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Sammendrag

Termotolerante Campylobacter er en viktig neringsmiddelbaren patogen bakterie og regnes i
dag blant de viktigste arsakene til bakterielt betinget diaré hos mennesker verden over.
Bakterien er vanlig i tarmen hos en lang rekke pattedyr og fugler, og kan overleve flere dager
i vann og jord, men kan ikke formere seg der. Hensikten med denne oppgaven er a belyse
forekomsten av Campylobacter som miljgbakterie i vann, fjgrfe og gris, og a vurdere isolater/
stammer fra ulike kilder, og se pa genetisk diversitet innen miljg og mellom kildene. For
identifisering og karakterisering av Campylobacter jejuni, Campylobacter coli og
Campylobacter lari er fire metoder brukt. 1) Filtrering og utstryk pa selektiv agar med
kontroll av typiske kolonier ved hjelp av fase-kontrast mikroskop, 2) Biotyping ved
hippurathydrolyse og nalidixinsyretest, 3) Multipleks PCR for arts identifisering, 4)
Ribotyping med RiboPrinter® Microbial Characterization System for tester pa genetisk likhet.

I 125 prgver fra vann, som er hentet fra to lokaliteter langs Bgelva; Oterholt og
Storkaasa, er 45 stammer isolert. Av disse er 37,8 % identifisert som C. jejuni, 4,4 % som C.
coli, 11,1 % som C. lari og 46,7 % som Campylobacter spp. Totalt er 10 bakterieisolater fra
vann DuPont ID identifisert av riboprinteren. Bakteriene blir DuPont identifisert nar
bandmgnsteret fra var prgve og bandmensteret i DuPont Identifikasjons bibliotek i
RiboPrinter har en likhet >0,86. Dendrogrammet av de 45 isolatene fra vann inndeles i 2
hovedgrupper. Disse kan inndeles i 5 undergrupper. Fem av de 17 C. jejuni isolatene er
identifisert med DuPont ID: DUP_PST1-1130, DUP_PST1-1122, DUP_PST1-2073,
DUP_PST1-2000 og DUP_PST1-2058. Fire av de fem C. lari isolatene er DUP identifisert av
riboprinteren som: DUP_PST1-1166 (n=2), DUP_PST1-1178 og DUP_PST1-1179. En av C.
spp. er identifisert av riboprinteren som C. hyointestinalis: DUP_PST1-1170. Den store
genetiske diversiteten kan skrive seg fra kontinuerlig tilfersel av Campylobacter til elven fra
ville fugler og tilsig av forurenset avrenning fra omrader rundt elven.

I 113 praver fra kylling og and er 46 stammer isolert. Av disse er 73,9 % identifisert
som C. jejuni, 17,4 % som C. coli og 8,7 % som C. lari. Av disse er 26 DuPont ID identifisert
av riboprinteren. Dendrogrammet viser at isolatene inndeles i to hovedgrupper som igjen kan
inndeles i fem undergrupper. De tre ulike artene grupperer seg i egne undergrupper.
Dendrogrammet viser at isolatene i to undergrupper samler isolater fra kylling. En
undergruppe samler isolater fra and, mens to undergrupper har isolater fra kylling og and. Av
35 C. jejuni isolater er 13 identifisert med DuPont ID; DUP_PST1-2050 (n=2), DUP_PST1-



1146, DUP_PST1-2061 (n=5), DUP_PST1-1131 (n=4) og DUP_PST1-2086. Alle C. lari
isolater er identifisert med: DUP_PST1-1166 (n=4) og DUP_PST1-1181. Alle atte C. coli er
gitt en DUP-ID, seks av disse er samlet i en hovedgruppe i dendrogrammet. DUP_PST1-1211
(n=6) og DUP_PST1-1140 (n=2). Klusteranalysen viser stor genetisk variasjon blant isolatene
fra kylling og and.

I 100 praver fra slaktegris er Campylobacter isolert i 88, hvorav C. coli representerte
97,7 %, C. jejuni 1,1 % og 1,1 % C. lari. Av 81 isolater testet pa riboprinter er 19 C. coli
identifisert med DuPont ID. DUP_PST1-1182 (n=6), DUP_PST1-1208 (n=10), DUP_PST1-
1175, DUP_PST1-1163 og DUP_PST1-1140. Dendrogrammet viser at isolatene inndeles i to
hovedgrupper. Hovedgruppene deler seg igjen inn i 5 undergrupper. Dendrogrammet viser at
isolatene i en av undergruppene samler 15 isolater fra en besetning. De andre undergruppene
samler isolater fra flere besetninger. Klusteranalysen viser stor genetisk variasjon blant

isolatene fra slaktegris, bade innen besetningen og mellom besetninger.



Summary

Campylobacter is recognized as a leading human food-borne pathogen and the bacteria is
normally found in cattle, swine and birds. The bacteria can survive in water and mud but not
multiply here. The aim of this study was to examine the occurrence of Campylobacter as
environmental bacteria, to evaluate isolates and groups or categories from various sources,
and to study genetic diversity within the environment and amongst those sources. Four
methods have been used to identify and characterize C. jejuni, C. coli and C. lari: 1) filtration
and streak culture on selective agar, with the control of typical colonies by using phase
contrast microscope; 2) biotyping by hippurate hydrolysis and nalidixic acid test; 3) multiplex
PCR for species identification and 4) ribotyping using RiboPrinter® Microbial
Characterization System for testing of genetic similarities.

Forty-five strains were isolated from 125 water samples collected from two localities
along the Bg River of which 17 (37.8 %) were C. jejuni, 2 (4.4 %) C. Coli, 5 (11.1 %) C. lari
and 21 (46.7 %) C. spp. A total of 10 DuPont ID were identified by the riboprinter. The
bacteria is given a DupPont identification when the pattern from the sample and the pattern in
DuPont Identificasjons library match with similarity > 0,86. The dendrogram of the 45
isolates was classified into two main categories, which in turn were divided into five
subgroups. Five of the 17 C. jejuni isolates were identified with the following DuPont ID:
DUP_PST1-1130 (n=1), DUP_PST1-1122 (n=1), DUP_PST1-2073 (n=1), DUP_PST1-2000
(n=1) and DUP_PST1-2058 (n=1). Four of the five C. lari isolated were DUP identified by
the riboprinter as: DUP_PST1-1166 (n=2), DUP_PST1-1178 (n=1) and DUP_PST1-1179
(n=1). One of the C. spp. was identified by the riboprinter as C. hyointestinalis: DUP_PST1-
1170. The large genetic diversity observed could be the result of a flow of Campylobacter
from wild birds or local sources of pollution near the river.

A total of 46 strains were isolated from 113 fecal swabs of chicken and ducks. Thirty-
four of these (73.9%) were identified as C. jejuni, 8 (17.4 %) as C. coli, and 4 (8.7 %) as C.
lari. Twenty-six of these were DuPont ID identified by riboprinter. The dendrogram shows
that the isolate divides into two main groups and five subgroups. The isolates of two of the
subgroups originate from chicken, one from duck and two from both. Thirteen of the 35 C.
jejuni isolates were identified with DuPont ID: DUP_PST1-2050 (n=2), DUP_PST1-1146
(n=1), DUP_PST1-2061 (n=5), DUP_PST1-1131 (n=4) and DUP_PST1-2086 (n=1). All of
the C. lari isolates were identified as: DUP_PST1-1166 (n=4) and DUP_PST1-1181 (n=1).



All of the eight C. coli were given a DUP-ID, and six of these gathered in a main category in
the dendrogram, DUP_PST1-1211 (n=6) and DUP_PST1-1140 (n=2). The cluster analysis
showed large genetic variety among the isolates from chicken and duck.

Campylobacter were isolated in 88 of 100 pig fecal swabs of which C. coli was found
in 86 (97.7 %), and C. jejuni and C. lari in 1 each (1.1 %). Of 81 isolates tested on the
riboprinter, 19 C. coli were identified with DuPont ID. DUP_PST1-1182 (n=6), DUP_PST1-
1208 (n=10), DUP_PST1-1175 (n=1), DUP_PST1-1163 (n=1) and DUP_PST1-1140 (n=1).
The dendrogram shows that the isolates divide into two main categories which further divide
into five subgroups. The dendrogram shows that the isolates of one of the subgroups are a
collection of 15 isolates from one strain. The other subgroups were collections of isolates
from several strains. The cluster analysis showed large genetic variety among the isolates

from pigs, both within and between strains.



1. Innledning

1.1 Formalet med oppgaven

Zoonoser er definert som ”sykdommer som smitter mellom dyr og mennesker” Smitte kan
skje gjennom maten vi spiser og da spesielt mat som kommer fra dyr. Vann som har blitt
forurenset av gjgdsel og kloakk og gjennom direkte kontakt med dyr er ogsa en smittevei.
Campylobacter er en viktig patogen med tanke pa mikrobiell kontaminering av
neringsmidler. Reservoaret for bakterien er viltlevende fugl, og husdyr kan veere friske
barere av bakterien. Det er en viktig oppgave for helsevesenet a forebygge sykdommer som
skyldes smitte fra vann og naringsmidler. Dette kan oppnas ved a kartlegge og overvake
problemet, identifisere smittekilder og smittemater, og a bryte smitteveier eller redusere
smittekilder.

Kunnskap om bakteriens forekomst, formering og hvilke arter som dominerer i de
ulike miljgene har betydning for folkehelsen generelt, og skonomisk interesse for produsenter
av neeringsmidler. For & unnga smittespredning er det viktig a vite hvilke miljger bakterien
etablerer seg i, og hvordan den overlever og formerer seg. Hvilke arter som dominerer i ulike
miljg er viktig a vite siden enkelte arter er mer patogene enn andre. Det antas at de fleste
tilfeller av campylobacteriose hos mennesker stammer fra kontaminert ferskt fjgrfe kjatt og
fra ubehandlet drikkevann.

Hensikten med denne oppgaven er & belyse forekomsten av Campylobacter som
miljgbakterie og a isolere stammer fra ulike kilder, identifisere hvilke arter som dominerer i
de ulike miljgene og a se pa genetisk variasjon innen miljg og mellom kildene. Vi har valgt a
undersgke hvilke arter som dominerer i ubehandlet vann fra Bgelva, i kylling og and, og hos
slaktegris. Et annet mal har veert & presentere analysedataene pa to internasjonale konferanser
(Vedlegg 1, Vedlegg 2).

1.1 Historie

Campylobacter ble identifisert som arsak til akutt diaré hos mennesker ferste gang for ca. 30

ar siden og siden da har kunnskapen om denne bakterien gkt, men det er fremdeles mange



spgrsmal som star ubesvart. Campylobacter var vel kjent i veterinaer medisin lenge fer den ble
kjent som en human patogen og i 1919 beskrev Smith og Taylor en organisme som forte til
abort hos kveg og gav bakterien navnet Vibrio fetus (Smith og Taylor 1919). Theodor
Escherich beskriver i 1886 det som kan ha veert Campylobacter, i tarmen hos et spedbarn som
dade av "cholera infantum”( Escherich 1886). Escherich forsgke a dyrke disse bakteriene i
laboratoriet uten suksess. Andre beskrivelser av spiral bakterier ble publisert i arene som
fulgte. Noen av disse kan ha vaert Campylobacter, men alle forsgk pa a dyrke disse bakteriene
i laboratorie gikk galt og interessen for bakteriene forsvant. Farste indikasjon pa at
Campylobacter kunne forarsake infeksjon og diaré kom fra veterinare kilder. 1 1931 isolerte
Jones et al. "vibrio” fra kveg med dysenteri, her ble det dyrket noen fa rene kulturer uten bruk
av selektivt media ved & fortynne materiale, og ved & vaske og skrape fragmenter av jejunal
mucosa. Navnet ble senere beholdt som Campylobacter jejuni. | 1940 ble en annen
microaerofil vibrio isolert, denne forarsaket dysenteri hos svin. Bakterien fikk navnet Vibrio
coli som vi i dag kjenner som C. coli. Campylobacter ble ikke kjent som en fecal patogen hos
menneske far pa slutten av 1970 tallet. En publikasjon fra 1938 beskriver den farste
dokumenterte hendelsen en antar er en human Campylobacter infeksjon. Det er i dag liten tvil
om at denne organismen var Campylobacter. Genusnavnet Campylobacter ble foreslatt i 1963
0g i 1977 ble det utviklet rutinemetoder for dyrking av denne bakterien av Skirrow og Blaser
(Skirrow 1977). Utviklingen av selektivt dyrkningsmedium gjorde isolasjon av
Campylobacter til rutine i klinisk mikrobiologi og i 1979 kom den farste publikasjonen om
campylobacteriose hos mennesker (Butzler & Skirrow 1979). Det var forelgpig mangel pa
kunnskap og ikke mulig a skille mellom de ulike artene. Pa begynnelsen av 80- tallet etablert
metoder av John Penner i Toronto og Hermy Lior i Ottava serotyping av Campylobacter
(Penner & Hennessy 1980, Lior et al. 1982). Disse metodene sammen med biotyping og
phagtyping, er fremdeles basis for a skille de ulike artene. Store fremskritt er gjort de siste
arene ved genotyping for & skille ulike arter. Etter at isolasjon og dyrking av C. jejuni og C.
coli ble rutine ble ogsa andre arter av Campylobacter beskrevet/oppdaget, blant annet C. lari
og C. upsaliensis. Disse har liten klinisk betydning i forhold til C. jejuni og C. coli, men det er
kjent at C. lari og C. upsaliensis kan forarsake diaré hos barn i utviklingsland (Nachamkin &
Blaser 2000). Forekomsten av campylobacteriose hos mennesker har gkt i mange land siden
begynnelsen av 1990-tallet. I Norge er na sykdommen mer vanlig enn salmonellainfeksjoner
(Folkehelseinstituttet 2005).



1.2 Taksonomi

Genus Campylobacter tilhgrer familien Campylobacteriaceae, hvor Arcobacter,
Sulfurospirillium og Bacteroides er plassert i klassen Epsilobacteria sammen med
Helicobacteraceae og Burkholderia. Fylogenetisk tre av Campylobacteriaceae familien er
vist i Figur 1 (Vandamme 2000).

Campylobacter jejuni
Campylobacter lari-
Campylobacter coli
Campyiobacter upsaliensis
Campylobacier helveticus
__E{Tampy{obacrer Sfetus
Campylobacter hyointestinalis
Campylobacter mucosalis
Campylobacter concisus
Campylobacter curvus
E—- Campylobacter showae
— Campylobacter rectus
Campylobacter sputorum
Campylobacter gracilis
Bacteroides ureolyticus
dAreobacter butzleri
. {:—— Arcobacter skirrowii

Arcobacter cryaerophilus
{:- Arcobacter nitrofigilis
Arcobacter sp.

— Sulfurospirillum arcachonense
lj— Sulfurospirillum arsenophilum
Sulfurospirillum sp.
—— Sulfurospirillum barnesii

Sulfurospirillum deleyianum
_‘:—- Helicobacter pylori
— Wolinella succinogenes

~——————————— Burkholderia cepacia

Figur 1.

Fylogenetisk tre av genus Campylobacter og dens naermeste fylogenetiske naboer, Helicobacter og
Wolinella, basert pa 16S rRNA gen sekvens likhet. Burkholderia cepacia ble brukt som en utgruppe.
Skalaen representerer sekvens ulikheten i (%) (Vandamme 2000).

1.3 Slektskarakteristikk

Campylobacter er en gram negativ, ikke sporedannende og oksidase positiv bgyd
stavbakterie. Starrelsen er 0,2-0,5um bredde og 0,5-8um lengde. De fleste Campylobacter

artene besitter en polar flagell pa en eller begge sider. Dette gjar at de beveger seg med en



karakteristisk pilsnar, korketrekkerlignende bevegelse (Vandamme 2000). Eldre kulturer

degenererer til en kokkoid form som har mistet bevegligheten (Rosef et al. 1986).

Campylobacter er strikt mikroaerofile og krever ca 5 % oksygen og ca 10 % CO, for & kunne

vokse. Oksygen i atmosfariske konsentrasjoner er toksiske for Campylobacter (Rosef &

Kapperud 1982). Bakterieslekten Campylobacter deles inn i to grupper etter evnen til a

produsere katalase. C. jejuni, C. coli og C. lari tilhgrer alle den katalase positive gruppen

(Rosef et al. 1986). Campylobacter arter er klassifisert etter deres biokjemiske egenskaper,

som er vist i tabell 1 (Lawson et al. 1997, Lerner et al. 1994).

Tabell 1.

Karakteristikk av Campylobacter arter (Lawson et al. 1997, Lerner et al. 1994).

Kata
lase Hydrolyse Reduserer Vekst Resistent mot
2 ®
Campylobacter arter ES = @ k=]
2 @ c S S £
£ ) S 'S N =
& @ kS -_ ) = © L °
S ) = > Q = = @ X =
-‘CI“ o g S S & g) oo 9 S = <
= Gl = ! =] < 0 ~ x S = &
< X T = z ] 3V < — (&) z (@]
C. jejuni. ssp. Doylei + \Y + - - - B vV - -
C. jejuni. ssp. jejuni + + + + \Y/ - + + + - +
C.coli \% + - + + - + + + - +
C. lari \ + - - + \V] - + + + V; +
C. upsaliensis + - - + + + - V+ + vV _ ¥
C. hyointestinalis ssp. lawsonii \ + - - + + - + \V] \V] -
C. hyointest. ssp. hyointestinalis \ - - + + \Y + + - \%

+ karaktertrekk finnes hos >90 % av stammene, - + karaktertrekk finnes hos >11 % av stammene, V stamme avhengig
reaksjon, V+ karaktertrekk finnes hos >80 % av stammene

Termotolerante Campylobacter omfatter C. jejuni ssp. jejuni, C. coli, C. lari, C. helveticus og

C. upsaliensis. Disse artene har evne til & vokse ved 42 °C, men ikke ved 25 °C, og er

assosiert med sykdom hos mennesker (Vandamme 2000). C. jejuni (80-90 %), C. coli (ca 7

%) og C. lari (ca 1 %) representerer hovedarsaken til human gastroenteritt, men de fleste

Campylobacter er kjente eller antatte patogener (Skirrow 1994, Lastovica, et al. 2000). Den

virkelige prevalens av antallet som blir syke er ukjent, siden de isolasjon og pavisnings

metoder som brukes ikke er tilpasset alle artene (Corry et al. 1995).
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1.4 Forekomst og utbredelse

Termofile Campylobacter, C. jejuni, C. coli, C. lari og C. upsalienses, har reservoar i tarmen
hos en lang rekke ville og domestiserte pattedyr og fugler. Dyrene er friske berere
(Veteringrinstituttet 2008). | naturen er det ville fugler som utgjer det starste reservoaret for
Campylobacter, og fjagrfe av alle slag er ofte barere av bakterien. Fuglenes hagye
kroppstemperatur har veert antydet som en mulig sammenheng med bakteriens termofile
egenskaper. Fra viltlevende fugler, og da szrlig maker og kraker, er det isolert bade C. jejuni,
C. coli og C. lari. Bakterien kan spres over store avstander og fuglene fungerer som effektive
sykdomsspredere til beiter, for og drikkevann. I mange land antar man at fjerfeprodukter og
da seerlig kylling er den vanligste smittekilden til mennesker. Fra tarminnholdet hos storfe
isoleres C. jejuni oftere enn C. coli, og upasteurisert melk har veert smittekilde ved flere
utbrudd i utlandet. Den mest sannsynlige arsaken er fekal forurensing fra melkekyr. Smitte fra
storfekjatt spiller en mindre rolle da graden av kontaminering under slakteprosessen er lavere
enn ved den automatiserte slaktingen av fjgrfe. Ved lagring av storfekjgatt vil bakterien de
relativt raskt, fordi overflaten pa kjgttet tarker under kjglelagring. Gris er ofte frisk beerer av
C. coli, ogsa her vil uttarking av overflaten pa slaktet fgre til at bakterien overlever darlig. C.
coli er ogsa mindre vanlig enn C. jejuni som arsak til sykdom hos mennesker. C. jejuni er ikke
uvanlig blant sau, og sauer pad utmarksbeite kan forarsake utbrudd ved at drikkevann blir
forurenset. Bakterien er bare unntaksvis funnet hos viltlevende pattedyr. Kontakt mellom
mennesker og kjaledyr kan veare en mulig smittemate, og hunder og katter er ikke sjelden
friske baerere av C. jejuni og C. upsaliensis. Naturlige vannforekomster kan fa tilfart
Campylobacter med kloakk, avlgpsvann, avrenning fra gjedselkjellere, husdyrbeiter og fra
ville fugler (Kapperud 2007a). Undersgkelser i Oslo-regionen har vist at C. jejuni og C. coli
forekommer i overflatevannskilder til alle arstider (Rosef et al. 1986). De lave
vanntemperaturene i Norge gir gode forhold for overlevelse av Campylobacter og gker
muligheten for vannbarne utbrudd. Bakterien kan ogsa leve intracelluleert i akvatiske
protozoer, noe som ytterligere kan gke overlevelsen. Kontaminert vann som brukes til
irrigasjon og som drikkevann til husdyr kan spre bakterien (Kapperud 2007a). Kontaminerte
grennsaker og krysskontaminering med fluer kan ogsa veere en kilde til infeksjon (Rosef &
Kapperud 1983, Alterkruse et al.1994). Campylobacter er ofte isolert fra vann og har veert
kilde til infeksjoner i flere land inkludert Norge (Mentzing 1981, Vogt et al. 1982, Rosef &
Mork 1985, Dahl & Melby 1987, Melby et al. 1991, Varslot et al. 1996, Koenraad et al.
1997).
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1.4.1 Viable-but-Nonculturable

Viable but nonculturable (VBNC) er en degenerert tilstand av bl.a. Campylobacter. Denne
tilstanden har ogsa blitt pavist i flere humanpatogene bakterier som Escherichia coli,
Salmonella enteritidis, Vibrio cholerae og Legionella pneumophila. Standard dyrkings
metoder kan ikke pavise VBNC celler effektivt, men cellene forblir potensielt patogene under
gunstige forhold. Temperatur er en viktig faktor ved tap av den dyrkbare formen av
Campylobacter. Det er vist at muligheten for a dyrke bakteriene forsvinner i lgpet av tre dager
nar koloniene inkuberes ved 25 °C. Det er ogsa vist at ulike stammer av C. jejuni i sterilt
vann, som ble inkubert ved 4 °C, ble VBNC etter 18 til 28 dager. Den potensielt infektive
VBNC formen av C. jejuni og overgangen mellom VBNC og aktive celler er et eksempel for
overlevelsen til bakteriene under ulike forhold. Den kokkoide tilstanden av C. jejuni celler
diskuteres fremdeles. Noen forskere ser pa denne tilstanden som en degenerert form, mens
andre pastar at VBNC er en dormant tilstand og at bakterien er i stand til & formere seg og
vokse igjen nar vekstforholdene blir optimale. C. jejuni gjennomgar en morfologisk
forandring ved overgang fra dyrkbare celler til VBNC. De “korketrekker formede stavene”
med flagell, gar over til en kokkoid form som er veaeskefylte og ubevegelige. Det kan veere at
den kokkoide formen spiller en rolle for overlevelse og spredning av bakterien (Hudock et al.
1998).

1.4.2 Biofilm

Biofilm er definert som et samfunn av bakterier som er festet til hverandre og/eller til
overflater. Dette er antagelig en livsform som beskytter bakteriene mot stress fra miljget.
Campylobacter ser ut til a eksistere i tre ulike former av biofilm i flytende kulturer.
e En form som fester seg til overflater.
e En form som klumper seg sammen og danner aggregater i vaeske og ikke fester seg til
overflater.

e En form som holder seg flytende i grenseflaten mellom vaske og luft.
Ved undersgkelse i elektronmikroskop ligner de tre formene av biofilm hverandre i struktur.

Det har veert foreslatt at C. jejuni kan opprettholdes i miljget over lengre tid ved a danne

biofilm. Disse karakteristiske formene for vekst er viktige for a forbli i miljget, og kan ogsa til
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dels forklare hyppigheten av Campylobacter assosierte matbarne utbrudd. Humane
infeksjoner som danner biofilm er ofte mindre pavirkelig av antibiotika. Ved C. jejuni
infeksjon er det viktig & forsta hvordan organismen overlever i miljget og "kommer inn i
matkjeden”. Bilofilm er relativt resistent mot forandringer i miljget. Det er ogsa en hypotese
at C. jejuni danner biofilm for & overleve uheldige forhold hos vert (Joshua et al. 2005).

1.4.3 Overlevelse av Campylobacter i jord.

Overlevelse av tarmbakterier i jord avhenger av bakteriens art, dens fysiske tilstand og
jordens beskaffenhet. Evnen til overlevelse gker i kald, vat, alkalisk, neeringsrik leirjord som
holder godt pa fuktigheten. I et forskningsarbeid utfert pa New Zealand om overlevelse av
Campylobacter i jordsmonn fant man at Campylobacter ikke ble isolert fra de 5 gverste cm av
jorda, 10 dager etter irrigasjon. Vanninnholdet var mellom 30 og 40 % og snitt dag-
temperaturen disse 10 dagene var 11,7- 12,4 °C. Teoretisk skulle man kunne forvente at dette
var forhold Campylobacter kunne overleve under. Bevegelige mikroorganismer kan forflytte
seg i jorda og finne omrader som passer deres krav til omgivelser. Siden disse bakteriene er
mobile er det mulig at de har forflyttet seg dypere i jordsmonnet. Campylobacter foretrekker
mikroaerofile forhold og lav temperatur for overlevelse, noe som ikke oppfylles ner
jordoverflaten. Ved forsgk i laboratoriet er det vist at bade C. jejuni og C. coli overlever i jord
lagret ved 10 °C i 14 dager (Ross & Donnison 2003).

1.4.4 Klima

Klimaendringer, flom og gkt forurensing kan endre den mikrobiologiske balansen mellom
mennesker og miljg. Insekter er viktige berere av en lang rekke humanpatogene agens,
deriblant Campylobacter. Klimaendringer kan medfare en gkt flueplage og smitteoverfaring
til matvarer. Ved flomkatastrofer er sarlig infisert vann assosiert med diaresykdommer som

for eksempel campylobacteriose (Tauxe 1997, TemaNord 2008.)
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1.5 Vekst og overlevelse i neeringsmidler

C. jejuni, C. coli og C. lari's muligheter til & forarsake naeringsmiddelbarne infeksjoner
avgjares av tre ulike forhold:
1. Bakteriene er mikroaerofile, det vil si at de krever oksygenkonsentrasjoner som er mindre
enn det som normalt finnes i luft.
2. Bakteriene er termotolerante og vekst skjer bare mellom 30,5 og 47°C (Smibert 1978).
3. Lav infektiv dose (Robinson 1981).
De mikroaerofile og termotolerante egenskapene medfarer at bakteriene bare vokser i
neringsmidler under helt spesielle forhold og den lave infektive dosen gjar at selv om
bakterien ikke vokser i neeringsmiddelet vil et lite antall bakterier likevel kunne fare til
sykdom hos mennesker. Hvordan naeringsmidlene oppbevares og tilberedes er avgjgrende for
bakterienes evne til & overleve. Campylobacter drepes ved oppvarming til 60°C og overlever
ikke pasteurisering. Ved kjglelagring over lang tid (4°C) kan bakterien overleve, og de
overlever bedre under kjglelagring enn ved romtemperatur (Doyle 1984). Resultater viser at
det i vann kan finnes levedyktige, men ikke dyrkbare bakterier i flere maneder (Baffone et al.
2006). Luftfuktighet og temperatur i omgivelsene har mye a si for overlevelsesevnen. Ved
romtemperatur er Campylobacter sensitive overfor tarke. Resultater tyder pa at et stort antall
bakterier kan overleve dehydrering i flere uker ved 4°C. Frysing gir en betydelig reduksjon av
antall bakterier, men bakteriene kan overleve i fryste varer i flere uker. Bakteriens toleranse
overfor pH og salt er ogsa avhengig av temperatur og det er forskjell mellom de ulike
stammene. C. lari er mer salttolerant enn C. jejuni og C. coli. Klorering farer til en effektiv
desimering av Campylobacter i drikkevann. Studier med bruk av klorvann til desinfeksjon av
fjorfeslakt har gitt motstridende resultater og en forklaring kan veere at bakterier overlever i
fordypninger og hulrom pa slaktet (Doyle 1984, Blaser et al. 1984). Lavgradig gamma
straling oppnar effektiv eliminering av bakterien ved en dose pa 1kGy (Tarkowski et al.
1984).

1.6 Virulensegenskaper

Det er mange uklarheter nar det gjelder virulensmekanismene for Campylobacter, og

virulensfaktorene hos C. jejuni og C. coli er gjenstand for intens forskning (Kapperud 2007a).
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Det er mulig at Campylobacter omfatter flere undergrupper med ulike virulensfaktorer og
Kliniske ytringsformer. Det er postulert tre patogenitetsmekanismer som hver farer til ulike
kliniske manifestasjoner.

o Adheranse til tarmepitelet og produksjon av enterotoksin som forarsaker vandig diare.

e Invasjon av epitelcellene med pafelgende produksjon av et cytotoksin som farer til
vevsgdeleggelser og inflammasjon, som manifesterer seg i form av blodig diare.

e Penetrering av mucosa etterfulgt av vekst i lamina propria og mesenteriale
lymfeknuter. Deretter eventuell spredning til andre organer hvor bakterien i sveert
sjeldne tilfeller kan forarsake lokale infeksjoner som cholecystitt, meningitt etc.
(Kapperud 2007a).

1.7 Campylobacteriose

De fleste tilfellene av campylobacteriose er sporadisk (Friedman et al. 2000, Frost 2001). |
Norge som i de fleste industrialiserte land, har utbrudd og kontrollerte studier vist at direkte
eller indirekte kontakt med dyr, darlig hygiene under grillmaltider, drikke av upasteurisert
melk, konsum av kontaminert vann og fjarfe er risikofaktorer for campylobacteriose (Bryan &
Doyle 1995, Evans et al. 2003). Infektiv dose som skal til for & forarsake sykdom er sveert lav
og det er pavist sykdom etter inntak av bare ca. 500 bakterier (Robinson 1981).

Sykdommen campylobacteriose varierer fra kortvarig gastroenteritt til mer alvorlig
enterokolitt med magesmerter og blodig diaré. Vanlige symptomer er kraftig og vandig diaré,
feber og magesmerter, som ikke krever antibiotikabehandling eller sykehusinnleggelse.
Andre hyppige rapporterte symptomer er svimmelhet, kvalme og oppkast, disse
sykdomstegnene er sjelden dominerende (Blaser et al. 1983, Lastovica, & Skirrow 2000). C.
coli gir mildere symptomer enn C. jejuni (Kapperud 2007a). Inkubasjonstid varierer fra en
dag til over en uke, men to til fem dager er mest vanlig (Butzler & Oostrerom 1991). Den
vanligvis selvbegrensende sykdommen varer fra en dag til en uke, men i de mer alvorlige
tilfellene kan den vare i flere uker (Alterkruse et al. 1999). Pasienter kan skille ut bakteriene i
feces i flere uker etter at sykdommen er overstatt, men likevel er en langvarig bearetilstand
uvanlig. Bakterien kan i sjeldne tilfeller forarsake reaktiv arteritt og postinfeksigs

polynevropati, som ferer til alvorlige lokale lammelser og hemolytisk-uremisk syndrom
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(HUS). Slike senkomplikasjoner er sjeldne og campylobacteriose er sjelden dgdelig.
Diagnosen stilles ved isolasjon av bakterien fra avfgring (Kapperud 2007a).

I Norge registrerer Meldingssystemet for smittsomme sykdommer (MSIS) arlig ca
2500-3000 tilfeller av campylobacteriose. Det er begrensninger med meldesystemet, sa det
faktiske antallet personer som rammes er trolig 10-100 ganger starre, blant annet oppseker
ikke alle syke lege (Kapperud 1994). Campylobacter rangerer som nummer en blant arsakene
til de registrerte tilfellene av bakterielt betinget diaré etterfulgt av Salmonella. Dette er ogsa
situasjonen i de fleste andre europeiske land. Antall tilfeller steg kraftig i lgpet av 1990 arene.
MSIS registrerte i 1992 ca 600 pasienter med campylobacteriose. | 1997 var antallet
fordoblet. En sveert kraftig gkning fant sted mot arhundreskiftet og i 1998 passerte
campylobacteriose i Norge for farste gang salmonellose. 1 2001 nadde sykdommen sitt hittil
heyeste nivad med ca 3000 meldte tilfeller (Figur 2). Arsaken til gkningen som i varierende
grad ogsa har funnet sted i andre europeiske land er ikke kjent (Kapperud et al. 2003).

Meldte tilfeller

3000

2500

85 86 87 88 89 90 91 92 93 94 95 96 97 9B 9 0 1 2 3 4 5 6

m Smittet i Norge m Smittet utenlands m Wkjent

Figur 2.
Antall registrerte tilfeller av campylobacteriose i Norge (MSIS 1985-2006).

Om lag 50-60% av de norske pasientene blir smittet i utlandet (Figur 2). Det er en kraftig
gkning i antall meldte tilfeller i tidsrommet juni til august (Heier et al. 2006). Tilsvarende
sesongmessige variasjoner i campylobacteriose kan man ogsa se i andre europeiske land

(Friedman et al. 2000). |1 Norge er C. jejuni ansvarlig for ca. 90 % av de meldte tilfellene og
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ca. 10 % skyldes C. coli. Et lignende mgnster med dominans av C. jejuni er rapportert fra de
fleste industrialiserte land. C. coli har en stgrre dominans i utviklingsland med ca 40-50% av
tilfellene. Campylobacteriose er vanligere i utviklingsland enn i industriland (Kapperud
2007a). Kjagnns- og aldersfordeling av human campylobacteriose er de samme i Norge som i
de fleste utviklingsland (Friedman et al. 2000). Man finner de fleste tilfellene blant de yngste
barna, spesielt de under ett ar, og de unge voksne (Bryan & Doyle 1995).

1.8. Utbrudd

Det er beskrevet en lang rekke utbrudd av campylobacteriose i Norge. Utbrudd er registrert i
forbindelse med blant annet konsum av fjerfe, upasteurisert melk og drikkevann. Tradisjonelt
har den norske drikkevannskvaliteten veert ansett for & vaere god, men likevel rapporteres det
arlig utbrudd relatert til drikkevann. I enkelte av disse ble flere tusen personer syke (Kapperud
2007a). | lgpet av perioden 1988 - 2002 ble det ved Statens naeringsmiddeltilsyn og
Folkehelseinstituttet registret 72 vannbarne utbrudd. Totalt ble det registrert 10 616 syke
personer i disse utbruddene. Antall utbrudd varierte fra ett til 12 per ar. Det var flere enn 200
syke registrert ved disse utbruddene alle arene, med unntak av i 1991, da kun ett utbrudd med
fire syke ble registrert. Campylobacter var arsak til 26 % (19/72) av utbruddene og norovirus
til 18 % (13/72). 1 46 % (33/72) ble smittestoffet ikke identifisert (Nygard et al 2003). Ved
alle Campylobacter utbruddene som involverte mer enn ti syke var vannkilden overflatevann.
Arsaken til utbruddene er i hovedsak forurensning av vannkilden, med manglende eller
mangelfull desinfeksjon av vannet. Oppgradering, spesielt av mindre og private
vannforsyningssystemer, er ngdvendig for a forebygge nye utbrudd (Nygard et al. 2003).

I noen kjente utbrudd har smittekilden veert fjgrfeprodukter. Ved to av utbruddene rammet det
gjester pa restauranter, arsaken var sannsynligvis krysskontaminasjon ved tilberedning av
matvarer, men ikke konsum av fjgrfeproduktene. Det har ogsa blitt registrert utbrudd blant
arbeidere i fjgrfeslakteri og utbrudd forarsaket av upasteurisert melk (Kapperud 2007a). Vi
kan ikke finne at det er registrert utbrudd i Norge i forbindelse med svineprodukter, selv om

svin er beerer av C. coli.
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2. Materiale og metoder

2.1 Prgveinnsamling og isolering

2.1.1 Isolering fra vann.

Vannprgvene ble samlet inn pa sterile 0,5 | glassflasker fra to ulike lokaliteter i Bg elva i
Telemark, Oterholt (O) og Storkaasa (S). De ble hentet fra januar til mai 2006.
Vanntemperaturen var fra 1 °C til 5,2 °C. Vannet ble filtrert innen en time fra hentetidspunkt.
100 ml vann ble filtrert pa 0,45-um filtre (Millipore). Filtrene ble lagt med rutesiden opp pa
agarskaler med blodfri Campylobacter agar Oxiod CM 0739 med antibiotika supplement
Oxoid SR 155E og vekst fremmer Oxoid SR 0232E. Skalene ble dyrket i lufttette kolber med
CampyGen™ for & oppna mikroaerofile forhold ved 42 °C. Etter 24 timer ble filtrene fjernet
og skalene inkubert videre mikroaerofilt (42 °C) i 24 timer. For verifisering ble typiske
kolonier, flate, transparente og vanndrape lignende undersgkt i fasekontrast mikroskop.
Karakteristiske bakterier ble sadd ut pa blodagar og renkulturer fryst ned i Microbank™ og

lagret ved -72 °C for senere analyser.

2.1.2 Isolering fra kylling og and

Prgvene ble tatt fra kylling og and fra kloakken med svaber (Invasive sterile eurotubo®
Collection swab). Svaberne ble strgket ut samme dag som de ble tatt pa blodfri
Campylobacter agar Oxiod CM 0739 med antibiotika supplement Oxoid SR 155E og vekst
fremmer Oxoid SR 0232E. Skalene ble dyrket ved 42 °C i 24 timer i lufttette kolber med
CampyGen™ for & oppna mikroaerofile forhold. For verifisering ble typiske flate,
transparente, vanndrape lignende kolonier undersgkt i fasekontrast mikroskop og videre sadd
ut pa blodagar for renkulturdyrking. Isolatene ble deretter fryst ned i Microbank™ og lagret

ved -72 °C for senere analyser.
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2.1.3 Isolering fra gris.

Svaber ble tatt fra kloakken/rektum fra slaktegris etter slakting (Invasive sterile eurotubo®
Collection swab). Svaberne ble strgket ut samme dag som de ble tatt pa blodfri
Campylobacter agar Oxiod CM 0739 med antibiotika supplement Oxoid SR 155E og vekst
fremmer Oxoid SR 0232E. Skalene ble dyrket i lufttette kolber med CampyGen™ for & oppna
mikroaerofile forhold, ved 42 °C i 24 timer. For verifisering ble typiske kolonier flate,
transparente, vanndrape lignende kolonier undersgkt i fasekontrast mikroskop og videre sadd
ut pa blodagar fra renkultur. Isolatene ble deretter fryst ned i Microbank™ og lagret ved -72

°C for senere analyser.

2.2 Artshestemmelse

2.2.1 Multiplex PCR

Multipleks-PCR primer sett beskrevet av Wang et al. (2002) ble brukt for arts bekreftelse av
isolatene. Reaksjonene i en multipleks-PCR ble optimalisert for a identifisere 23S rRNA fra
C. spp., hipO gen fra C. jejuni, og glyA gen fra C. coli, C. lari og C. upsaliensis. Templatet
ble preparert ved at en halv gse med materiale fra en enkelt koloni ble tilfart en steril
Eppendorf tube tilsatt 0,5 ml destillert vann og varmet til 100 °C i 10 minutter. 5 pl av
Izsningen ble brukt som templat i PCR reaksjonen. PCR-miksen (totalt volum 50ul) inneholdt
arts-spesifikke primere og mulitipleks master mix (Quiagen GmbH, Hilden, Tyskland), vann
og templat. Templat og reagenser ble satt inn i en PCR-maskin (Bio-Rad, iCycler) og DNA
amplifikasjon foregikk etter falgende betingelser: 95 °C i 6 min, 35 repetisjoner ved 95 °C i
30 sek, 56 °C i 60sek, 72 °C i 60 sek; 72 °C i 7 min. Det hele ble avsluttet ved 4 °C. PCR
produktet ble analysert pa en 1.5 % agarose gel med TAE og ethidium bromid og visualisert
under UV lys (Figur 2).
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Figur 2.

Multiplex PCR reaksjon pa praver fra gris. Prave

15 viser to band C. jejuni og C. coli, resten av pragvene
viser band med C. coli.

2.2.2 Riboprinter® Microbial Characterization System

Riboprinter® Microbial Characterization System (Figur 3) ble brukt for & undersgke genetisk
likhet mellom Campylobacter isolater. Totalt ble 172 isolater riboprintet. En bakteriekoloni
plukkes fra en blodagarskal og dyrket i 24 timer. Bakteriene vispes ut i en buffer og varmes til
80 °C i 15 minutter. Etter avkjgling tilsettes prevene et lyseringsenzym og overfares til
RiboPrinter®. Ved videre analyse brukes enzymet Pst1(20000p/ML, New England Biolabs) til
restriksjonskutting av DNA som blir utfgrt automatisk. Riboprint profilene/bandene ble
sammenlignet med bandene til en molekyler starrelsesmarkar og sammenlignet med tidligere
observerte profiler/bandmgnstere. Bakterien ble identifisert nar bandmgnsteret fra bakterien
og b&ndmensteret i DuPont Identifikasjons bibliotek i RiboPrinter® hadde en likhet >0,86.
Ribotypemgnstrene blir automatisk tildelt et DuPont identifikasjonsnummer (DuPont ID), eks
DUP_PST1-1166 som bekreftes visuelt. Ribotypemgnstrene blir ogsa sammenliknet med alle
andre isolerte mgnster generert med samme enzym. Denne sammenlikningen brukes til &
definere RiboGroups som grupperer isolat med =95 % likhet. Dersom DuPont ID inkluderer
mer enn et distinkt manster blir prgvene automatisk plassert i ulike RiboGroups. DuPont ID
blir da tildelt en bokstav i alfabetisk rekkefglge, f.eks DUP_PST1-1166A (Farber 1996). Grad
av likhet ble kalkulert ved & bruke RiboPrinter® ”proprietary algorithm”. Beregninger/kalkyler
>0,93 gav resultatet genetisk slektskap mellom isolatene. Bandprofilene ble videre overfart til
og analysert med GelComparll software (Bio Numerics, Applied Maths inc.) ved a bruke
bandmatching med Dice og UPGMA (unweighted pair group method with average clustering)

for & lage dendrogram som illustrerer grad av genetisk likhet.
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Figur 3.
Viser hvordan Riboprinter® System fungerer.

2.3 Biotyping

2.3.1 Hippurathydrolyse

Prinsippet med hippurathydrolyse bestar i a spalte N-benzoylglycin (hippuric syre) til glycin
og benso syre katalysert av N-benzoylglycin amidohydrolase (hippuricase). Hippuricase genet
(hipO) er spesifikt for C. jejuni og er ikke oppdaget i noen andre Campylobacter arter (Hani
& Chan, 1995; Burnett et al., 2002). Hippurathydrolyse metoden er av stor viktighet i den
biokjemiske differensieringen av C. jejuni fra de andre Campylobacter spp. (Nachamkin &
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Blaser, 2000). Hippurathydrolyse ble beskrevet av Hwang og Ederer (1975) for a skille
gruppe A og B streptokokker. Metoden er tilpasset Campylobacter og utfgres ved at en rikelig
mengde med bakteriemateriale slemmes opp i 2 ml sterilt fysiologisk saltvann og tilsettes 0,5
ml 5 % natriumhippuratlgsning. Dette inkuberes to timer i vannbad ved 37 °C. Deretter
tilsettes 1 ml ninhydrinlgsning (3,5 g ninhydrin i 100 ml av en 1:1 blanding av aceton og
butanol). Reaksjonen leses av etter to timer i romtemperatur. Bla farge (positiv test) indikerer

narver av glycin som er produkt av hippurathydrolysen (Figur 4.).

Figur 4.
Hippurathydrolyse. Bla farge er positiv test.

2.3.2 Nalidixin fglsomhet

Nalidixin fglsomhet undersgkes ved at bakteriekolonier dyrkes pa blodagarskaler og det
legges pa antibiotikalapper impregnert med Nalidixin. Antibiotikaen vil diffundere og danne
en gradient. Etter inkubering blir skalene undersgkt for inhiberingsoner rundt lappene. Nar
disse sonestarrelser sammenlignes, ser man hvor fglsom bakterien er for det pagjeldende

antibiotika. Vekst helt inntil lappen viser resistens (Figur 5).
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Figur 5.
Til venstre agarskal med C.coli, til hgyre agarskal med C.lari. C. lari er resistent mot nalidixin,
C. coli er sensitiv.

3. Resultater

3.1 Vann

| 125 vannprgver hentet fra Bg elva, ble det isolert 45 stammer termotolerante Campylobacter
(36 %). Fra Oterholdt ble Campylobacter isolert i 19 av de 75 prgvene (25,3 %), og i 26 av 50
praver (52 %) fra Storkaasa. Det ble isolert flest fra prever hentet den 22.05.06.
Vanntemperaturen var da 5,2 °C, det var nedbgr og mye avrenning til elva (Tabell 3). Av de
45 isolatene analysert med multiplex PCR (Tabell 2) var 17 C. jejuni (37,8 %), to C. coli (4,4
%), fem C. lari (11,1 %), mens 21 var Campylobacter spp. (46,7 %).
Ved biotyping var 17 av de 45 isolatene hippurat positive (Tabell 2), de var ikke resistente
mot nalidixinsyre og identifiseres som C. jejuni. To C. coli isolater var hippurat negative og
ikke nalidixinsyreresistente. Fem isolater var resistente mot nalidixinsyre, hippurat negative
og er C. lari. De 21 C. spp. isolatene som ikke kunne grupperes i artene C. jejuni, C. coli, C.
lari eller C. upsaliensis ved PCR, var hippurat negative og var ikke nalidixinsyreresistente.
Ribotyping ble utfart pa alle 45 isolatene og et dendrogram er vist i Figur 6.
Dendrogrammet viser isolatene med bandstruktur, art, DuPont ID, hentedato for vannprgve og
lokalitet hvor pragven er hentet. Totalt 10 DuPont ID ble identifisert (Figur 6). Fem av 17 C.
jejuni isolater ble identifisert med DuPont ID: DUP_PST1-1130, DUP_PST1-1122,
DUP_PST1-2073, DUP_PST1-2000 og DUP_PST1-2058. Fire av fem C. lari isolater ble
identifisert med DuPont ID. DUP_PST1-1166 (n=2), DUP_PST1-1178 (n=1) og DUP_PST1-
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1179 (n=1). En av C. spp ble identifisert av riboprinteren som C. hyointestinalis: DUP_PST1-

1170. Dendrogrammet viser at isolatene fra vann deler seg i 2 hovedgrupper. Hovedgruppe 1

deler seg i to undergrupper a og b. Hovedgruppe 2 deler seg i tre undergrupper, ¢, d og e
(Figur 6).

Tabell 2.

Campylobacter isolater fra Bgelva. Resultater fra multiplex PCR

(disse vises ogsa i prosent), biotyping (Hippurathydrolyse og

Nalidixinsyreresistens) og gitt DuPont ID med Riboprinter® Microbial
Characterization System.

Art Campylobacter Biotyping % | DuPont

multiplex PCR | Hippurat Nalidixinsyre ID

C. jejuni 17 17 0 37,8 5

C. coli 2 0 0 4.4 0

C. lari 5 0 5 11,1 4

C. spp 21 0 0 46,7 1

Total 45 17 5 100 10
Tabell 3.

Hvert isolat er vist med hentedato, lokalitet

hvor praven er hentet og vanntemperatur for vannprave.

O star for Oterholdt og S star for Storekaasa.

Dato | Sted | Vanntemp. | Pavist Camp.
18.01.06 | O - 1
26.01.06 | O 1,1°C 1
30.01.06| O 1,0°C 1
03.04.06 | O 1,9°C 3
03.04.06 | S 1,9°C 2
19.04.06 | S 3,3°C 6
19.04.06 | O 3,3°C 4
25.04.06| O - 1
04.05.06 | S - 3
22.05.06| O 52°C 8
22.05.06 | S 52°C 15
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3.2 Kylling og and

| 113 svaberpraver fra fjgrfe (kylling og and) ble det isolert 46 stammer termotolerante
Campylobacter (40,7 %) (Tabell 4). Fra kylling ble det av 60 svaberprgver, isolert 30
stammer Campylobacter (50 %) og av 53 svaberprgver fra and ble det isolert 16 stammer
(30,2 %). Av 46 isolater ble 34 karakterisert som C. jejuni (73,9 %), atte C. coli (17,4 %) og
fire C. lari (8,7 %). Fra tre av pravene ble det isolert bade C. jejuni og C. lari. Svaberpraver
fra kyllinger ble tatt hos to dager, en uke, tre uker og atte uker gamle kyllinger, og
svaberprgvene fra ender ble tatt etter slakting. Ingen kyllinger var smittet med Campylobacter
i de to farste levedagene (Tabell 5).

Ved biotyping var 29 hippurat positive, ikke nalidixinsyre resistente C. jejuni (Tabell
4). Fem av prgvene var hippurat negative. Disse isolatene ble genotypet som C. jejuni ved
mulitplex PCR (Tabell 4). De atte C. coli isolatene var hippurat negative og ikke
nalidixinsyreresistente. Fire isolater var resistente mot nalidixinsyre, var hippurat negative og
karakteriseres som C. lari (Tabell 4). Ribotyping ble utfgrt pa alle stammer isolert fra kylling
og and (n=46), disse er presentert i et dendogram (Figur 7). Hvert isolat er vist med
bandstruktur, art, DuPont ID og om prgven er fra kylling eller and. Totalt ble 26 DuPont ID
identifisert. Dendrogrammet viser at isolatene fra kylling og and er delt i to hovedgrupper.
Hovedgruppe 1 bestar av 39 isolater og er delt inn i fire undergrupper; a, b, ¢ og d.
Undergruppe a bestar av 5 C. lari isolater. Alle i denne gruppen er gitt en DUP-ID;
DUP_PST1-1166 (n=4) og DUP_PST1-1181 (n=1). Undergruppe b, bestar av 10 C. jejuni
isolater, tre isolater i denne gruppen ble gitt DUP-ID; DUP_PST1-2050 (n=2) og DUP_PST1-
1146 (n=1). Den tredje undergruppen c, bestar av 14 C. jejuni isolater ingen av disse er gitt en
DUP-ID. I undergruppe d, er alle de 10 C. jejuni isolatene gitt en DUP-ID; DUP_PST1-2061
(n=5), DUP_PST1-1131 (n=4) og DUP_PST1-2086 (n=1). Hovedgruppe 2 viser atte C. coli
isolater som alle er gitt en DUP-ID; DUP_PST1-1211 (n=6) og DUP_PST1-1140 (n=2).
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Tabell 4.

Campylobacter isolater fra kylling og and. Resultater fra multiplex PCR (disse vises

o0gsd i prosent), biotyping (Hippurathydrolyse og Nalidixinsyreresistens) og DuPont ID
utfart ved Riboprinter® Microbial Characterization System.

Art Campylobacter Biotyping o DuPont
multiplex PCR | Hippurate Nalidixinsyre 0 ID
C. jejuni 34 29 0 73,9 13
C. coli 8 0 0 17,4 8
C. lari 4 0 4 8,7 5
Total 46 29 4 100 26
Tabell 5.

Paviste Campylobacter er vist med hentedato, om prgven er
fra and eller kylling og alder ved prgvetaking.

Dato And/Kylling | Alder Pavist Camp.
28.02.06 K 2 dager -
28.02.06 K 23 dager 9
28.02.06 K 58 dager 5
14.03.06 K 7 dager 7
14.03.06 K 21 dager 4
14.03.06 K 56 dager 5
15.05.06 A 53 dager 8
31.05.06 A 53 dager 8
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3.3 Gris

| 100 svaberpraver fra slaktegris ble det isolert 88 stammer av termotolerante Campylobacter
(88 %). Pragvene ble hentet fra 10 tilfeldige besetninger (Tabell 7). En stamme er identifisert
som C. jejuni (1,1 %), 86 som C. coli (97,7 %) og en som C. lari (1,1 %) (Tabell 6). Fraen
prave ble det isolert bade C. jejuni og C. coli, dette vises ved dobbelt band i den multiplexe
PCR reaksjonen ( Figur 2). Ved biotyping var en av de 88 hippurat positiv, ikke nalidixinsyre
resistent og er C. jejuni (Tabell 6). De 86 C. coli isolatene testet negativt pa hippurathydrolyse
og viste ikke nalidixinsyreresistens. En av isolatene viste resistens mot nalidixinsyre, er
hippurat negativ og identifiseres som C. lari.

Ribotyping ble utfart pa 81 av C. coli isolatene fra slaktegris, disse er presentert i et
dendogram (Figur 8). Hvert isolat er vist med bandstruktur, art, DuPont ID og besetnings
identifikasjon. Totalt 19 DuPont ID ble identifisert. DUP_PST1-1182 (n=6), DUP_PST1-
1208 (n=10), DUP_PST1-1175, DUP_PST1-1163 og DUP_PST1-1140. Dendrogrammet
viser at C. coli isolatene fra slaktegris deler seg i to hovedgrupper. Hovedgruppe 1 inndeles i

tre undergrupper a, b og c. Hovedgruppe 2 inndeles i undergruppe d og e (Figur 8).

Tabell 6.

Campylobacter isolater fra gris. Resultater fra multiplex PCR (disse vises ogsa i prosent),
biotyping (Hippurathydrolyse og Nalidixinsyreresistens) og DuPont ID utfert ved Riboprinter®
Microbial Characterization System.

Art Campylobacter Biotyping o DuPont
multiplex PCR | Hippurate Nalidixinsyre 0 ID
C. jejuni 1 1 0 1,1
C. coli 86 0 0 97,7 19
C. lari 1 0 1 1,1
Total 88 1 1 100 19
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Tabell 7.

Viser grise besetninger og antall
prever med paviste campylobacter.

Besetning | Pavist Camp. | Ant.prgver
A 8 9

B 1 1

C 1 1

D 31 39
E 1 1

F 1 1

G 5 5

H 1 1

I 13 15
J 26 27
Total 88 100
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4. Diskusjon

4.1. Vann

Drikkevann er en kilde for naeringsmiddelbarne infeksjoner og er et stgrre problem i Norge
enn de fleste andre industriland. Arsaken er utbredt bruk av overflatevann, kombinert med
manglende eller ufullstendig vannbehandling. Epidemiologiske undersgkelser har vist at bruk
av ikke desinfisert drikkevann er en betydelig risiko for a fa campylobacteriose. Vannbarne
utbrudd forekommer arlig i Norge (Kapperud 2007b). Vi isolerte en hgy frekvens av
termotolerante Campylobacter, 45 av 125 vannpregver (36 %). Selv om det ikke ble brukt
optimale isolerings prosedyrer, det var ingen offisiell metode for a isolere Campylobacter fra
vann da prgvene ble tatt varen 2006. Det har na kommet en NMKL metode (nr 119, 3. utg.
2007) for termotolerante Campylobacter, denne metoden beskriver teknikker til kvalitativ,
semikvantitativ og kvantitativ bestemmelse i neringsmidler og drikkevann. Campylobacter
ble likevel regelmessig isolert fra overflate vann som ma bli karakterisert som kontaminert,
dette er i overensstemmelse med tidligere studier (Rosef et al. 2001). Hvor god overlevelse
Campylobacter fra vann har avhenger av vannkvaliteten pd vannet som blir testet. Blant
faktorene som pavirker er antallet av Campylobacter som er tilstede, turbiditet,
forurensingsgrad, konkurrerende mikroorganismer, og volum av vann som er undersgkt
(Thomas et al. 1999, Rosef et al. 2001).

Fra Oterholdt er Campylobacter isolert i 19 av de 75 (25,3 %) pravene, og i 26 av 50
(52 %) prover fra Storkaasa. Storkaasa hadde som forventet en hgyere isoleringsfrekvens pa
grunn av mer forurensing. Storkaasa ligger nedstrgms Oterholdt og her forurenses elva fra
jordbruk og beiter, og i tider med mye nedbgr vaskes forurensingen hurtig ut i elva. Dette
studiet ble utfart ved vann temperaturer mellom 1,0° og 5,2 °C. Brennhovd og Kapperud
(1991) fant den hgyeste deteksjons raten av Campylobacter i vann mellom 2° og 12°C. Det
kan veere feerre konkurrerende faktorer tilstede ved lavere temperaturer, dette er bevist av
Gondrosen (1986), som fant overlevelse i 15 dager ved 4 °C. De lave vanntemperaturene i
Norge gir gode forhold for overlevelse av Campylobacter og gker muligheten for vannbarne
utbrudd. Bakterien kan ogsa leve intracellulert i akvatiske protozoer, dette har ogsa
innvirkning pa overlevelsen (Kapperud 2007a).

Overflatevann blir regelmessig besgkt av vannfugler. Pa grunn av en hgyere

kroppstemperatur, sa har fugler en annen fekal flora enn pattedyr og normalt et lavere innhold
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av fekale koliforme bakterier, dette favoriserer Campylobacter. Det er ogsa en sammenheng
mellom fuglers hgye kroppstemperatur og Campylobacter bakterienes termotolerante
egenskaper. Kontaminering fra fugler spiller en stor rolle i kontaminasjon og overfaring til
vann, og de kan overfare bakterier over lange avstander. Fugler har veert arsaken til flere
vannbarne epidemier her i landet (Rosef. O. & Rosef. L., 2005). Det er sannsynlig at vann
utgjar et felles reservoar for utveksling av Campylobacter mellom mennesker, husdyr, ville
dyr og fugler. Vi isolerte C. jejuni, C. coli, C. lari og C. hyointestinalis fra Bgelva, det var
ogsa mange isolater som ikke ble identifisert. Dendrogrammet (Figur 6) deler isolatene i to
hovedgrupper hvor hovedgruppe 1 bestar av flest C. jejuni, C. coli og C. lari isolater. Disse
artene er normalt isolert fra en lang rekke levende viltfugler i vart land. Blant maker og andre
sjgfugl har en funnet et hgyt antall Campylobacter lari. Det er blitt spekulert i om denne
artens stgrre salttoleranse kan veere arsaken til disse fugleartene i stgrre grad er beerere av
denne arten. En hgy grad av diversitet har ogsa blitt dokumentert ved & bruke serologiske
tester pa isolater fra ville fugler (Rosef et al. 1985, Waldenstrgm 2005). Campylobacter er
vanlig i tarmen hos en lang rekke pattedyr, bade ville og domestiserte. Dyrene er som regel
friske beerere (Rosef et al. 1983). Det blir derfor skilt ut et stort antall bakterier og dette sarger
for en kontinuerlig stram til miljeet. Mennesker med campylobacteriose og friske berere
sprer ogsa Campylobacter til miljget. Nesten alle C. spp isolatene noen C. jejuni isolater og
bare en C. hyointestinalis isolat ble plassert i hovedgruppe 2 (Figur 6). Grunnen(e) til dette er
ukjent. Alle C. spp. isolatene (46,7 %) ble isolert fra Bgelva 29.5.2006. Det var mildt og
nedbgrmengden var stor i tiden far innhenting av disse vannprgvene og vannet hadde hagy
turbiditet og var tydelig grumsete. Selv om termotolerante Campylobacter ikke ser ut til &
formere seg utenfor sitt naturlige habitat, overlever de noksa godt i ute miljget, spesielt i vann
(Blaser et al. 1980, Thomas et al. 1999). C. spp kan ved 4 °C maks overleve i tre uker fekalt,
fire uker i vann og fem uker i urin (Steltzer et al. 1991). Pa grunn av den manglende
muligheten Campylobacter har til a formere seg i miljget, sa er det epidemiologiske
spgrsmalet hvor lenge de kan overleve i miljget (inkludert vann) og forarsake utbrudd. Dette
er forelgpig ukjent. Imidlertid, kan kontaminering av overflatevann fare til eksponering ved
bading eller andre rekreasjons aktiviteter, dette kan gke muligheten til & bli smittet med
campylobacteriose (Rosef et al. 2008 submitted).

Den infektive dosen til Campylobacter er lav, det trengs bare noen fa hundre bakterier
for & forarsake human infeksjon (Black et al. 1988). Spesielt barn kan vaere utsatt hvis de
svelger kontaminert vann mens de bader. Vare resultater indikerer at man ber ta hygieniske

forhandsregler hvis man drikker urenset vann fra overflatekilder. Tidligere studier med
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sereotyping pa C. spp. isolater blant domestiserte og ville dyr (inkludert fugler) viste en
diversitet pa 42 ulike sereotyper blant isolatene (65,7 %) (Rosef et al.1985). Broman et al.
(2004) fant en hgy diversitet blant isolater fra trekkfugler, Johnsen et al. (2006a) fant hgy
diversitet blant isolater fra miljg utendars og isolater fra kveg (2006b). Det mangler kunnskap
om virulens og diversitet fra miljgstammer fra vann. Ved hjelp av multipleks PCR paviste vi
C. jejuni (37.8 %) C. coli, (4.4 %) C. lari (11.1 %), og en ikke typisk stamme (46.7 %) fra
elvevann (Tabell 2). Biotyping av isolatene ga samsvar med disse resultatene. De 21
Campylobacter isolatene som ikke kunne grupperes i artene C. jejuni, C. coli og C. lari ved
PCR, er hippurat negative og nalidixinsyre sensitive. Alle stammer isolert fra vann (n=45), ble
ribotypet, disse er presentert i et dendogram (Figur 6). Totalt er 10 isolater identifisert med
DuPont ID og blant disse er ni ulike DUP-PST1 ID nummer identifisert. Dette viser at vann
har mange ulike stammer, fordi Campylobacter kan tilfares vann fra mange ulike kilder. Dette
kan vere kloakk, avlgpsvann fra slakterier, ved avrenning fra gjadselkjellere og husdyrbeiter,
dyr og fra ville fugler (Kapperud 2007a). Blant C. spp. isolatene (n=21), var det bare en som
ble gitt en DUP-ID og den ble klassifisert som C. hyointestinalis DUP-PST1-1170. Ingen av
C. coli (n=2) ble gitt en DUP-ID. Fem av C. jejuni isolatene (n=17) og fire av C. lari isolatene
(n=4) ble gruppert i DUP PST1 ribotyper. C. lari fordelte seg i tre ribogrupper, DUP-PST1-
1166, DUP-PST1-1178 og DUP-PST1-1179. De to farste er funnet regelmessig blant
mennesker og fjgrfe isolater (Rosef et al. 2008 submitted). Populasjons strukturen til C.jejuni
har lenge vaert lite forstatt, men resultater basert pa MultiLokus Sekvens Typing (MLST) har
indikert at C. jejuni er en veldig divers organisme (Dingle et al. 2002, Meinersmann et al.
2002). Vi identifiserte 15 C. jejuni profiler (Figur 6), og fem ble identifisert; DUP-PST1-
1122, DUP-PST1-1130, DUP-PST1-2000, DUP-PST1-2058 og DUP-PST1-2078.
Klusteranalysen viser stor genetisk variasjon blant isolatene fra vann.

Det har blitt antatt at epidemiologisk slektskap mellom Campylobacter isolert fra dyr
er proporsjonal med likheten mellom arts sereotype fordelingen. Den starste likheten til
human kliniske isolater har blitt observert i fjgrfe isolater, mens andre fugler og domestiske
dyr har vist mindre likhet (Munroe et al. 1983, Rosef et al. 1985). Imidlertid, sa er denne
uuttalte antagelsen ikke ngdvendigvis korrekt. Siden de faktorene som er ansvarlige for
virulens er ukjente, sa er det mulig at mange miljg isolater ikke er patogene, selv om de
tilhgrer samme art, er serologisk identiske og har tilhgrighet til samme ribogruppe som
kliniske isolat. P& grunn av mangel pa kunnskap om virulens faktorer og et stort antall av
isolater fra overflatevann, ma man ta spesielle forhandsregler for a unnga risikoen for

overfgre campylobacteriose til vann (Rosef et al. 2001).
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4.2. Kylling og and

Campylobacter finnes i tarmen hos fugler. Smittet kylling har bakterien i tarmen uten
symptomer pa sykdom, de kan skille ut mer enn ti millioner Campylobacter per gram
avfgring. Andelen slaktekyllingflokker smittet med Campylobacter varierer fra land til land.
Norge har en spesielt lav forekomst med feerre enn 5 % infiserte flokker, mens Danmark og
Sverige har Campylobacter tilstede i mellom 20 og 40 % av flokkene. Campylobacter spres til
hele flokken i lgpet av noen dager. Gjennom slakting smittes kjgttet, ogsa kjettet fra ikke-
infiserte flokker. Norge har blant verdens laveste forekomster av Campylobacter pa
kyllingkjett (Johnsen et al. 2006a). Vi isolerte en hgy frekvens av termotolerante
Campylobacter, 46 av 113 (40,7 %) svaberpraver fra kylling og and. Av de 113 pragvene ble
60 tatt fra kylling og 53 fra and. Det ble pavist feerre positive svaberprgvene fra ender

(24,5 %) enn fra kyllinger (50 %). Svaberpraver fra kyllinger ble tatt hos to dager, en uke, tre
uker og atte uker gamle kyllinger, og svaberprgvene fra ender ble tatt etter slakting. Ingen
kyllinger var smittet med Campylobacter i de to farste levedagene. Dette er i samsvar med
hva andre har funnet (Berndtson et al. 1996, Corry & Atabay 2001), og kommer trolig av
beskyttelsen som morens antistoffer (overfert via eggeplommen) har mot spesielle
Campylobacter (Sahin et al. 2003). Det kan ogsa skyldes at liv-kyllingene blir kjept fra en
gard som ikke er kontaminert med Campylobacter. Fra en til atte uker gamle var en stor andel
av kyllingene smittet. Norges lave andel av Campylobacter positive broiler flokker, kan delvis
skyldes norsk praksis av a slakte ved ung alder som 4-5 uker, hvilket gir en kortere
eksponeringstid enn flokker med lenger oppdrett (Johnsen 2006). Pa garden hvor vi isolerte
prgvene har kyllingene og endene en lengre eksponeringstid, kyllingene ble slaktet ved en
alder av 8-8,5 uker og endene ved 7,5 uker.

Vertikal overfgring av Campylobacter fra hgner til kyllinger er sjeldent (Newell &
Fearnley 2003), dette inneberer at infeksjon er introdusert horisontalt via omgivelsene.
Studier har vist at mangel pa hygieniske barrierer, bruk av ikke desinfisert drikkevann og
utilstrekkelige hygieniske barrierer er signifikante risiko faktorer for & innfgre Campylobacter
til broiler kyllinger (Adkin et al. 2006). Vi tok prgver av drikkevannet fra ulike steder pa
garden. Produsenten far vann fra offentlig vannverk og borebrgnn som i utgangspunktet skal
veere fri for Campylobacter. Vare prever underbygger dette da vi ikke kunne pavise
Campylobacter, men siden vi bare tok prgver av drikkevannet den 15.5.2006 kan vi ikke se

bort i fra at drikkevannet kan ha vaert kontaminert. Det er kjent at drikkevann har betydning
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for smitte til fjarfebesetninger. Her har en observert VBNC som trolig kan ha betydning for
kontamineringen. Campylobacter konsentrasjonen i vann kan ogsa ha vert betydelig
forsterket i den forventede sommer toppen, pa grunn av en gkt Campylobacter konsentrasjon i
avrenning under beite og vekst sesong enn resten av aret. Campylobacter konsentrasjonen i
overflatevann har vist seg a gke etter episoder med mye regn pa grunn av gkt avrenning
(Signor et al. 2005). Andre risiko faktorer som er viktige er ventilasjon (Hald et al. 2004),
tilstedeveerelse av fluer for fluer kan opptre som en vektor for a transportere Campylobacter
fra infisert mgkk i miljget (Rosef & Kapperud 1983, Hald et al. 2004). Nerver av andre gards
dyr vil gke konsentrasjonen av Campylobacter i miljget og utgjare en risiko for smitte. Dette
gjelder spesielt husdyr, men ogsa kjeledyr og ville dyr (Padungton & Kaneene 2003).
Campylobacter kan overleve flere uker i kloakk og gjedsel. Dette betyr at gjedsel fra en
positiv flokk deponert ute vil utgjere en betydelig Campylobacter kilde. Villfugl kan i neste
omgang bidra til at bakterien spres til miljget rundt kyllinghusene og til nabogarder (Corry &
Atabay 2001). Svaberprgvene fra kylling og and viste at foruten de to dager gamle kyllingene
sa var flokkene infisert. En hgy forurensing av fjgrfehus-interigr kan muligens bli forklart
med en konstant tilfarsel fra infiserte fugler. Tidligere undersgkelser viser at det er en lav
deteksjons rate av Campylobacter fra overflater og terre materialer, dette gjelder bade i
omgivelsene ute og i slakteriet. Dette kan forklares med bakteriens sensitivitet til oksygen, lav
vann aktivitet og terke (Jacobs-Reitsma 2000). Campylobacter blir ofte isolert fra fuktige
steder som vanndammer, skoldings bad, gulv eller avlgp (Johnsen 2006c), og er i henhold til
det faktum at Campylobacter trives best i vate omgivelser (Corry & Atabay 2001). Videre er
det rapportert at Campylobacter har blitt veerende igjen inne i vannsystemet til kyllingene og
kan veere en smittekilde til etterfalgende flokker (Corry & Atabay 2001). Dette viser
viktigheten av rengjgrings rutiner og desinfeksjon. Johnsen (2006) fant en hgy genetisk
diversitet blant C. spp isolater fra slakteri og fra miljget utenfor kyllinghus og
slaktekyllinghus. Campylobacter ble funnet i avfgringspravene fra hund og fugl, i
vannprgver, pa gardsplassen, pa stevler og pa traktorhjul. Vi isolerte C. jejuni (73,9 %), C.
coli (17,4 %) og C. lari (8,7 %) ved hjelp av multipleks PCR. Fra tre av prgvene er det isolert
bade C. jejuni og C. lari (Tabell 4), hvilket medfarte 46 stammer fra kylling og and. Ved
biotyping har disse tre prgvene blitt verifisert som C. lari. Frekvensen av C. jejuni er hagy, det
kan bekreftes av tidligere studier at de fleste stammene som isoleres fra fjarfe tilhgrer C.
jejuni. Fra ratt fjgrfekjatt er det isolert 73 % C. jejuni og 27 % C. coli (Harmon et al. 1997).
C. jejuni er ansvarlig for ca 90 % av tilfellene ved human campylobacteriose, dette kan bety at
C. jejuni er mer effektiv i & kolonisere og forarsake sykdom hos mennesker enn de andre
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Campylobacter artene. Det er derfor viktig a begrense smitteoverfaring mest mulig. C. jejuni
har ogsa evne til a danne biofilm og kan derfor opprettholdes i miljget over lengre tid (Joshua
et al. 2005). Resultatene fra biotyping er ikke helt entydige med de fra multiplex PCR. Det er
blant annet fem prever som ved multiplex PCR er identifisert som C. jejuni, disse er hippurat
negative. Hippurat negative C. jejuni stammer er uvanelig (Slater & Owen 1997). En studie
har vist at 1,6 % av menneske og fjerfe C. jejuni stammer har blitt rapportert som hippurat
negative dette er i henhold til resultatene fra kvantitative DNA hybridisering og hippurat
hydrolyse tester (Totten et al. 1987).

Alle stammer isolert fra kylling og and (n=46), ble ribotypet, disse er presentert i et
dendogram (Figur 7). Totalt er 26 isolater identifisert med DuPont ID og ni ulike DUP-PST1
ID nummer er identifisert. Dendrogrammet viser at isolatene fra kylling og and kunne deles i
to hovedgrupper, de 39 isolatene i hovedgruppe 1 fordeler seg i fire undergrupper (a-d),
undergruppe a bestar av fem C. lari isolater alle i denne gruppen har alle blitt gitt en DUP-ID;
DUP_PST1-1166 (n=4) og DUP_PST1-1181 (n=1). Undergruppe b bestar av 10 C. jejuni
isolater, tre isolater i denne gruppen har blitt gitt DUP-ID; DUP_PST1-2050 (n=2) og
DUP_PST1-1146 (n=1). Undergruppe c bestar av 14 C. jejuni isolater, men ingen av disse har
fatt en DUP-ID. I undergruppe d har alle de 10 C. jejuni isolatene fatt en DUP-ID;
DUP_PST1-2061 (n=5), DUP_PST1-1131 (n=4) og DUP_PST1-2086 (n=1). Hovedgruppe 2
bestar av 8 C. coli isolater som alle har fatt en DUP-1D; DUP_PST1-1211 (n=6) og
DUP_PST1-1140 (n=2). Av de 30 isolatene fra kylling ble 22 isolater identifisert som C.
jejuni og 8 isolater C. coli og 23,3 % fikk DUP-ID. Av de 13 isolatene fra and ble det
identifisert 12 C. jejuni og fire C. lari og 69,2 % fikk DUP-ID. At isolatene kan gis en DUP-
ID indikerer at denne varianten av f.eks C. jejuni tidligere er isolert og identifisert. Dette kan
bety at det er isolert mer fra and enn kylling. Resultatene vare viser at kylling og and har stort
sett ulik DUP-ID, men DUP_PST1-1131 er isolert fra begge grupper. Klusteranalysen viser
stor genetisk variasjon blant isolatene fra kylling og and.

Handlingsplan mot Campylobacter i norsk slaktekylling ble etablert i april 2001.
Planen er tredelt og bestar av et overvakingsprogram, oppfglging av positive besetninger og
produktundersgkelser. Bade tilsynsetater, forvaltningsstetteinstitusjoner og fjerfebransjen
deltar. Resultatet av dette ar at vi na har relativt god kjennskap til forekomsten av infeksjonen
hos slaktekylling og har mulighet til & iverksette tiltak for & unnga at positive slakt blir sendt
ubehandlet ut pa markedet. Det er sannsynelig at utbrudd av campylobacteriose blir oversett
fordi det mangler enkle, sensitive metoder til a foreta lgpende overvaking. Store utbrudd vil

veere lettere a oppdage enn sma for eksempel slike der fjarfekjott er smittekilden. Denne
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skjevheten kan fore til at blant annet fjarfekjgtt blir undervurdert som smittekilde i utbrudd i
forhold til drikkevann, som har hatt mange omfattende utbrudd av campylobacteriose
(Kapperud 2007b).

4.3. Gris

Slaktegris kan vere en mulig kilde til Campylobacter infeksjon hos mennesker. Dette kan
skje ved at kjatt blir kontaminert under slakteprosessen. Matsikkerheten kan forbedres ved &
forsgke a redusere/ fjerne Campylobacter pa produksjons niva eller ved a begrense
kontamineringen under slakteprosessen. C. coli star for om lag 10 % av de registrerte
campylobacteriose tilfellene hos mennesker. Det ble isolert en hgy frekvens av termotolerante
C. coli i vare praver fra slaktegris. Av totalt 100 svaberpraver ble det isolert 88 stammer
Campylobacter (88 %) og det er tidligere pavist en baererfrekvens pa over 90 % i Norge
(Rosef et al.1986). En hay isoleringsrate av C. coli i feces hos gris er ogsa rapportert fra store
deler av verden, fra 66 til 100 % (Guevremont et al. 2004). Det er grunn til a tro at dette
gjelder for de fleste besetninger av slaktegris ogsa i Norge. En lavere isolerings frekvens kan
gjenspeile darligere laboratorie metoder og analyseteknikker, enn at det er en forskijell i
forekomst (Varela et al. 2007). Isoleringseffektiviteten av Campylobacter fra gris avhenger av
kvaliteten pa de pragvene som blir tatt og frekvensen kan vere hgyere enn vare tall viser. Av
det tilfeldige utvalget fra 10 besetninger vi testet, viste prgvene at alle besetningene var
beerere av Campylobacter. De 12 prgvene vi ikke har isolater fra representerer 4 besetninger,
A, D, loglJ.

Av de totalt 88 isolerte stammene av Campylobacter ble 86 karakterisert som C. coli
(97,7 %) 1 som C. jejuni (1,1 %) og 1 som C. lari (1,1 %) Det er i samsvar med tidligere
studier at C. coli isoleres langt oftere hos gris enn andre C. spp. Fra en av prgvene har vi
isolert bade C. jejuni og C. coli.

Ved bruk av naturgjedsel fra gris kan smitten opprettholdes en tid i jordsmonnet.
Varmere klima og flom kan gke antallet av fluer og insekter som kan spre organismen, og ved
mye nedbgr og flom vil utvasking fra jorder gjgdslet med husdyrgjedsel kunne spre bakterien
til elver og bekker. Det er derfor viktig at vann som brukes til irrigasjon ikke er kontaminert
om en skal vanne vekster som skal brukes til dyrefor. Mange garder har private drikkevanns

kilder fra borebragnner eller fra overflatevann. Vann som brukes som drikkevannkilde til
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husdyr bar kontrolleres for Campylobacter. Husdyr rgkteren kan ogsa bidra til
smittespredning ved a bevege seg mellom omrader som er kontaminerte med bakterien og
omrader som ikke er det. Hygiene for & unnga smittespredning i fjgs, ved dyretransport, pa
slakteri og for personer som arbeider med dyra er viktig. Bakterien kan spres ved direkte
kontakt mellom mennesker eller mellom mennesker og dyr. Slaktegris fores opp i store
besetninger og smitte spres raskt mellom dyra. Det er tidligere vist at C. jejuni har evne til &
danne biofilm, og det er naturlig & tro at dette ogsa gjelder for C. coli (Joshua et al. 2005)
Campylobacter kan ved stress omdannes til en viable but not culturable (VBNC) tilstand
(Hudock et al. 1998). Bakteriene forblir potensielt patogene og smitte kan spres videre. De
nevnte forholdene viser at Campylobacter stadig tilfares og serger for en kontinuerlig flyt av
bakterien i miljget hvor slaktegris ales opp. Gris er frisk beerer av C. coli, men svinekjgtt blir
likevel ikke regnet blant de viktigste smittekilder til mennesker (Folkehelseinstituttet 2005).
Faktorene som er ansvarlig for virulens hos Campylobacter er ikke kjent. Det kan veere mulig
at mange av isolatene ikke er patogene selv om de tilhgrer samme art, er serologisk like og
tilhgrer samme ribogruppe. Pa grunn av det hgye antall isolater fra slaktegris bar spesielle
hygieniske hensyn tas.

Ribotyping ble brukt for & kunne sammenligne vare ribotyper med ribotypemgnstre
som tidligere er lagret i RiboPrinter® biblioteket med DUP_PST1 ID. Dette gir oss muligheten
til & sammenligne ribotypemganstere med andre brukere av RiboPrinter. Flere ulike ribotyper
ble funnet i vare praver fra slaktegris. Nitten isolater ble identifisert med DuPont ID og totalt
er fem ulike DUP_PST1 ID nummer identifisert. Fem av stammene grupperte seg ikke inn i
Klustere. Figur 8 viser dendrogrammet for slaktegris. Av de 81 isolatene er 19 C. coli
identifisert med DuPont ID, DUP_PST1-1182 (n=6), DUP_PST1-1208 (n=10), DUP_PST1-
1175 (n=1), DUP_PST1-1163 (n=1) og DUP_PST1-1140 (n=1). Dendrogrammet viser at
isolatene kan inndeles i 2 hovedgrupper. Hovedgruppene deler seg igjen inn i 5 undergrupper
(a-e). Undergruppe a og c identifiserer ingen av isolatene med DUP_PST1 ID. Undergruppe b
identifiserer flest DUP-ID, DUP_PST1-1208, DUP_PST1-1182 og DUP_PST1-1175 og
representerer 16 isolater, disse er fra besetningene A, D, | og J. Undergruppe d identifiserer en
stamme, DUP_PST1-1163, fra besetning J. Isolatene i undergruppe e samler 15 isolater fra
besetning D, og en av isolatene er gitt DUP_PST1-1140. DUP_PST1-1140 er ogsa identifisert
i kylling (Figur 7). Undergruppene a, b, ¢ og d samler isolater fra flere besetninger.
DUP_PST1-1208 dominerer og er identifisert 10 ganger fra besetning | og J. DUP_PST1-
1182 er identifisert 6 ganger fra besetning D og I.
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Klusteranalysen viser stor genetisk variasjon blant isolatene fra slaktegris, bade innen
besetningen og mellom besetninger. Denne studien viser at C. coli er den dominerende
Campylobacter art hos slaktegris, i samsvar med andre studier kan gris betraktes som et
greservoar for C. coli. Forsgk pa a utrydde Campylobacter fra besetning og
produksjonslokaler kan vare vanskelig da griser er friske baerere. Spredning av bakterien kan

kontrolleres ved hygienisk slakting.
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