobacter-forekomsten i svabbprov fran &dgg doppade i olika koncentrationer av
Campylobacter jejuni ST-257 med och utan blindtarmsinnehall, pavisade med gPCR.

Medelhdg + 0 Kontroll
Blindtarm
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4.2. Overlevnad av ST-148

I anrikningskulturen av Campylobacter-buljongen fanns 5,1*10° CFU/ml. Detta in-
nebdr att de olika koncentrationerna av Campylobacter som dggen doppades i fanns
3,9*10° CFU/ml (h6g), 3,9*10° CFU/mI (medelhdg) respektive 3,9*101 CFU/m
(1ag). Resultatet fran bakterierakningen av blindtarmsbuljongen visade att totalan-
talet bakterier var 7,7%10% CFU/ml. Campylobacter jejuni kunde pavisas i fyra av
fem blindtarmsprover.

Campylobacter kunde pavisas en dag efter doppning i dggskalen fran tre av fem
agg som doppats i hog koncentration utan blindtarmsbuljong och fyra av fem &gg
som doppats i hog koncentration med blindtarmsinnehall. Att det var Campylo-
bacter jejuni som pavisats konfirmerades med MALDI-TOF MS. Campylobacter
spp. kunde dock inte pavisas i nagot av de dvriga proven fran dggskal (Tabell 3).

Tabell 3. Campylobacter-forekomsten i krossade skal fran agg doppade i olika koncentrationer av
Campylobacter jejuni ST-148 med och utan blindtarmsinnehall, pavisade med odling och konfirme-

Medel- Medelhdg | Hog Kontroll
hog + Blind-
tarm
0/5 3/5

rade av MALDI-TOF MS.

0/5

0/5
0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/3

0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/3
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4.3. Overlevnad av ST-918

I anrikningskulturen av Campylobacter-buljongen fanns 3,8*107 CFU/ml. Detta in-
nebdr att de olika koncentrationerna av Campylobacter som dggen doppades i fanns
2,9*10% CFU/mI (hdg), 2,9*10* CFU/mI (medelhdg) respektive 2,9*10% CFU/m
(1ag). Resultatet fran bakterierakningen av blindtarmsbuljongen visade att totalan-
talet bakterier var 4,0%10% CFU/ml. Campylobacter jejuni kunde pavisas i fem av
fem blindtarmsprover.

Campylobacter jejuni kunde pavisas en dag efter doppning i dggskal fran fyra av
fem 4gg av de som doppats i hog koncentration utan blindtarmsinnehall, och skal
fran tre av fem &gg som doppats i hdg koncentration med blindtarmsinnehall. Dess-
utom pavisades Campylobacter en dag efter doppning i skal fran ett av fem &gg
som doppats i medelhdgkoncentration samt 10 dagar efter doppning i ett av fem
agg av de som doppats i lag koncentration. Samtliga resultat konfirmerades med
MALDI-TOF MS. Campylobacter spp. kunde inte pavisas i nagot av de 6vriga pro-
ven fran dggskal (Tabell 4).

Tabell 4. Campylobacter-forekomsten i krossade skal fran 4gg doppade i olika koncentrationer av
Campylobacter jejuni ST-918 med och utan blindtarmsinnehall, pavisade med odling och konfirme-
rade av MALDI-TOF MS.

Medelhdg
+ Blind-
tarm
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4.4. Sammanfattande resultat

For en tydligare dverblicksbild sammanstélls resultaten av odling och MALDI-TOF
MS for de tre olika sekvenstyperna (Tabell 5) fran dag 1.

Tabell 5. Campylobacter-férekomsten i svabbade &gg och krossade skal fran agg doppade i olika
koncentrationer av Campylobacter jejuni (alla tre sekvenstyper) med och utan blindtarmsinnehall,
pavisade med odling och konfirmerade av MALDI-TOF MS.

ST-257,ST- | Lagoch Lag+ | Medelhég och | Hog och Hog + Kontroll
148 och Blindtarm Medelhdg + Blindtarm
ST-918 Blindtarm

MALDI-
TOF MS
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5. Diskussion

Denna studie undersokte 6verlevnaden av Campylobacter pa agg efter att de dop-
pats i buljonger innehallande olika koncentrationer av Campylobacter, samt med
och utan buljong med blindtarmsinnehall som skulle simulera nedsmutsade agg.
Syftet var att underséka om det finns en risk for 6verforing av Campylobacter till
konsumenter eller till kycklingflockar vid éverlevnad av Campylobacter pa &gg,
eller om risk for vertikal smitta finns samt overforing fran agg till miljon. Aggen
doppades i en buljong innehallande Campylobacter for att simulera att de hade
varpts av en hona med Campylobacter i tracken. Aggen forvarades i rumstempera-
tur i ett dygn och sedan i kyl for att simulera hur de forst forvaras efter véarpning, i
affar och slutligen férvaring hemma hos konsumenten (oftast i kyl).

Av alla &gg som doppades i l6sningarna med hdg koncentration, med eller utan
blindtarmsinnehall, kunde Campylobacter pavisas fran 16 av 30 (53 %) agg efter
ett dygn. Fér &gg som doppades i medelhdg koncentration, med eller utan blind-
tarmsinnehall kunde Campylobacter pavisas fran 1 av 30 (3 %) dgg efter ett dygn.
Att det ar en storre andel av 4ggen som doppades i nagon av lésningarna med hog
koncentration som Campylobacter kunde pavisas fran var ett vantat resultat och
beror sannolikt pa att det &r fler Campylobacter i hog koncentration och storre san-
nolikhet att bakterier overlever an i medelhdg och lag koncentration. Det ar darmed
storre risk att det ar fler Campylobacter som 6verlever tills provtagning sker. Det
ar i teorin 100 ganger fler CFU/g av Campylobacter i hog koncentration an i medel.

Ett avvikande resultat sags i omgang 3 med ST-918, da Campylobacter pavisades i
provet fran ett 4gg efter 10 dagar nar agget hade doppats i lag koncentration av
Campylobacter. Detta ar anmérkningsvart eftersom bland de 6vriga positiva &ggen
var 16/17 doppade i hog koncentration och ett i medelhdg. Campylobacter har i
tidigare studier setts 6verleva langre perioder pa och i agg, upp till 3 dygn pa skal-
membranen och insidan av skalet (Doyle 1984) och upp till 8 dygn i 4ggvitan (Sahin
et al. 2003). Att Campylobacter skulle kunna 6verleva pa agg i upp till 10 dagar &r
darmed inte otdnkbart.

Viabla Campylobacter har i detta forsok kunnat pavisas pa aggskal ett dygn efter
doppning i en buljong med Campylobacter. Koncentrationerna av Campylobacter
i buljongerna som aggen har doppats ligger pa samma eller lagre koncentrationen
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av Campylobacter som kan ses i track hos fjaderf4, det vill sdga 108 CFU/g track
(Hansson 2007), vilket talar for att en overforing via 4gg kan ske om varphonan
urskiljer Campylobacter i tracken. Detta resultat ligger ocksa i linje med resultaten
fran en annan studie, dar &gg kontaminerats med en liknande koncentration Cam-
pylobacter och pavisats pa utsidan av 4gg (Shane et al. 1986), dock endast upp till
16 timmar efter kontamination. | studien av Shane et al. (1986) analyserades dock
inga agg efter 23 h. I den tidigare ndmnda studien fran Neill et al. (1985) 6verlevde
Campylobacter bara upp till sex timmar. Kontamineringen av agg skedde pa lik-
nande satt i studien av Neill et al. (1985) som i detta forsok, med doppning i en
I6sning innehallande Campylobacter. En stor skillnad var dock steget i studien fran
Neill et al. (1985) dar dggen spolades ur och fylldes med blodagar. Detta kan ha
paverkat 6verlevnaden av Campylobacter negativt jamfort med att Gppna &ggen
forst vid tillfallet for analys som i detta forsok, da Campylobacter som tidigare
namnt kan dverleva i skalmembran i upp till 3 dygn (Doyle 1984).

Resultaten av gPCR av aggen i omgang 1 efter forsta dygnet skiljde sig markant
fran resultatet av odlingarna. Campylobacter kunde pavisas hos samtliga agg fran
dag 1 som doppats i ndgon hdg eller medelhog koncentration samt ett gg som dop-
pats i 1ag koncentration. Anledningen att resultatet fran gPCR skiljer sig s& mycket
kan vara att Campylobacter funnits i provet men inte vaxt i Boltonbuljongen eller
pa plattan pa grund av att de varit nedsatta (viable but not culturable) eller déda
eller att man har missat att fa med bakterierna vid dverforing till mCCD-agar. Det
sistnamnda ar mindre sannolikt da odlingen skett med en vélkand, standardiserad
metod (ISO 10272:1). En annan orsak till skillnaden kan vara att det skiljer hur stor
mangd av Boltonbuljongen som tas for respektive metod, cirka 20 ul fér odling och
2 ml for gPCR, 100 ganger mer boltonbuljong till gPCR. qPCR mater forekomst av
bakterierna men inte om de ar viabla. Om det &r sa att de finns pa &gget ett dygn
efter kontamination men inte &r viabla borde det inte finnas risk att smittas av det
agget.

Koncentrationerna av Campylobacter i buljongerna skiljde sig nagot mellan de oli-
ka isolaten, nagot som speglar koncentration i anrikningskulturerna. 1 anriknings-
kulturen for ST-257 fanns det cirka 100 ganger fler CFU av Campylobacter &n i
ST-148. Detta kan i sin tur bero pa att det funnits en likvardig koncentration av
bakterier i den ursprungliga buljongen men att ST-148 tillvéaxt i anrikningskulturen
varit samre av nagon anledning. | Gvrigt var koncentrationerna av Campylobacter i
de olika buljongerna dnskvérda, da den hoga koncentrationen var jamférbar med
koncentrationer av Campylobacter som visats i track hos fjaderfa.

Anledningen att blindtarmsinnehall anvéndes i vissa av buljongerna var att simulera
smutsiga agg och for att se om Campylobacter 6verlevde battre pa dessa jamfort
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med rena (Shane et al. 1986). Blindtarmarna som anvéandes i omgang 2 och 3 inne-
holl ovantat Campylobacter, men inga av &ggen som doppades i kontrollésningen
var positiva for Campylobacter. Detta bedéms darfor inte ha paverkat det slutliga
resultatet.

Nér ett agg kommer till ett packeri skickas det till livsmedelsbutiker under natten
eller dagen efter (Svenska Agg 2020). Om ett 4gg ldggs strax innan det hamtas av
packeriet innebdr det att dgget kan hamna i handeln redan ett dygn efter varpning.
Eftersom Campylobacter i denna studie observerats 6verleva pa aggskal i upp till
ett dygn sa finns mojligen en risk for att bli smittad av Campylobacter vid hantering
av agget. Det ar dock osannolikt att detta skulle ske da det & manga kriterier som
behover uppfyllas. Agget behver hamtas fran garden samma dag som det varps,
vilket de flesta &gg inte gor. Det behdver varpas av en hona som urskiljer Campylo-
bacter i tracken samt att 4gget behdver kontamineras av tréck i tillrdcklig grad, men
utan att kontamineras sa mycket att 4gget klassas som klass B och inte gar till han-
del. For att en konsument ska riskera att bli smittad av agget behover dgget ocksa
komma ut i butik inom dagen efter varpning, och hanteras av konsumenten. Risken
ar da storre for personalen pa packerier och pa varphonsanlaggningar som hanterar
agg inom ett kortare tidsspann efter varpning och som hanterar agg av klass B. Ris-
ken att smittas av Campylobacter av att hantera agg ar darmed troligen mycket Iag,
men det gar inte att utesluta helt. Om &gget som Campylobacter pavisats hos efter
tio dagar i den hér studien hade viabla Campylobacter pa eller i skalet skulle risken
for att bli smittad via hantering av agg 6kas markant, da kriterierna for att dgget ska
komma ut i handeln snabbt inte behover uppfyllas i samma grad. Da det bara var
ett 4gg som testade positivt efter mer an ett dygn gar det inte att dra nagra slutsatser
om detta.

Om Campylobacter finns pa ett d4gg skulle det kunna éverforas till miljon. Detta
skulle kunna utgora en risk for en miljésmitta pa klackerier. Campylobacter har
visats kunna Overleva i miljon i slaktkycklingstallar och smitta nédstkommande
flock. Campylobacter har ocksa pavisats i transportlador fran slakterier, vilket tyder
pa att bakterierna dverlevt rengdringen av transportlador pa slakteriet eller att ren-
goringen har varit undermalig (Frosth et al. 2020). Om ett 4gg kontaminerat med
Campylobacter kommer till ett klackeri skulle Campylobacter kunna spridas till
miljon, och pa sa vis spridas vidare inom klackeriet och foras vidare till kycklingar.

Tidigare studier har dragit slutsatsen att sannolikheten att en hdna skulle fora dver
Campylobacter till sin kyckling via agget (vertikal smitta) ar mycket lag (Neill et
al. 1985; Shanker et al. 1986). Campylobacter har heller inte kunnat pavisas i dgg-
vitan eller dggulan efter kontamination pa utsidan av dgget (Doyle 1984; Paula et
al. 2009; Fonseca et al. 2014). Resultaten i detta forsok pekar inte heller pa att
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spridning av Campylobacter fran héna till kyckling via agget ar sannolik. Om Cam-
pylobacter 6verlever i upp till 1 dag pa utsidan av &gg ar det osannolikt att detta
skulle smitta kycklingen, da den kléacks efter 21 dagar. Daremot finns som tidigare
namnt en risk att ett 4gg orsakar en miljosmitta pa till exempel ett klackeri, och kan
da via miljon smitta den nyklackta kycklingen. Om Campylobacter kan 6verleva i
upp till 10 dagar pa agg skulle denna risk dka.

Framtida studier om &verlevnad av Campylobacter pa agg behdvs, och ett annu
snavare analysintervall, till exempel 1, 2 och 3 dygn, hade eventuellt kunnat ge mer
relevanta resultat. Det hade &ven varit lampligt att provta dggen senare &n efter tio
dagar for att se om de kan dverleva &nnu langre.

Campylobacter pavisades pa farre d4gg i omgang 1 (2) an i omgang 2 (7) och om-
gang 3 (9), trots att bakterierakningen visade att Campylobacter-buljongen i denna
omgang hade hogst koncentration viabla bakterier. Detta kunde bero pa att ST-257
har samre 6verlevnad pa dggskal jamfort med ST-148 och ST-918, till exempel om
den skulle ha samre férmaga att bilda biofilm eller att den ar kansligare for uttork-
ning. Olika stammar av C. jejuni har tidigare visats skilja sig at avseende formaga
att bilda biofilm (Efimochkina et al. 2017). ST-918 har isolerats fran en transport-
lada efter rengoring pa ett slakteri (Frosth et al. 2020), ndgot som tyder pa att det &r
en relativt motstandskraftig sekvenstyp och kan darfor ha lattare att 6verleva pa

agg.

Provtagningsintervallen andrades mellan omgang 1 (1, 7 och 14 dagar) och omgang
2(1,4,7,10). Detta gjordes da vaxt av Campylobacter endast sags pa provtagningar
fran dgg 1 dag efter kontamination, for att fa fler mojligheter att upptéacka vilken
dag bakterierna dverlevde till. Analysmetoden andrades ocksa fran svabbning av
skalet till att knacka dgget och analysera skalet i buljong. Hypotesen var att om
bakterier dverlevde i porer i dggen eller pa de inre skalmembranen sa har odling
direkt fran skalen en storre chans att upptacka bakterierna jamfort med att svabba
pa dggskalets yta och odla fran svabben.

5.1. Konklusion

Sammanfattningsvis har denna studie visat att Campylobacter kan 6verleva pa agg
i atminstone 1 dygn efter kontamination, och mojligen upp till 10 dygn i enstaka
fall. Aven om den verkliga éverlevnadsgraden hos Campylobacter pé& &gg under
kommersiella forhallanden bara &r 1 dygn utgor detta anda en risk framst for per-
sonal pa aggpackerier och klackerier men dven i undantagsfall for konsumenter att
bli smittade av Campylobacter. Campylobacter verkar inte kunna 6verleva pa ett
agg fran varpning till dess att det klacks (21 dygn) och da éverforas till kycklingen.
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Daremot kan ett 4gg som skickas till ett klackeri i teorin ha Campylobacter pa ytan
som sprids till miljon och sedan till kycklingen nar den klackts. Fler studier behovs
for att undersoka om Campylobacter kan 6verleva pa dgg i en langre tid och for att
specificera brytpunkten da de flesta Campylobacter dor.
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Popularvetenskaplig sammanfattning

Campylobacter spp. ar ett slakte av bakterier som kan orsaka sjukdom i magtarm-
kanalen hos ménniska. Sjukdomen kallas for campylobacterios och &r den vanli-
gaste rapporterade orsaken till magtarminfektion i bland annat Sverige, 6vriga EU
och USA. Campylobacter jejuni &r den art i slaktet Campylobacter som oftast or-
sakar sjukdom. Sjukdomen orsakar stora ekonomiska kostnader fér samhéllet varje
ar. Det ar ocksa en stor borda for manniskor som blir smittade da de vanligaste
symtomen ar diarré, magsmartor, krakningar och feber samt att det finns risk for en
rad foljdsjukdomar. Det kravs bara ett litet antal bakterier for att man ska bli sjuk.

De vanligaste satten att bli smittad ar genom att ata kyckling/kycklingprodukter,
mjolkprodukter eller dricka vatten innehallande Campylobacter-bakterier. De flesta
djur kan ha Campylobacter i tarmarna utan att bli sjuka. Slaktkycklingar kan ha
hdga halter av Campylobacter i tarmarna och bakterierna kan éverforas till slakt-
kropparna vid slakt, och som sedan kan smitta konsumenten. Det ar dock inte kéant
om manniskor kan smittas av Campylobacter via aggskal, eller om Campylobacter
kan overforas fran hona till kyckling via aggskal. Malet i denna studie var att un-
dersoka om Campylobacter kan 6verleva pa utsidan av dgg och i sa fall hur lange.
Resultaten kan bidra till att besvara fragestallningarna om &gg kan orsaka campylo-
bacterios hos manniska och om Campylobacter kan éverforas fran foraldradjur till
kycklingar vid forekomst av Campylobacter pa utsidan av dggskalet.

Overlevnad av Campylobacter pa dggskal undersoktes genom att 4gg doppades i
buljonger (néringsrika losningar som framjar bakterietillvaxt) med olika koncent-
rationer av Campylobacter samt med eller utan tillsats av blindtarmsinnehall fran
kyckling. Aggen doppades i de olika buljongerna, forvarades ett dygn i rumstem-
peratur och sedan i kyl och analyserades efter olika lang tid avseende vaxt av Cam-
pylobacter. Detta gjordes genom att prover togs fran aggen och odlades pa speciella
agarplattor som framjar tillvaxt av Campylobacter men hammar tillvaxt av andra
bakterier som hade kunnat délja att Campylobacter fanns pa dggen. Bakteriekolo-
nierna pa agarplattorna inspekterades sedan med blotta 6gat for att se om Campylo-
bacter véxte pa plattan och darmed hade dverlevt pa dgget. Tre olika varianter av
samma underart, av Campylobacter jejuni (ST-257, ST-148 och ST-918) med olika
ursprung anvandes i denna studie. Totalt sett kunde Campylobacter pavisas pa 16
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av 90 &gg ett dygn efter att de doppats i en Campylobacter-buljong. P4 ett &gg kunde
Campylobacter pavisas efter 10 dygn.

Baserat pa resultaten i denna studie gar det inte att utesluta att det finns en risk att
bli smittad av Campylobacter via dgg. Risken bedémer vi vara lag. Risken &r storre
for personal pa packerier och pa gardar som hanterar agg kort efter att de varpts.
Det finns ocksa en risk att en miljosmitta pa exempelvis ett klackeri skulle kunna
harstamma fran ett 4gg kontaminerat med Campylobacter.
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Bilaga 1

Flodesschema som anvéandes under planeringen av arbetet i labbet. Forandringar i
planen gjordes I6pande.

Dag 10, 17. 24 Ons

Dag 3, Ons D D

Fukta kompresserna Sc Dag 3

med 30 ml CB, n . . .

Svabba 5 dggfran | ()} () N Fukta kompresserna med
varje koncentration, 30 ml CB, Svabba 5 dgg
lagg svabbarna i fran varje koncentration,
stomacher pase lagg svabbarna i stomacher
tillsatt 50 ml BB, pasc tillsétt 50 ml BB,
inkubera 4h i 37°C, inkubera 4h i 37°C,
dércfteri41,5°C i dércfteri41,5°C 1 48h
48h

Stall samtliga agg i

kylen

Dag 4, Tor Rakna viable count pa

blodagam fran Dag 2

Dag 5, Fre Dag 12, 19, 26, Frc
q Se Dag 5

Overfor tva fylld Overfor 2 fyvllda

bladglor fran bladglor fran

BB till mCCDA . ‘ ‘ . ‘ BB till nCCDA ' . ‘ .

Inkubcra 41,5°C Inkubcra mCCDA 41,5°C

Lor

Sén v

Mandag dag 8, Mandag dag 15, 22 0 28

15.22028 ‘...‘ Avliasning mCCDA, ev ..‘.'
Avlasning renodling pa blodagar
mCCDA, cv
renodling pa
blodagar v v v v v

Dag 9, 16, 23, 29 Dag 16, 23. 29

st DO Q@@| 1.  DOOO@

Campylobacter Campylobacter med
med MALDI MALDI
Campylobacter évernattskultur i BHI \ Blindtarm

Blindtarmsinnehall blandat med BPW () A

Bomullskompress fuktade med 30 ml Cary Blair (CB) . mCCDA

] O@o

Bolton buljong (50 ml) ' Blodagar
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All odling av Campylobacter kommer att goras i microaerob miljé med hjilp av Campygen i anaerobklockor
cenligt ISO10272 del 1A. T forsoket kommer otvittade dgg fran narbeldgen gard att anvéandas. Innan studicn
pabdrjas, kommer sockprover att tas fran virphonsens strobadd for att forsikra sig om att virphonsen inte ar
barare av Campylobacter. Studien kommer att genomforas tre ganger med olika sekvenstyper av Campylobacter
(ST-148, ST-257 och ST-918). Laboratoriearbetet berdknas paga under september och oktober

Dag -5 ons

Plocka upp C.
Jejuni fran frysen

” . Odla 37°Ci

/2d

Dag -3 fre goren
renodling av
Campylobacten
fran frysen

v
. 0dla 37°Ci 2d
|
v

Dag 0, Son

Gor cn Gvernatts
kultur av C.jejuni

Tina en blindtarm
blanda innehallet
mcd 25 ml BPV

Odlai37°C

i2dygn

BPV

Dag 2, Tis

Gor en Viable
count pa Camp
buljongen. Spad
buljongen till 3
olika konc, gor
duplikat. Blanda
blindtarmsinneall
med BPV, tillsitt
blindtarmsbulj. 1
cna av settet med
3 olika konc.
Camp. BPV utan
Camp anvénds
som kontroll

Doppa 20 dgg i
varje konc av
Camp buljong
samt Camp
buljong med och
utan blindtarms
16sning, lat sta i
rumstemp

%
00000

Odla microacrobt i 37°C i 2d, rikna antalet bakterier pa
respektive platta
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