Rapport | —2006

Mikroprofil Gris

Kartliggning av mikroorganismer
pa slaktkroppar

av Mats Lindblad

9o
LIVSMEDELS
VERKET

NATIONAL FOOD
ADMINISTRATION, Sweden



Produktion:
Livsmedelsverket, Box 622
SE-751 26 Uppsala, Sweden
Teknisk redaktor:

Merethe Andersen

Tryck:

Livsmedelsverkets repro

| Uppsala 2006-01-17

Livsmedelsverkets rapportserie ar avsedd for publicering
av projektrapporter, metodprovningar, utredningar m m.
Iserieningar aven reserapporter och konferensmaterial. For
innehalletsvarar forfattarna sjalva.

Rapporterna utges i varierande upplagor och till-
trycks i man av efterfragan. De kan rekvireras fran
Livsmedelsverkets kundtjanst (tel 018-17 55 06) till sjalv-
kostnadspris (kopieringskostnad + expeditionsavgift).




Projektgrupp

Mats Lindblad, projektledare
Roland Lindqvist

Gunilla Galne

Klas Svensson

Selvi Sergjerd

Karin Gustafsson

Laborativt arbete

Catarina Carlsson
Catarina Nilsson
Kerstin Olsson
Lina Thebo
Christer Wiberg
Paula Agren

Provtagning

FoU / mikrobiologiska enheten
FoU / mikrobiologiska enheten
Tillsynsavd. / enheten for kottillsyn
Tillsynsavd. / enheten for kottillsyn
Tillsynsavd. / enheten for kottillsyn
Avd. for information och nutrition

FoU / mikrobiologiska enheten
FoU / mikrobiologiska enheten
FoU / mikrobiologiska enheten
FoU / mikrobiologiska enheten
FoU / mikrobiologiska enheten
FoU / mikrobiologiska enheten

Besiktningsveterindrer och besiktningsassistenter samt personal pa tvd smaskaliga

slakterier

Referensgrupp

Samradsgruppen for mikrobiologisk livsmedelssédkerhet (SMIL)

Sammanstéallning av rapport

Mats Lindblad

Livsmedelsverkets rapport nr 1/2006 1



2 Livsmedelsverkets rapport nr 1/2006



SUIMIMATY ettt e e saneenee s 4

SamMANTAttNING ........oooiiiiiiiii e 5
Slutsatser ur ett riskhanteringsperspektiv ..........coceevveeciierieeciierieeieesie e 6
531 (576 1011 2 F ST PURUURRPRSRPRI 8
S EEE ettt st 9
Forekomst av patogena mikroorganismer pa gris.........cceceereveeveenieenveennnens 10
Forandringar av mikrofloran pa gris under slaktprocessen.............c.c.c....... 11
Provtagning av sIaktKroppar ...........ccvveevieeeiie e 12
Material 0Ch MELOAET .....cc.vviiiiieiie e e 14
PrOVEAZNING ....ooeviiiiiieiieie ettt st et 14
ANALYSET 1.ttt ettt ettt ettt s ae e taeesaeebeeenbeennaeas 15
Statistisk bearbetning .........cc.coeevvieviiiiiiieeeeeee e 17
RESUILAL......eiiiiieee et e 18
Totalt antal analySerade Prov .........cccceecveevieriieeiiienieeeeee et 18
Antal prov pPer SIAKLETI........ccuiiiiiiieecie ettt 18
Baslinjedata frin de tio storsta slakterierna i Sverige.........cccceeeveevevveenenennn. 20
IndikatorbaKterier........ccoiuiieeiiieciie e 20
Yersinia enteroCOItICA ..c..eeviriiriiiiiieriieeeetecc e 22
CamMPYIODACLET ....c.evieiiiiiieiiecieeeee ettt et 22
Salmonella........oooiiiii e 22
LiSteria MONOCYLOZENES ...ccuveeeieeurieiieeieeniieeteeniee et esieeeeteesieesneeeseesneeenne 22
VITEC ottt et sttt sttt s 22
Koagulaspositiva stafylokocker ...........ccceevieiiiniiiiiiiiiieiccieeeeee e 23
Jamforelser mellan sméskaliga och storskaliga slakterier .............cccc........ 24
IndikatorbaKterier.........cccuvieeiiieciie e 24
Yersinia enteroCOITtICA ..c..veverieriiiiiieriieeeetee e 26
Koagulaspositiva stafyloKocker ...........ccceevcvviiiiiciiiiiiiiiciccieceeeie e 26
OVIIZA DAKLETIET ...ttt 27
Samband mellan olika bakteriegrupper.........ccoeevvereenieerieneenenicnecieeeene 28
DISKUSSION ...ttt sttt sttt 30
TACK! et 33
RETEIETISET ...t 34
APPENAIX 1.ttt ettt et e 40

Livsmedelsverkets rapport nr 1/2006 3



Summary

Reliable data on the occurrence of microorganisms from farm to table are
necessary to improve our understanding and our possibilities to reduce the inci-
dence of foodborne illnesses. Knowledge of the average occurrence of bacteria
will also provide a baseline against which hygiene in the slaughterhouses can be
evaluated. The baseline may also serve as a reference for evaluation of changes or
future risk management actions.

The objective of this one-year survey was to estimate the prevalence and
levels of selected pathogenic bacteria and indicator organisms on Swedish swine
carcasses. In addition, the occurrence of bacteria on swine carcasses from low-
and high-capacity slaughterhouses was compared. The results were also used to
examine the relation between the levels of different indicator organisms and the
occurrence of pathogenic bacteria.

The sampling was performed by swabbing of carcasses at four places (ham,
back, belly and neck) directly after cleavage of the bodies, before chilling. All
samples were sent to the National Food Administration for analysis. The ten
largest slaughterhouses in Sweden (568 samples) and four low-capacity
slaughterhouses (204 samples) were included in the study.

Baseline data from the ten largest slaughterhouses in Sweden show that none
of the sampled carcasses were positive for Salmonella, and that the prevalences of
Campylobacter, Listeria monocytogenes and verotoxin producing Escherichia
coli (VTEC) were low (1, 3 and 1 %, respectively). Bacteria in the VTEC positive
samples lacked other virulence genes (eaeA, Hly) needed to cause human illness.
Pathogen Yersinia enterocolitica could not be cultivated from any sample, but
16 % of the samples tested positive by a PCR analysis. Coagulase positive
staphylococci were found on about one third of the carcasses, in most in cases at
low levels (<10 CFU/cm?). E. coli was isolated from about half of the samples and
Enterobacteriaceae from close to 90 %. The levels of both these bacterial groups
were in most cases lower than 10 CFU/cm?. The levels of total aerobic
microorganisms ranged from 10° to 10* CFU/cm?,

The percentage samples positive for E. coli and Enterobacteriaceae were
higher at high-capacity slaughterhouses than low-capacity slaughterhouses. The
prevalence or levels of other bacteria did not differ significantly between high-
capacity and low-capacity slaughterhouses.

The mean level of Enterobacteriaceae was about 0.4 log CFU/cm? higher
than the mean level of E. coli on carcasses positive for both bacterial groups. The
probability of finding Y. enterocolitica and coagulase positive staphylococci on
carcasses increased with increasing levels of E. coli.

This survey has presented data on the occurrence of different bacteria on
swine carcasses. These data will improve our ability to assess the role of pork
meat as a source of foodborne illness. The results will also be a support for
different risk management actions in the slaughterhouses.
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Sammanfattning

Syftet med Mikroprofil Gris var att upprétta en nationell baslinje dver forekomst
och halter av indikatorbakterier och patogena bakterier pa slaktkroppar av gris.
Dessutom jimfordes forekomsten av bakterier pa slaktkroppar frin sma- och
storskaliga slakterier. Resultaten anvéndes ocksé for att undersoka sambandet
mellan forekomsten av indikatorbakterier och patogena bakterier.

Slaktkroppar provtogs genom att fyra stillen pa kroppen (skinka, rygg, buk,
hals) svabbades med kompress direkt efter urtagning och klyvning. Proverna
skickades 1 kyllador till Livsmedelsverket for analys. De tio storsta storskaliga
slakterierna i Sverige och fyra smaskaliga slakterier ingick i undersdkningen.
Under ett ar analyserades prover fran 568 slaktkroppar fran storskaliga slakterier
och 204 fran smaskaliga slakterier.

Baslinjedata fran de tio storsta slakterierna i Sverige visar att samtliga prov
var negativa for Salmonella och att férekomsten av Campylobacter, Listeria mo-
nocytogenes och verotoxinproducerande Escherichia coli (VTEC) var lag (1, 3
respektive 1 %). Tva slaktkroppar var positiva for Campylobacter jejuni och fyra
for C. coli. Bakterierna i de VTEC positiva proverna saknade de vanligaste viru-
lensgenerna (eaeA, Hly) som kravs for att de ska kunna orsaka sjukdom hos mén-
niskor. Patogen Yersinia enterocolitica kunde inte isoleras fran nagot prov genom
odling men 16 % av proverna var positiva i PCR-analyser. Koagulaspositiva sta-
fylokocker forekom pa knappt en tredjedel av slaktkropparna, oftast i ldga halter
(< 10 CFU/cm?). E. coli isolerades fran drygt hilften av proverna och knappt
90 % av proverna var positiva for Enterobacteriaceae. Flertalet positiva prov hade
halter som var ligre an 10 CFU/cm” av bada bakteriegrupperna. Halterna av totalt
antal aeroba mikroorganismer varierade oftast mellan 10* och 10* CFU/cm’.

Andelen prov per slakteri med E. coli eller Enterobacteriaceae var hogre
bland storskaliga &n bland smaskaliga slakterier. Bland smaskaliga slakterier
varierade andelen prov som var positiva for E. coli fran 4 - 50 % och for
Enterobacteriaceae fran 7 - 80 %. Motsvarande andelar for storskaliga slakterier
var 39 - 84 % respektive 68 - 100 %. Forekomst eller halter av andra bakterier
skiljde sig inte signifikant mellan sma- och storskaliga slakterier.

De genomsnittliga halterna av Enterobacteriaceae var knappt 0,4 log
CFU/cm” hogre 4n halterna av E. coli pa slaktkroppar som var positiva for bada
bakteriegrupperna. Sannolikheten att finna Y. enterocolitica och koagulaspositiva
stafylokocker pa slaktkroppar 6kade med stigande halter av E. coli.

Resultaten av kartldggningen ger en forbéttrad kunskap om foérekomsten av
olika mikroorganismer pa slaktsvin direkt efter slakt. Detta &r data som kan an-
véndas for att bedoma risken for att griskott ska utgora en smittkalla for olika
livsmedelsburna sjukdomar. Resultaten kan ocksé utgora ett stod for utveckling av
foretagens egenkontroll och for att bedoma behovet av tillsynsatgirder.
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Slutsatser ur ett riskhanteringsperspektiv

Framtagna av Tillsynsavdelningen/Enheten for kottillsyn tillsammans med
Samradsgruppen for mikrobiologisk livsmedelssakerhet (SMIL)

Vid virdering (revision) av HACCP-planer for slakt av svin maste
kontrollmyndigheten kunna avgora foljande:

e Om livsmedelsforetagaren identifierat de hédlsofaror som ar signifikanta
vid slakt av svin, dvs. har denne identifierat de agens som ar kidnda for att
orsaka hélsostdrning hos konsument efter konsumtion av slutprodukter
frén svinslakt och for vilka det 4r nodviandigt att identifiera steg for
styrning (CCP) pa slakteriniva.

e Om de forfaranden for styrning som livsmedelsforetagaren inrdttat &r
andamalsenliga, dvs. effektiva om de foljs.

e Om de forfaranden for verifiering av styritgirderna som
livsmedelsforetagaren inréttat 4r &ndamalsenliga.

Foljande resultat, slutsatser och andra uppgifter i rapporten ser vi som sérskilt
anviandbara nér ovanstaende avgoranden skall fillas:

e Resultaten bekriftar tidigare erfarenheter géllande Salmonella spp. Dagens
styrdtgdrder 1 svinslakt fungerar effektivt, dvs. reducerar risken for
Salmonella till en acceptabel niva. Befintliga styratgarder baserar sig pa
overvakning i mottagningssteget (levande djur) i vilket det sékerstills att
endast djur fran gardar som inte dr sparrade for Salmonella slaktas i
ordinarie slakt.

e Av rapporten kan slutsatsen dras att hdlsofarorna EHEC/VTEC och
Campylobacter inte &r att betrakta som signifikanta hélsofaror vid slakt av
svin.

e Av rapportens litteraturgenomgang framgar att Yersinia enterocolitica ar
en signifikant hilsofara vid slakt av svin trots att bakterien inte kunde
isoleras genom odling i studien. Bakterien &r svar att kvantifiera varfor
provtagning och analys inte dr en anvandbar verifieringsmetod for
fortlopande verifiering vid slakt. I rapporten identifieras ett mojligt
samband mellan forekomst av presumtiva E. coli och Yersinia. Presumtiva
E. coli utgor dessutom en sékrare indikation pa fekal fororening dn
Enterobacteriaceae. Mojligheten att anvédnda analys av presumtiva E. coli
som indikator for Yersinia bor beaktas av bade kontrollmyndigheten och
livsmedelsforetagaren.
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Forekomsten av Listeria monocytogenes pa slaktkroppar ér 1lag. Inget i
rapporten tyder pd annat én att effektiva allmédnna hygienétgéirder kan
reducera risken till en acceptabel niva.

Halterna av koagulaspositiva stafylokocker pé slaktkroppar ér laga. Inget i
rapporten tyder pa annat dn att effektiva allminna hygienatgirder kan
reducera risken till en acceptabel niva. Typning av stafylokock-stammarna
kan vara aktuell som ett led i att beddma kontaminationskélla.

Resultaten pekar pé att svabbprover ger haltdata med liten variation
mellan slaktkroppar vid samma provtagningstillfille. Provtagning med
svabb har praktiska fordelar jamfort med destruktiv provtagning med borr.
Svabbprover ger dessutom béttre mdjlighet att folja fordndringar av
forekomsten av E. coli pa slaktkroppar eftersom stérre ytor provtas. Ett
underlag for att kunna sitta kriterier for bedomning av resultat vid
anvindandet av svabbprover bor dérfor tas fram av Livsmedelsverket.
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Inledning

Livsmedelssékerhetsfragor avgors i allt storre utstrackning med utgangspunkt fran
ett riskanalytiskt arbetssitt diar och riskvérdering utgér en grund for olika
hanteringsatgérder. I det perspektivet dr ett systematiskt insamlande av
mikrobiologiska data for olika livsmedel och vid olika punkter i jord-till-bord-
kedjan nodvandigt for att bygga upp ett underlag for att kunna identifiera och
hantera problem.

Animala livsmedel, dvs kott och kottprodukter, har tillsammans med blan-
dade ritter (dér dven kott ingar) varit den vanligaste livsmedelskategorin som ut-
pekats vid matforgiftningar bade i Mat Upp-projektet (SLV 1999) och i den
ordinarie rapporteringen fran kommunerna till Livsmedelsverket (Lindqvist et al.
2000; Lindqvist et al. 2004; Lindqvist et al. 2005). Detta visar pa betydelsen av
kunskap om forekomsten av patogena bakterier pd gris och andra djurslag.
Forekomsten av indikatororganismer och patogena bakterier pa kyckling har
tidigare kartlagts (Lindblad & Lindqvist 2003) och 1 en kommande studie planeras
att beskriva forekomsten av bakterier pa slaktkroppar av notkreatur.

I det nationella tillsynsarbetet har behovet av den hér typen av kartliggningar
for att kunna besvara fragor rorande riktvirden och egenskaper hos bakterier
aktualiserats. Data frdn denna studie kommer att utgora ett stod for att utvirdera
enskilda slakterier utifrdn deras egenkontroll, ge en bittre mojlighet att bedoma
HACCP (Hazard Analysis Critical Control Point) -planer och ge ett underlag for
arbetet med att ta fram mikrobiologiska kriterier. Resultaten fran projektet kan
ocksa tjana som en referens for kommande undersékningar och for utvéardering av
framtida tillsynsétgérder.

8 Livsmedelsverkets rapport nr 1/2006



Syfte

Projektets syfte var att kartldgga forekomsten av sjukdomsframkallande bakterier
(Yersinia enterocolitica, Campylobacter, Salmonella, Listeria monocytogenes,
koagulaspositiva stafylokocker, VTEC) och ett urval indikatororganismer for
fekal fororening och hygien (Escherichia coli, Enterobacteriaceae och totalt antal
aeroba mikroorganismer) pa slaktkroppar av gris. Avsikten var att ge en oversikt-
lig bild for hela produktionen i Sverige, samt att beskriva eventuella skillnader 1
forekomst och halter av bakterier pa storskaliga och sméskaliga slakterier.
Kartlaggningen ska ge ett underlag f6r vardering och hantering av mik-
robiologiska risker genom att:

e uppritta en baslinje for forekomst och 1 vissa fall halter av patogena
bakterier och indikatororganismer pa slaktkroppar fran svenska slakterier

e jamfora forekomst och halter av olika bakterier pé slaktkroppar fran
smaskaliga och storskaliga slakterier

¢ undersoka sambandet mellan férekomsten av olika indikatorbakterier och
patogena bakterier pa slaktkroppar av gris

I projektet insamlades ocksé stammar av olika bakterier som forekommer pé gris.
Dessa kan sedan karakteriseras med utgangspunkt fran relevanta egenskaper som
antibiotikaresistens, toxinbildning, virulensfaktorer mm. Karakterisering ingick
inte 1 projektet utan kan komma att ske 1 foljdprojekt, t ex inom ramarna for
examensarbeten.
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Forekomst av patogena mikroorganismer pa gris

Yersinia enterocolitica ar vanligt forekommande hos grisar, och flaskkott och
flaskprodukter anses vara den framsta smittkéllan till patogen Y. enterocolitica
(Kapperud 1991; Ostroff et al. 1994). Bakterien finns bade i tarmkanalen och i
svalget hos grisar och vid slakt finns det risk for att den kan spridas fran tarmar,
tonsiller eller tunga till slaktkroppen (Nesbakken et al. 1994; Nesbakken et al.
2003). Det finns flera olika serotyper av Y. enterocolitica, varav flertalet inte
orsakar sjukdom hos ménniskor. Den vanligaste humanpatogena serotypen 1
Skandinavien dr O:3, men dven serotyp O:9 férekommer.

Campylobacter forekommer ofta i hdga halter i tarmarna hos grisar. Trots
detta &r det ovanligt att man hittar den pa griskott i handeln (Serensen &
Christensen 1997; West66 & Lindberg 2002). Den vanligaste arten ér C. coli,
medan C. jejuni forekommer i mindre omfattning (Mafu et al. 1989; Adesiyun &
Krishnan 1995; Serensen & Christensen 1997). Bada arterna kan orsaka sjukdom
hos minniska men C. jejuni dominerar starkt bland isolat fran patienter (Ronner et
al. 2004).

I ménga ldnder ar det vanligt att Salmonella finns pa flaskkott. I Danmark
och Nederldnderna bedoms t ex att 10-15 % av dem som insjuknar i salmonellos
har smittats via flaskkott (Berends et al. 1998; Hald et al. 2004). I Sverige ar
forekomsten av Salmonella mycket lag tack vare de omfattande atgérder som
vidtagits sedan 1960-talet (SVA 2004).

Listeria monocytogenes &r en koldtalig bakterie som kan féorekomma pa en
méngd olika platser i slakterier och andra livsmedelsanldggningar. Killan till
L. monocytogenes pa kott kan ofta vara verktyg och arbetsytor 1 slakteriet snarare
an de slaktade djuren 1 sig. God hygien dr dirfor en viktig atgérd for att forhindra
spridning av denna bakterie (Borch et al. 1996).

Staphylococcus aureus finns framforallt pa huden, i sar och pa slemhinnor
hos djur och méinniskor. Den kan ocksé etablera sig pa utrustning i slakteriet och
kan darfor, liksom L. monocytogenes, ses som indikatorbakterie for att utvardera
hygienatgérder pa en slakteri (Borch et al. 1996). Stammar av S. aureus som har
formagan att producera de toxiner som oftast dr orsaken till matforgiftningar ar
vanligare hos méanniskor &n hos djur (Isigidi et al. 1992).

Verotoxinproducerande Escherichia coli (VTEC) kan forekomma hos gris,
men i vasentligt ldgre omfattning dn hos not eller far (Beutin et al. 1993; Eriksson
et al. 2003). Dessutom har VTEC stammar fran gris oftast inte en fullstidndig
uppsittning av de virulensgener som krivs for att de ska kunna orsaka sjukdom
hos ménniskor (Bouvet et al. 2002; Botteldoorn et al. 2003).
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Forandringar av mikrofloran pa gris under slaktprocessen

Nir slaktsvin anlédnder till slakteriet bir de pd relativt hoga halter av bakterier pa
skinnet, cirka 5 - 6 log CFU/cm? (Bolton et al. 2002; Pearce et al. 2004). Vid
skallning och flamning/svedning av slaktkropparna sénks bakteriehalterna, men
under slaktprocessen finns det risk for att kropparna fororenas av bakterier frin
mage och tarmar eller mun- och halsdelar (Gill & Jones 1998; Bolton et al. 2002).
Bakterier kan ocksa dverforas till kott via utrustning eller verktyg i slakteriet.

Figur 1. Slaktprocessen fram till
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Avharning efter skéllning och
putsning efter flamning/svedning ar
moment som medfor att bakteriehalterna
stiger eftersom skrap- och borstmaskiner
ar svara att hélla rena och utgor en kélla
till bakterier (Gill & Bryant 1993; Borch
et al. 1996; Yu et al. 1999; Bolton et al.
2002; Pearce et al. 2004).

Vid urtagning av mag- och
tarmpaketet dr det viktigt att ha bra
rutiner for att férhindra att tarm- eller
maginnehall 6verfors till slaktkroppen. Pa
en del slakterier forsluts numera
dndtarmen med en plastpése, en dtgird
som minskar risken for férorening med
bakterier fran tarmen (Andersen et al.
1991; Nesbakken et al. 1994).

Under kylningen av slaktkropparna
minskar ofta bakterichalterna (Yu et al.
2001; Chang et al. 2003), men det finns
ocksa studier dar hogre halter av totalt
antal aeroba mikroorganismer pavisats
efter kylning (Gill 1998; Bolton et al.
2002; Pearce et al. 2004). Det &r inte bara
temperaturen i sig som paverkar halterna
utan ockséd i vilken grad som ytan pa
slaktkroppen torkar ut (Feldhusen et al.
1992; Gill 1998). Campylobacter ar
sarskilt kdnsliga for den uttorkning som
sker 1 samband med nedkylningen
(Serensen & Christensen 1997; Chang et
al. 2003).

Tvéttning av grisarna fore eller
under slakt har mattlig eller ingen effekt
pa halterna av bakterier pé slaktkroppen
(Gill 1998; Bolton et al. 2002).
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Slaktprocessen skiljer sig en del mellan smaskaliga och storskaliga slakterier.
P& ménga storskaliga slakterier skdllas slaktsvinen hdngande med anga och
avharas dérefter i en skrapmaskin, medan liggande skallning i varmt vatten (ca
60 °C eller mer) och avharning ofta utfors i samma maskin vid sméskalig slakt.
Skallning 1 kar medfor risk for att skallvatten kan tranga in 1 slaktkroppen via
sticksaret 1 halsen men de termofila bakterier som dominerar i skéllvattnen har
liten betydelse for kvaliteten hos kott som kylforvaras (Sorqvist & Danielsson
Tham 1986; Sorqvist & Danielsson Tham 1987). Vidare sker flamning och
borstning manuellt pa smaskaliga slakterier. Féarre personer ar inblandade i slakten
vilket innebdr att samma slaktare utfor fler moment jamfort med storskalig slakt.
En jimforelse av mikrobiologisk kdttkvalitet pa smé- och storskaliga slakterier i
Sverige fran 1998 visar att forekomsten av koagulaspositiva stafylokocker, liksom
koliforma bakterier och E. coli, var lagre pa smaskaliga dn pa storskaliga
slakterier (Hansson 1999). Halterna av totalt antal aeroba mikroorganismer var i
genomsnitt lika hdga, men varierade mer bland smaskaliga dn bland storskaliga
slakterier.

Provtagning av slaktkroppar

I EU kommissionens beslut den 8 juni 2001 (2001/471/EG) stills krav pé att
slakterier ska utova egentillsyn enligt HACCP-principen. Beslutet upphor att gélla
fran och med den 1 januari 2006 men liknande krav kommer dé att inforlivas 1 den
nya EU-forordningen om mikrobiologiska kriterier. I beslutet foreskrivs anvénd-
ning av destruktiv metod (borrprov, 4 x 5 cm?) eller av vat plus torr svabb

(4 x 100 cm?) for bestimning av totala halter av aeroba mikroorganismer och av
Enterobacteriaceae. Provtagning ska ske pa fyra stéllen pa slaktkroppen, for svin
pa skinka, rygg, buk och kike. Efter det att [dmpliga kriterier satts upp kan
behorig myndighet godkénna att rakning av E. coli anviands som ett alternativ till
Enterobacteriaceae.

I kommissionens beslut anges kriterier for indikatororganismer vid anvénd-
ning av borrprov (tabell 1). Om andra metoder dn den destruktiva anvénds skall
mikrobiologiska kriterier for dessa faststéllas och godkénnas av den behdriga
myndigheten. I Finland har Jord- och skogsbruksministeriet satt gransvarden for
dagliga medelvarden som dr 0,5 logenheter ldgre for provtagning med svabb
(13/VLA/2003) an for borrprov, medan FSA i Storbritannien anger gransvirden
som &r 0,7 logenheter lagre (FSA/0695/0502). Dessa gransvarden bygger pd anta-
gandet att utbytet fran svabbning motsvarar 20-30 % av resultat fran destruktiv
provtagning. I Sverige finns inga gransviarden angivna for svabbmetoder.
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Tabell 1. Medelvirden av de dagliga resultaten for godtagbara, griansfall och ej
godtagbara resultat av provtagning pa svin med destruktiv metod (2001/471/EQG)

Godtagbart Grénsfall Ej godtagbart
(log CFU/cm?) (log CFU/cm?) (log CFU/cm?)
T(?talt antal .aeroba <40 40-5.0 > 5.0
mikroorganismer
Enterobacteriaceae <2,0 2,0-3,0 >30

Destruktiv provtagning anses ofta ge hogre halter 4n svabbning, men
svabbmetoder ar enklare att anvdnda och skadar inte slaktkroppen (Capita et al.
2004). Dessutom kan en storre yta provtas, vilket minskar variationen i resultaten
och ger en bittre mojlighet att uppskatta forekomsten av bakterier med laga halter
pa slaktkroppen, t ex E. coli. Utbytet av svabbning beror till stor del pa vilken typ
av svabb som anvinds. Svabbning med vat + torr bomullstops ger ldgre halter dn
strdvare material som svampar eller kompresser av gasbinda (Dorsa et al. 1996;
Gill & Jones 2000; Capita et al. 2004). Om striva svabbar anvands kan halterna
na upp till 50 — 100 % av resultaten fran destruktiv provtagning (Dorsa et al.
1996; Gill & Jones 2000; Pearce & Bolton 2005). Svabbning av en viss bestimd
yta med eller utan provtagningsmall har ocksa jaimforts och resultaten visar att
likartade resultat uppnaddes vare sig mall anvéndes eller inte (Gill & Jones 1998;
Gill & Jones 2000).
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Material och metoder

Provtagning

For att ta fram en baslinje 6ver forekomst och halter av olika bakterier pé gris togs
svabbprover fran slaktkroppar pa de tio storsta storskaliga slakterierna i Sverige.
Dessa slaktar tillsammans 3 miljoner grisar vilket utgér 94 % av den inhemska
produktionen. Antalet prov per slakteri var proportionellt mot den arliga
slaktvolymen, vilket innebér att flest prov togs pé de storsta slakterierna.
Malsattningen var att analysera totalt 600 prov fran storskaliga slakterier.

Dessutom togs prover fran fyra smaskaliga slakterier for att kunna jaimfora
forekomst och halter av olika bakterier pd sméskaliga och storskaliga slakterier.
Definitionen av ett sméskaligt slakteri &r att farre dn 20 slaktenheter slaktas per
vecka och férre dn 1000 enheter slaktas varje ar (ett slaktsvin rdknas som 0,2
slaktenheter). Urvalskriterier for de smaskaliga slakterier som skulle ingd i
studien var att antalet slaktade grisar skulle vara tillrackligt stort for att mojliggora
regelbunden provtagning (ca 750 - 1500 slaktsvin per &r). Det maste ocksa vara
ett slakteri dar det var praktiskt mdjligt for Livsmedelsverkets personal att ta
prover eller dér slakteriet kunde stilla upp med egen personal. Malséttningen var
att analysera totalt 200 prov fran smaskaliga slakterier (50 prov per slakteri).

Provtagningen pégick under ett &r (13/9 2004 — 27/9 2005), med uppehill for
helger och semester under totalt tio veckor (vecka 52-1, 12, 18, 25, 29-31, 37).
Med ett berdknat bortfall av analyser pa ca 10 % planerades initialt for att 880
prov skulle samlas in under projektaret. Antalet planerade prov utdkades under
projektets ging till 901. Pa samtliga storskaliga slakterier och pa tvé av de sméa-
skaliga slakterierna skotte besiktningsveterindrer och besiktningsassistenter prov-
tagningen. Pa de tva aterstdende smaskaliga slakterierna togs proverna av slakteri-
ets egen personal. En och samma person tog de flesta av proverna pa ett storska-
ligt och ett smaskaligt slakteri (C och J i figur 6 — 10). For att minska analysarbe-
tet under veckohelger togs alla prover i borjan av veckan, pd mandagar och tisda-
gar. Alla prover fran smaskaliga slakterier togs pd mandagar dé slakten normalt
sker.

Vid provtagningen svabbades hela slaktkroppar av slaktsvin pa fyra stillen
(skinka, rygg, buk, hals; se bilder i Appendix 1). Provtagningsstéllena 6verens-
stimmer med kommissionsbeslut 2001/471/EG, forutom att halsen valdes istédllet
for kiken 1 enlighet med praxis for egenkontroll pé de storsta svenska slakterierna.
Proverna togs efter klyvning av slaktkropparna men innan kylning. En kompress
fuktades med 10 ml buffrat peptonvatten innan provtagning och pa vart och ett av
de fyra provtagningsstillena svabbades ca 10 x 10 cm” (totalt 400 cm®). En och
samma kompress anvidndes for alla fyra ytorna. Vid svabbningen anviande provta-
garna anvinde plasthandskar som byttes mellan varje slaktkropp. Efter provtag-
ning tillsattes ytterligare 10 ml buffrat peptonvatten till varje kompress varefter de
skickades i kyllada per post till Livsmedelsverket.
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Vid ankomsten till Livsmedelsverket registrerades kompressernas temperatur
med en IR termometer (Raytek®™ Raynger ST™). I likhet med tidigare baslinjestu-
dier i USA (Eblen et al. 2005) bedémdes prover med temperaturer upp till och
med 10 °C som helt godtagbara. Dessutom utfordes kvalitativa analyser pa prover
med temperaturer mellan 11-17 °C. Vid hégre ankomsttemperaturer gjordes inga
analyser.

Analyser

Efter tillsats av 90 ml buffrat peptonvatten (totalt 100 ml per kompress inklusive
de 10 ml som tillsattes av provtagaren efter svabbning) kordes kompresserna i
stomacher under 1 minut. Analyser pd spidningsserier av homogenatet padbdrjades
samma dag som provet ankom. Samtliga prov analyserades kvantitativt (halter av
bakterier) for E. coli, Campylobacter och koagulaspositiva stafylokocker samt
kvalitativt (forekomst eller ej) for patogen Y. enterocolitica, Salmonella och
VTEC. Koagulaspositiva stafylokocker utgors huvudsakligen av S. aureus men
det finns dven tva andra arter, S. hyicus och S. intermedius, som kan bilda
koagulas (Roberson et al. 1992). Dessutom gjordes kvantitativa analyser vixelvis
1 fyraveckorsperioder av totalt antal aeroba mikroorganismer respektive
Enterobacteriaceae. For att minska arbetsbelastningen under helger utfordes
kvalitativa analyser av L. monocytogenes bara pa hélften av proverna, i forsta
hand pa de som anlénde pé tisdagar.

De analysmetoder som anvindes dr huvudsakligen baserade pa NMKL-
metoder med vissa modifikationer i enlighet med Mikrobiologiska enhetens
metodkatalog. Forutom metoder for analys av VTEC och kvantitativ bestimning
av Campylobacter var samtliga metoder ackrediterade. De flesta av metoderna
bygger pa odling pd agarplattor men i ndgra fall anvéndes dven PCR-analyser.

I korthet analyserades presumtiva E. coli genom att 1 ml frdn homogenatet
och fran 1ampliga spadningar blandades med smilt trypton soja agar (TSA) och
preinkuberades 1-2 timmar 1 rumstemperatur. Dérefter 6vergjots plattan med
smélt violettrod galla glukos agar (VRGG) och inkuberades vid 44 °C 1 ett dygn.
Enterobacteriaceae analyserades genom att 1 ml blandades med smélt VRGG.
Sedan agarn stelnat 6vergjots denna med ett nytt tunt lager smélt agar och inkube-
rades vid 37 °C i ett dygn. Analyser av aeroba mikroorganismer gjordes genom att
blanda 1 ml fran ldmplig spddning med smélt Plate Count agar (PCA) som sedan
Overgjots med ett nytt tunt lager smélt agar och inkuberades vid 30 °C i tre dygn.

Analyser av koagulaspositiva stafylokocker utfordes pa Rabbitplasma
Fibrinogen Agar (RPFA) som inkuberades i tva dygn vid 37 °C. Inledningsvis
spreds 0,1 ml av ldmpliga spddningar pa ytan av plattorna. P4 grund av att andelen
positiva resultat visade sig vara ldgre dn forvéntat utfordes fran och med
december 2004 dven ingjutning av 1 ml av homogenatet. Ddrmed sénktes
detektionsgransen fran 2,5 till 0,25 CFU/cm?, vilket ocksé var detektionsgrinsen
for ovriga kvantitativa analyser.
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Vid analyser av L. monocytogenes blandades forst 25 ml av homogenatet
med 225 ml Half Fraser (HF) buljong och priméranrikades vid 30 °C 1 ett dygn.
Dag tvé overfordes 0,1 ml av buljongen till Fraser buljong for sekundéranrikning
vid 37 °C 1 tvéa dygn. Fran svirtade ror gjordes utstryk pd Hemolytic Ceftazidime
Litium Chloride (HCLA) agar och pd PALCAM agar som inkuberades vid 37 °C 1
ett dygn. Utstryk pa selektiva agarplattor gjordes dven fran den priméra anrik-
ningsbuljongen.

Salmonella analyserades genom att 25 ml av homogenatet blandades med
225 ml buffrat peptonvatten (BPV) och preanrikades vid 37 °C i 18 timmar. Dag
tva overfordes 0,1 ml av buljongen till Rappaport Vassiliadis sojapepton (RVS)
buljong och inkuberades i ett dygn vid 42 °C. Dérefter gjordes utstryk pd Xylose
Lysine Desoxycholate (XLD) agar och pa mannitol lysin kristallviolett
briljantgront (MLCB) agar. Agarplattorna inkuberades vid 37 °C i ett dygn.

Analyserna av Y. enterocolitica byggde pa en kombination av odling pa
Yersinia Selective Agar (CIN) plattor och en PCR-metod (Thisted Lambertz et al.
2000). For att hoja kénsligheten i de fall d& en forsta PCR-analys (PCR;) av en
anrikningsbuljong ger ett negativt resultat Gverfors 10 pul av PCR-produkten till en
ny PCR-mix, varefter en andra PCR-analys (PCRy;) gors.

Campylobacter analyserades genom direktstryk (utan anrikning) av homoge-
nat och lampliga spadningar pa blodfritt Campylobacter medium (CBFS). I den
lagsta spddningen 1 ml av homogenatet pa en stor agarplatta. Agarplattorna inku-
berades vid 42 °C 1 tvé dygn. For konfirmering och artbestimning av presumtiva
Campylobacter anvindes olika PCR-metoder (Fermer & Engvall 1999; Nogva et
al. 2000; LaGier et al. 2004). I en forsta korning testades om isolat fran CBFS var
termofila Campylobacter. Positiva isolat analyserades sedan med realtids-PCR for
C. coli respektive C. jejuni. Dessutom utférdes16S rDNA sekvensering for artbe-
stimning av olika isolat fran CBFS plattor vid Rudbecklaboratoriet i Uppsala.

Forekomst av VTEC analyserades med en immunologisk metod, VTEC-
Screen (Denka Seiken, Tokyo, Japan). Metoden bygger pa Reversed Passive
Latex Agglutination (RPLA) och detekterar verotoxin (vtl och vt2). Tjugofem ml
av homogenatet blandades med 225 ml Modified Trypton Soy Broth (mTSB) med
tillsats av mitomycin och anrikades vid 41,5 °C i ett dygn. Darefter utférdes toxin-
analys pd 1 ml av anrikningsbuljongen. Positiva prov analyserades med VIP for
EHEC, en immunologisk metod for detektion av E. coli O157:H7. Olika PCR-
metoder (Gannon et al. 1997; Paton & Paton 1998; Pass et al. 2000) anvéandes for
att kontrollera om det i positiva prov fanns gener for verotoxinproduktion (vt1,
vt2, vt2e), andra virulensgener (eaeA, hlyA) eller den specifika genen for serotyp
H7. Samtliga PCR-analyser av VTEC utfordes av Statens Veterindrmedicinska
Anstalt.
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Statistisk bearbetning

Den ursprungliga kvantitativa analysenheten, antal kolonibildande enheter (CFU)
per ml, riknades om till CFU/cm® genom att dividera med provtagningsytans
storlek (400 cm?) och multiplicera med den tillsatta volymen buffrat peptonvatten
(100 ml).

Data frén de tio storsta slakterierna i landet anviandes for att upprétta en
baslinje for forekomst och halter av olika bakteriegrupper pa slaktkroppar.
Eftersom antalet prov per slakteri var proportionellt mot den arliga slaktvolymen
ger denna baslinje ett métt pa forekomsten av bakterier pa slaktkroppar i svensk
produktion. Alla genomsnittliga halter av bakterier dr redovisade som
medianvirden (CFU/cm?) och som medelvirdet av logaritmerade virden (medel
log CFU/cm?) fran positiva prover. Medianvirdet motsvarar det mittersta vérdet
nir haltdata fran positiva prover ordnats fran det l4gsta till hogsta.

Forekomsten av bakterier pa slaktkroppar frdn sma- respektive storskaliga
slakterier jamfordes baserat pa analysdata fran de fyra sméaskaliga slakterierna och
fran de sex storsta storskaliga slakterierna. For de fyra ovriga storskaliga
slakterierna beddmdes antalet prov per slakteri for litet for att ta med data fran
dessa. Jamforelserna gjordes med Mann-Whitney (MW) test som &r ett icke
parametriskt test dir alla observationer rankas fran lagst till hogst. Efter att
observationerna rankats summeras rankingtalen for olika grupper. Ar skillnaden
stor pekar det pa att grupperna skiljer sig at.

Samtliga data frdn bade smé- och storskaliga slakterier anvéndes for att
undersdka samband mellan forekomst och halter av olika bakteriegrupper pa
slaktkroppar. Sambandet mellan férekomsten av indikatorbakterier och patogena
bakterier provades med y*-test. Alla konfidensintervall for andelar positiva prov
som visas 1 figurer dr berdknade enligt Newcombe’s metod (Newcombe 1998)
med kontinuitetskorrektion.

Eftersom en stor andel negativa prov medforde att haltdata for Entero-
bacteriaceae och E. coli inte &r normalfordelade anvandes ett icke parametriskt
test, Spearmans rank korrelation, for att undersdka sambandet mellan halterna pa
samtliga slaktkroppar som analyserats for bada bakteriegrupperna. En berdkning
av skillnaden i medelvirden (medel log CFU/cm?) gjordes ocksa baserat p4 halt-
data fran enbart de slaktkroppar som var positiva for bade Enterobacteriaceae och
E. coli.
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Resultat

Totalt antal analyserade prov

Av 901 planerade provtagningar pa slaktkroppar f6ll 54 bort pd grund av
utebliven slakt, problem med utskick av provtagningsmaterial eller andra skil. Av
de 847 prov som skickades till Livsmedelsverket kunde 73 inte analyseras efter-
som de ankom pé en dag da analyser inte utférdes eller holl en temperatur Gver

17 °C. Dessutom holl 65 prov en temperatur mellan 11 och 17 °C vid ankomst och
pa dessa utfordes endast kvalitativa analyser. Analysresultaten fran de 65
proverna med hog temperatur skiljde sig inte signifikant fran resultaten fran
prover med ankomsttemperaturer under 11 °C (y*-test, P > 0,05). Den
huvudsakliga orsaken till att prov anlénde for sent eller holl for hog temperatur
var forsenad postgang.

Totalt utférdes ddrmed kvalitativa analyser pa 772 prov, varav 204 fran sma-
skaliga och 568 fran storskaliga slakterier. Kvantitativa analyser utférdes pa totalt
707 prov (166 och 541 fran sma- respektive storskaliga slakterier). Bortfall av
analyser av enskilda bakteriegrupper forekom av olika orsaker. Tjugofem prov
kunde inte analyseras for Y. enterocolitica pa grund av misstanke om kontamina-
tion av proverna. Ett felaktigt analys-kit medforde att 17 prov inte analyserades
for VTEC.

Antal prov per slakteri

For de fyra sméskaliga slakterierna och de sex storsta storskaliga slakterierna
anges antalet prov per slakteri och bakteriegrupp i tabell 4. Slakterierna har
sorterats och namngetts i stigande ordning efter andelen E. coli positiva prov
(smaskaliga A-D och storskaliga E-J). Antalet analyserade prov fran de fyra
Ovriga storskaliga slakterierna (mellan 21 och 32 prov per slakteri) bedomdes som
for litet for att medge jamforelser.
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Tabell 4. Antal prov per slakteri och bakteriegrupp, samt totalt antal prov som
godkints for kvalitativa respektive kvantitativa analyser fran varje slakteri.

Antal prov per slakteri

Smaskaliga Storskaliga

Bakteriegrupp A B C D E F G H 1 J
E. coli 28 48 48 42 44 51 170 49 43 103
Enterobacteriaceae 15 26 30 20 12 20 87 22 25 41
Aeroba mikroorganismer 13 22 18 22 28 28 83 27 18 62
Y. enterocolitica 56 48 46 44 45 50 171 47 44 103
Campylobacter 28 48 48 42 44 50 170 49 43 106
Salmonella 56 53 51 44 48 50 180 49 46 106
Koagulaspos. stafylokocker* 28 43 33 27 32 35 124 30 31 71
L. monocytogenes 32 42 48 20 24 22 69 36 19 42
VTEC 52 48 51 44 48 50 178 49 47 106
Totalt antal prov:

kvalitativa analyser 56 53 51 44 48 50 180 49 47 106
kvantitativa analyser 28 48 48 42 44 51 170 49 43 103

* endast prov analyserade med den ligsta detektionsgrinsen, 0,25 CFU/cm’
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Baslinjedata fran de tio storsta slakterierna i Sverige

Indikatorbakterier

E. coli isolerades fran drygt hélften av de provtagna slaktkropparna (tabell 2).
Halterna pa positiva slaktkroppar var oftast 14ga. Medianviérdet var 0,9 CFU/cm’
(tabell 3) och merparten (95 %) av de positiva proven hade en halt som var légre
an 10 CFU/cm” (figur 2). Den hogsta halten pa en enskild slaktkropp var ca 2 500
CFU/cm’.

Enterobacteriaceae fanns pa 87 % av proverna (tabell 2). Halterna pa positiva
slaktkroppar var ndgot hogre én halterna av E. coli. Medianvérdet var 2,0
CFU/cm’ (tabell 3). De flesta (90 %) av de positiva proven hade en halt som var
ligre &n 10 CFU/cm” (figur 3). Den hdgsta halten som uppmittes var 140
CFU/cm’.

Halter av aeroba mikroorganismer kunde faststéllas for samtliga analyserade
prov utom ett (tabell 2). Medianvérdet var ca 2 700 CF U/em’ (tabell 3). Halterna
pé flertalet (89 %) av slaktkropparna varierade mellan 10* och 10* CFU/cm?
(figur 4). Den hogsta halten som uppmittes var ca 57 000 CFU/cm’.

Tabell 2. Andel positiva slaktkroppar. Data fran de tio storsta svenska slakterierna

Bakteriegrupp Totalt antal prov  Antal positiva % positiva (95 % k.i.)
E. coli 541 306 57 (52-61)
Enterobacteriaceae 252 218 87 (82 -90)
Aeroba mikroorganismer 283 282 100 **

Y. enterocolitica 542 85 16 (13-19)
Campylobacter 544 6 1 (0- 2)
Salmonella 567 0 0 (0- 0,8
Koagulaspos. stafylokocker* 385 115 30 (25-3)5)

L. monocytogenes 260 8 3(1- 6)
VTEC 562 5 1 (0- 2)

* endast prov analyserade med den ligsta detektionsgrinsen, 0,25 CFU/cm?
** konfidensintervall ej relevant

Tabell 3. Genomsnittliga halter pa positiva slaktkroppar. Data frén de tio storsta
svenska slakterierna

Antal Median Medel Standardavvikelse
Bakteriegrupp positiva prov  (CFU/cm?)  (log CFU/em®)  (log CFU/cm?)
E. coli 306 0,9 0,1 0,6
Enterobacteriaceae 218 2,0 0,3 0,5
Aeroba mikroorganismer 282 2693 3,5 0,7
Campylobacter 5 0,2 -0,6 0,2
Koagulaspos. stafylokocker* 115 0,7 0,0 0,7

* endast prov analyserade med den ligsta detektionsgrinsen, 0,25 CFU/cm’
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Figur 2. Fordelning av halter av E. coli pa 306 positiva slaktkroppar.
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Figur 3. Fordelning av halter av Enterobacteriaceae pa 218 positiva slaktkroppar.
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Figur 4. Fordelning av halter av totalt antal aeroba mikroorganismer pé 282
positiva slaktkroppar.
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Yersinia enterocolitica

Patogen Y. enterocolitica kunde inte isoleras fran nagot prov genom odling men
85 (16 %) av de 542 analyserade proven var positiva i PCR-analyser (tabell 2).
Tjugotre prov var positiva i PCR | och 62 prov enbart i PCR ;.

Campylobacter

Mikroskopering och PCR analyser av ett stort antal isolat fran CBFS plattor
visade att endast ett fital av kolonierna verkligen var Campylobacter.
Sekvensering av 16S rDNA fran nigra av isolaten pekade istillet pa att det kunde
rora sig om arter ur sldktena Acinetobacter, Burkholderia och Brevundimonas. En
typ av koloni (stor, vit och utflytande) som ofta forekommer pa CBFS plattor vid
analyser av prover fran slaktkroppar av bade gris och kyckling identifierades som
Acinetobacter baumanni.

Analyser med realtids PCR visade att sex (1 %) av 544 analyserade prov var
positiva for Campylobacter (tabell 2). P4 samtliga positiva slaktkroppar var
halterna ligre 1 CFU/cm’ och medianvirdet var 0,2 CFU/cm? (tabell 3). Tva
slaktkroppar var positiva for C. jejuni och fyra for C. coli.

Salmonella
Samtliga 567 analysresultat var negativa. Det innebdr att andelen smittade
slaktkroppar under provtagningsperioden med 95 % sannolikhet var liagre dn

0,8 % (tabell 2).

Listeria monocytogenes

Atta (3 %) av 260 analyserade prov var positiva for L. monocytogenes (tabell 2).
Proverna kom fran tva slakterier dér fyra av 36 prov, respektive fyra av 11 prov,
var positiva.

VTEC

Fem (1 %) av 562 analyserade prov var positiva for VTEC (tabell 2). Inget av
dessa prov var positivt for E. coli O157:H7 i snabbmetoden VIP for EHEC eller
for h7 gener i PCR. PCR-analyser bekréftade att det i fyra av proverna fanns
bakterier med gener for produktion av verotoxin, medan ett prov var PCR-
negativt. Tva prov var positiva for verotoxin 1 (vtl), ett for verotoxin 2e (vt2e)
och ett for bade vtl och vt2e. Inget av proverna var positivt for virulensfaktorerna
eaeA eller hlyA.
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Koagulaspositiva stafylokocker

Totalt analyserades 543 prov, varav 158 med enbart ytspridning pd agarplattor
och 385 dessutom med ingjutning (detektionsgrins 2,5 respektive 0,25 CFU/cm?).
Koagulaspositiva stafylokocker isolerades frén en knapp tredjedel av de 385 prov
som analyserades med den ldgre detektionsgrinsen (tabell 2). Om samtliga prov
enbart hade analyserats med den hogre detektionsgransen skulle det ha resulterat i
6 % positiva prov. Halterna pd positiva slaktkroppar var oftast 14ga, medianvirdet
var 0,7 CFU/cm? (tabell 3). De flesta (91 %) av de positiva proven hade en halt
som var ligre dn 10 CFU/cm? (figur 5). Den hogsta halten pa en enskild
slaktkropp var 600 CFU/cm’.
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Figur 5. Fordelning av halter av koagulaspositiva stafylokocker pa 115 positiva
slaktkroppar fran storskaliga slakterier.
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Jamforelser mellan smaskaliga och storskaliga slakterier

Indikatorbakterier

Andelen E. coli positiva prov per slakteri skiljde sig signifikant mellan sma- och
storskaliga slakterier (MW test, P < 0,05). Bland smaskaliga slakterier varierade
andelen positiva prov fran 4 - 50 % och bland storskaliga slakterier fran

39 - 84 % (figur 6).

Andelen prov med Enterobacteriaceae per slakteri skiljde sig ocksa signifi-
kant mellan sma- och storskaliga slakterier (MW test, P < 0,05). Bland sméskaliga
slakterier varierade andelen positiva prov fran 7 - 80 %, och bland storskaliga
slakterier frdn 68 — 100 % (figur 7).

De genomsnittliga halterna av totalt antal aeroba mikroorganismer skiljde sig
inte signifikant mellan sma- och storskaliga slakterier (MW test, P < 0,05). Me-
delvirdena varierade mellan 2,2 - 3,7 log CFU/cm? pa smaskaliga slakterier, och
mellan 2,9 - 4,1 log CFU/cm” pa storskaliga slakterier (figur 8).
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Figur 6. Andel prov med E. coli pa smaskaliga och storskaliga slakterier.
Felstaplarna visar 95 % konfidensintervall.
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Figur 7. Andel prov med Enterobacteriaceae pd smaskaliga och storskaliga
slakterier. Felstaplarna visar 95 % konfidensintervall.
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Figur 8. Genomsnittliga halter av aeroba mikroorganismer pa sméskaliga och
storskaliga slakterier. Felstaplarna visar 95 % konfidensintervall.
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Yersinia enterocolitica

Andelen Y. enterocolitica positiva prov per slakteri skiljde sig inte signifikant
mellan sma- och storskaliga slakterier (MW test, P > 0,05). Bland smaskaliga
slakterier varierade andelen positiva prov frin 4 - 10 %, och bland storskaliga
slakterier fran 4 - 23 % (figur 9). Av de totalt 12 positiva proven fran smaskaliga
slakterier var tva positiva i PCR j och tio enbart i PCR .
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Figur 9. Andel prov med Y. enterocolitica pa smaskaliga och storskaliga
slakterier. Felstaplarna visar 95 % konfidensintervall.

Koagulaspositiva stafylokocker

Andelen prov per slakteri som var positiva for koagulaspositiva stafylokocker
skiljde sig inte signifikant mellan sma- och storskaliga slakterier (MW test,

P > 0,05). Bland sméskaliga slakterier varierade andelen positiva prov fran

4 - 33 % och bland storskaliga slakterier fran 6 - 52 % (figur 10).

26 Livsmedelsverkets rapport nr 1/2006



>
S 60% A
o
©
=
2 40% -
o
o
S 20% -
c
0% T T T T T T T 1
A B C D E F G H | J
Smaskaliga Storskaliga

Figur 10. Andel prov med koagulaspositiva stafylokocker pa sméskaliga och
storskaliga slakterier. Felstaplarna visar 95 % konfidensintervall.

Ovriga bakterier

Inga prov fran smaskaliga slakterier var positiva for Campylobacter, Salmonella,
L. monocytogenes eller VTEC. Resultaten fran provtagningen pé storskaliga
slakterier visar ocksa att dessa bakterier 4r ovanliga pa slaktkroppar i Sverige
(tabell 2). Ett mycket storre antal prover dn de som tagits i denna undersokning
skulle dérfor kravas for att kunna goéra meningsfulla jamforelser mellan smé- och
storskaliga slakterier.
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Samband mellan olika bakteriegrupper

Halterna av Enterobacteriaceae pa enskilda slaktkroppar var oftast hogre én
halterna av E. coli fran samma prov (figur 11). Som forvéntat fanns det ett
samband mellan de bada bakteriegrupperna (Spearmans rank korrelation, P <
0,001), men vissa prov holl hdga halter av Enterobacteriaceae samtidigt som
halterna av E. coli var laga eller under detektionsgransen (figur 11).

De genomsnittliga halterna av Enterobacteriaceae och E. coli pa de totalt 148
slaktkroppar som vara positiva for bada bakteriegrupperna var 0,42 respektive
0,06 log CFU/cm®. De genomsnittliga halterna av Enterobacteriaceae var saledes
0,36 log CFU/cm? hogre dn halterna av E. coli (95% konfidensintervall 0,28 - 0,44
log CFU/cm?).
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Figur 11. Samband mellan halter av Enterobacteriaceae och E. coli pa 343
slaktkroppar fran sma- och storskaliga slakterier. Den streckade linjen har
lutningen 1 (viarden som ligger pd denna linje &r lika hoga).

Om ett prov var positivt for E. coli s& var sannolikheten for att provet ocksa
skulle innehalla Y. enterocolitica storre 4n om provet var negativt (y*-test, P <
0,001). Andelen prov dér Y. enterocolitica pavisades 6kade med stigande halter av
E. coli (figur 12). Likasa var sannolikheten for att hitta koagulaspositiva stafylo-
kocker pa ett prov stdrre om provet var positivt for E. coli (x*-test, P < 0,001) och
andelen positiva prov 6kade med stigande E. coli halter (figur 13). Halterna av E.
coli pa de fem slaktkroppar som var positiva for VTEC var inte hogre 4n normalt
(tvé av proverna var negativa och den hogsta halten var 1,1 log CFU/cm?).

Det fanns inga signifikanta samband mellan forekomst av Enterobacteriaceae
eller halter av aecroba mikroorganismer och forekomst av ndgon patogen bakterie
(y*-test, P > 0,05).
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Figur 12. Andel slaktkroppar som var positiva for Y. enterocolitica i forhallande
till halter av E. coli. 692 prov fran sma- och storskaliga slakterier. Felstaplarna
visar 95 % konfidensintervall.
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Figur 13. Andel slaktkroppar som var positiva for koagulaspositiva stafylokocker

i forhallande till halter av E. coli. 513 prov fran sma- och storskaliga slakterier.
Felstaplarna visar 95 % konfidensintervall.
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Diskussion

Baslinjedata for patogena bakterier frén de tio storsta slakterierna i Sverige visar
att samtliga provtagna slaktkroppar var negativa fér Salmonella och att forekoms-
ten av Campylobacter, L. monocytogenes och VTEC var lag (1, 3 respektive 1 %).
Patogen Y. enterocolitica kunde inte isoleras fran nagot prov genom odling men
16 % av de provtagna slaktkropparna var positiva i PCR-analyser. Koagulasposi-
tiva stafylokocker pdvisades pé knappt en tredjedel av slaktkropparna.

Franvaron av Salmonella var forviantad med tanke pa att denna bakterie under
lang tid 6vervakats och bekdmpats i produktion av foder, djur och livsmedel i
Sverige. Det innebdr att i stort sett allt inhemskt producerat rétt och vitt kott samt
agg ar fritt fran Salmonella (SVA 2004). Det hdnder att Salmonella pavisas i
svinbesdttningar eller pa slakterier men férekomsten dr normalt mycket lag.
Undantagsvis forekommer Salmonella i stérre omfattning som 2003 da S. Cubana
hittades 1 134 svinbeséttningar (SVA 2004). Orsaken till utbrottet var foder
kontaminerat med Salmonella.

Pa de sex slaktkroppar som var positiva for Campylobacter forekom bade
C. jejuni (tva stycken) och C. coli (fyra stycken). Det vanligaste dr annars att
C. coli ar den klart dominerande arten pa grisar (Mafu et al. 1989; Adesiyun &
Krishnan 1995; Serensen & Christensen 1997). Forekomsten av Campylobacter
pa slaktkroppar varierar i hog grad mellan olika studier, men 1 vissa fall har
bakterien pavisats pa upp till tva tredjedelar av provtagna slaktkroppar (Epling et
al. 1993; Adesiyun & Krishnan 1995; Serensen & Christensen 1997). Den laga
forekomsten 1 Mikroprofilprojektet (1 % positiva prov) och de ldga halterna (< 1
CFU/cm?) pekar pa bakterien 4r ovanlig pa slaktkroppar i Sverige. Eftersom
proverna dr tagna innan kylning kan man dessutom forvinta sig en minskning av
halterna efter nedkylning. Resultaten fran ett tidigare Riksprojekt dir forekomsten
av Campylobacter undersoktes i samarbete mellan Livsmedelsverket och landets
kommuner visar ocksa att bakterien var ovanlig pd ratt griskott. Endast 0,3 % av
prover tagna i butiker var positiva for Campylobacter (West66 & Lindberg 2002).

Resultaten visar att VTEC forekom i liten omfattning pé de provtagna slakt-
kropparna men tyder inte pa att nagot av proverna inneh6ll humanpatogena bakte-
rier. Endast i fem prov pavisades verotoxin. I fyra av dessa bekréiftade PCR-
analyser forekomsten av gener for produktion av verotoxin (vt1 och vt2e). Vero-
toxin 2e &r ett toxin som orsakar 6demsjuka hos grisar men som séllan har kopp-
lats till sjukdom hos ménniskor (Pierard et al. 1998). PCR-resultaten visar ocksa
att proverna var negativa for nagra av de vanligaste virulensgenerna (eaeA, hlyA)
som krévs for att bakterierna ska kunna orsaka sjukdom hos ménniskor. Tidigare
studier i Nederldnderna och Frankrike har visat att gener for verotoxinproduktion
kan pdvisas 1 en relativt stor andel prov (upp till drygt 20 %) frén levande grisar,
slaktkroppar eller flaskkott (Bouvet et al. 2002; Botteldoorn et al. 2003). Bland de
positiva proverna var vt2e vanligast och i bdda studierna konstateras att human-
patogena VTEC ej kunnat pavisas.
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Den laga forekomsten av L. monocytogenes pa de provtagna slaktkropparna
tyder pé att slakteriernas rutiner for rengoring och desinfektion fungerar val,
atminstone fram till den punkt d& proverna togs. Undersdkningar i andra lander
pekar ocksé pé att forekomsten av bakterien normalt ar 1&g pa slaktkroppar,
mellan 0 och 10 % (Nesbakken et al. 1994; Adesiyun & Krishnan 1995; Saide
Albornoz et al. 1995; Fenlon et al. 1996; Autio et al. 2000; Kanuganti et al. 2002;
Yeh et al. 2005). Under den fortsatta hanteringen kan forekomsten sedan dka.

L. monocytogenes har t ex patriaffats i upp till 80 % av prover av flask- eller
blandfirs (Buncic 1991; Wendlandt & Bergann 1994; Duffy et al. 2001;
Kanuganti et al. 2002). I Sverige har inte forekomsten i raa kottprodukter
kartlagts, men ett tidigare Riksprojekt visar att L. monocytogenes fanns i 1 % av
prover fran atfardiga flaskprodukter som korv och skinka (Rosengren & Lindblad
2003). I projektet ingick egentligen inte provtagning av produkter som ska vérmas
innan konsumtion men 60 prover togs dnda av bacon och sidflidsk. Av dessa var
drygt 10 % positiva for L. monocytogenes.

Mikroprofil Gris dr den fOrsta stora kartldggningen i Sverige diar en PCR-
metod anviénts for att undersoka forekomsten av patogen Y. enterocolitica pa
slaktkroppar av gris. PCR-metoder dr mycket kédnsliga och kan forvéntas ge storre
andel positiva prov én traditionella odlingsmetoder (Fredriksson-Ahomaa et al.
1999; Johannessen et al. 2000; Boyapalle et al. 2001). I en finsk studie
uppskattades t ex forekomsten av Y. enterocolitica pa slaktkroppar av gris till
21 % med en PCR-metod, men bara till 6 % med en odlingsmetod. Traditionella
metoder kan dock ge resultat som dr jamforbara med PCR-metoder for prover dir
halterna av Y. enterocolitica dr hoga, som tarmar, inélvor eller tonsiller fran gris
(Fredriksson Ahomaa et al. 2000; Fredriksson Ahomaa et al. 2000; Nesbakken et
al. 2003). Samma PCR-metod som i Mikroprofilprojektet har nyligen anvénts i ett
Riksprojekt med syfte att kartligga forekomsten av Y. enterocolitica pa flask och
flaskprodukter i svensk handel (Thisted Lambertz 2005). Resultaten visar att
forekomsten av Y. enterocolitica i de vanligaste flaskprodukterna var nagot lagre
an forekomsten pa slaktkroppar. Y. enterocolitica fanns i 10 % av prover fran
obehandlat flaskkott och 1 7 % av behandlade flaskprodukter.

Nackdelen med en PCR-metod ér att det inte gar att siga om de pavisade
bakterierna ar levande eller doda. Det faktum att inga kolonier av Y. enterocolitica
kunde pavisas efter odling pa agarplattor behdver dock inte innebira att det inte
fanns levande bakterier i proverna, eftersom det pa grund av bakgrundsfloran ofta
ar svart att isolera Y. enterocolitica fran CIN-plattor. Tvartom ar det rimligt att
anta att det fanns levande bakterier pa de positiva slaktkropparna, eftersom det
inte finns ndgot avdédningssteg mellan de moment dir den huvudsakliga konta-
minationen kan forvéntas ske (urtag av tarmar och frigérande av hals- och mun-
delar) och provtagningen innan kylning.

Jamfort med den tidigare studien av mikrobiologisk kottkvalitet pa fyra sma-
skaliga och fyra storskaliga svenska slakterier frdn 1998 (Hansson 1999) visar
resultaten fran Mikroprofil Gris att forekomsten av koagulaspositiva stafylo-
kocker har minskat pa storskaliga slakterier. | Hanssons studie, som baserades pa
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svabbprov fran totalt 200 cm? frén skinkans/innanlérets insida och vid brostbenets
snittyta, varierade andelen positiva prov (> 1 CFU/cm?) per anliggning fran 20 -
84 % bland storskaliga slakterier. Motsvarande siffror frdn Mikroprofilprojektet
for landets sex storsta slakterier (omréknat till samma detektionsgrans som i den
tidigare studien) var 2 - 20 %. Férekomsten av E. coli och de genomsnittliga hal-
terna av totalt antal aeroba mikroorganismer skiljer sig mindre mellan undersok-
ningarna. 1998 varierade andelen positiva prov per anldggning fran 36 - 100 %
bland storskaliga slakterier (Hansson 1999), vilket kan jamforas med 39 — 84 % i
Mikroprofilprojektet. Den genomsnittliga halten av aeroba mikroorganismer pa
storskaliga anliggningar 1998 var 3,4 log CFU/cm’ vilket stimmer vl Gverens
med de aktuella resultaten (3,5 log CFU/cm®)(tabell 3).

Resultaten kan ocksé jamforas en amerikansk undersokning dér slaktkroppar
av gris svabbades pa skinka, sida och kike efter kylning (Eblen et al. 2005).
Kartlaggningen genomfordes 1997-1998 och visar att forekomsten av E. coli pa
slaktkroppar frén storskaliga slakterier i USA var i samma storleksordning som i
Sverige (44 respektive 57 %). De genomsnittliga halterna pa positiva prov var
ocksé jamfdrbara (0,0 respektive 0,1 log CFU/cm?). Eftersom halterna av E. coli
kan forvéntas sjunka under kylprocessen (Chang et al. 2003) ar det mojligt att
hogre forekomst och halter skulle ha noterats i USA om proverna (i likhet med
provtagningen i Mikroprofilprojektet) tagits innan kylning.

Andelen prov per slakteri med E. coli eller Enterobacteriaceae var hogre
bland storskaliga dn bland sméskaliga slakterier. Detta stimmer ocksa Gverens
med resultaten fran den tidigare studien av forekomsten av bakterier pa
slaktkroppar fran sma- och storskaliga slakterier (Hansson 1999). Daremot visar
resultaten fran Mikroprofilprojektet inte pa nagon signifikant skillnad 1
forekomsten av koagulaspositiva stafylokocker, &ven om de hogsta andelarna
positiva prov noterades pa storskaliga slakterier (figur 10).

Halterna av Enterobacteriaceae pa positiva prov var 1aga och resultaten pekar
pa att svenska slakterier 6verlag bor klara att leva upp till géllande EU-kriterier
for egenkontroll (tabell 1). Alla jamforelser maste dock goras med reservation for
att kriterierna géller for prov tagna med borrmetod och att det i Sverige 1
dagsldget inte finns nagra griansvirden angivna for svabbprover. Mindre dn 10 %
av proverna hade dock en halt som var hogre dn 10 CFU/cm” (dvs 1 log
CFU/cm?) vilket ger en relativt god marginal till gransvirdet for godtagbara
dagliga medelvirden fran borrprov (2 log CFU/cm?). P4 flertalet slakterier var de
genomsnittliga halterna av totalt antal aeroba mikroorganismer laga i forhdllande
till géllande gridnsvérden, men det fanns ocksé slakterier med relativt hoga
genomsnittliga halter. Det géllde framst tva storskaliga slakterier (figur 8) dér den
genomsnittliga halten lag pd eller strax over den 6vre grinsen for godtagbara
dagliga medelvirden (4 log CFU/cm?, se tabell 1).
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Samband mellan indikatorbakterier och patogena bakterier dr ofta svéra att
faststélla, men resultaten frdn Mikroprofilprojektet visar att det fanns ett signifi-
kant samband mellan férekomst av E. coli och bakterier som Y. enterocolitica och
koagulaspositiva stafylokocker pa slaktkroppar. E. coli dr en indikator pa fekal
foreorening, men bakterien kan ocksa komma fran munnen och halsdelarna pa
grisar (Gill & Jones 1997; Gill & Jones 1998). Kopplingen mellan E. coli och
Y. enterocolitica maste alltsé inte innebéra att forekomsten av Y. enterocolitica
berodde pé fekala fororeningar, utan killan till kontaminationen kan ocksa ha
varit mun- och halsdelar. Resultaten pekar pa att E. coli dr en battre indikator pa
forekomst av humanpatogena bakterier &n Enterobacteriaceae, eftersom det inte
gick att pavisa ndgot tydligt samband mellan forekomst eller halter av
Enterobacteriaceae och forekomst av patogena bakterier.

Tack!

Ett stort tack till besiktningsveterinirer, besiktningsassistenter och egen personal
vid slakterierna som tack vare tdlmodig provtagning gjort det mojligt att
genomfora denna kartliggning. Tack ocksa till Anna Aspan och Erik Eriksson pé
SVA for hjdlp med VTEC analyser.
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Appendix 1

Anvisning for provtagning av slaktkroppar

Mottagning av provlada
e Innehall: For vart och ett av de prov som ska tas medfoljer en foljesedel,
en burk, en kompress, ett par handskar och tva rér med provvitska.
Dessutom finns i varje 1dda tre kylklampar, ett gummiband och en
adresslapp for retur.
e Ligg kylklamparna 1 frys. De ska ligga platt sé att de sedan gér att stoppa
ner i facken i 1ddan igen. Resten av materialet kan sta 1 rumstemperatur.

Tidpunkt for provtagning
e Slaktkropparna ska svabbas strax efter klyvningen, innan kylning
e Ta prover under férmiddagen nir produktionen kommit igang, vélj inte
dagens allra forsta grisar (géiller frimst storskaliga slakterier). Proverna
behover inte fordelas mellan olika slaktgrupper

e F0lj provtagningsplanen och ta prover pa ritt dag, viktigt for arbetet i
labbet

Val av slaktkropp
e Endast slaktsvin, inte suggor eller galtar
e Viktigt att slaktkroppar véljs slumpmadssigt. Vilj godtyckligt ut en
slaktkropp som startpunkt, och ta sedan prov pé en kropp som kommer ett
forutbestdmt antal senare (t ex den tionde eller den femtonde). Pa
smaskaliga slakterier kan det vara svérare att vilja helt slumpméssigt, men
strdva efter att inte styra provtagningen till vissa slaktkroppar
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Provtagning

e Sitt pa handskar

e Hall ett ror med provvitska pa kompressen i burken. Ta ur kompressen ur
burken och krama ur kompressen (6verflodig vitska ska inte tillbaka i
burken)

e Svabba den ena halvan av slaktkroppen pa fyra stéllen: skinka, rygg, sida
och hals. P4 varje stdlle ska en yta pd ca 10x10 cm svabbas med sé stor
kraft som mojligt, tio ganger vagritt och tio ganger lodrétt. Observera att
det alltsa bara dr en kvadrat-decimeter pa varje stille som ska provtas,
samma storlek som kompressen s& jamfor med den. Borja svabba uppifran
pa skinkan och ga nedét, en och samma kompress for alla fyra stillena.
Svabba nira snittytorna men bara pa svalen (se bilder)

e Ligg kompressen i burken igen, hill pd provvitskan ur det andra roret, sitt
pa locket och sétt burken i lddan. De tomma réren for provvétska ska
ocksa tillbaka i ladan

e Fylli foljesedeln

e Upprepa for nista prov, byt handskar mellan varje

Transport
o Ligg kylklamparna i provladans fack direkt efter provtagningen, sting
locket och stoppa in 14dan i skyddskartongen. Dra gummibandet runt
kortsidorna pa ladan och sitt pa adresslappen
e Se till att proverna gér ivdg med posten samma dag som de tas
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Provtagningsytor

Rygg, sida och hals Skinka

Hals (narbild) Sida (narbild)
Valfritt att ta prov pa kroppshalvan med eller
utan huvud

Foto: Ake Sagler/Mats Lindblad, Uppsala
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