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Sammanfattning

Opastoriserad mjolk innehaller naturligt en méangd olika mikroorganismer varav
en del kan ha sjukdomsframkallande egenskaper. Campylobacter och STEC
(EHEC) &r tva bakterier som kan finnas i opastoriserad mjolk och som ocksa har
kopplats till matforgiftning orsakad av opastdriserad mjolk i Sverige. Internation-
ellt &r &ven salmonella en orsak till matforgiftning som har kopplats till opastori-
serad mjolk.

Opastoriserad mjolk far i dag séljas eller 6verlatas i sma mangder direkt vid
mjolkgarden. Uppskattningsvis dverlats ca 5 miljoner liter mjolk pa detta satt
varje ar i Sverige. For att battre kunna vérdera risken med konsumtion av opasto-
riserad mjolk behovs kunskap om forekomsten av sjukdomsframkallande mikro-
organismer. Darfor har Livsmedelsverket undersokt forekomsten av campylo-
bacter, STEC och salmonella i opastoriserad mjolk fran svenska gardar i regioner
med stor mjélkproduktion.

Mijolkfilter samlades in fran 302 mjoélkgardar i Véstra Gotaland (106 gardar),
Skane (99 gérdar) och Oland (97 gardar). Mjolkfiltret har till uppgift att avskilja
grévre partiklar innan mjélken hamnar i gardstanken. Mjolk fran en mjolknings-
omgang hade passerat filtret innan det samlades in. Ungefar halften av filteren
samlades in under varen och andra halften under hosten.

Campylobacter och STEC isolerades fran 13 respektive 14 procent av mjolk-
filtren. Inget filter var positivt for salmonella. Férekomsten av bade campylo-
bacter och STEC var jamnt férdelad mellan de tre regionerna. Mjolkfiltren fran
stora mjolkgardar var signifikant oftare positiva for bade campylobacter och
STEC an filter fran mindre gardar. Karakterisering av de isolerade bakterierna
visade att 90 procent av campylobacterna var Campylobacter jejuni, den art som
dominerar bland patienter med campylobacterios. De vanligaste serotyperna av
STEC som isolerades fran mjolkfiltrena har tidigare rapporterats ge allvarlig sjuk-
dom hos manniskor. De serotyper som ofta rapporteras fran patienter med EHEC
var dock inte sa vanliga bland mjolkfiltren, &ven om bade O157:H7 och 026:H11
som &r tva av de vanligaste serotyperna hos svenska patienter hittades. Studien
visade en lagforekomst av virulensmarkorer (stx2 och eae) som ar starkt ihop-
kopplade med allvarlig sjukdom (0,7 procent).

Sammanfattningsvis visar undersokningen att bade campylobacter och STEC,
men inte salmonella, &r vanligt forekommande i svensk opastdriserad mjolk.
Karakteriseringen av bakterierna, tillsammans med det faktum att de kan orsaka
sjukdom i laga koncentrationer, tyder pa att konsumtion av opastoriserad mjolk
kan innebé&ra en halsofara.
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Summary

Unpasteurized milk can contain a wide variety of microorganisms, ranging from
beneficial lactic acid bacteria to spoilage organisms and disease-causing microor-
ganisms. Campylobacter and STEC (EHEC) are two bacterial species that can be
present in unpasteurized milk and cause disease in Sweden. In the EU, salmonella
has also been reported to cause disease in relation to unpasteurized milk.

In Sweden, small-scale sale of unpasteurized milk directly from farms is permitted
and approximately 5 million litres of milk are sold directly from farms. Therefore
it is important to have information regarding the possible presence of disease-
causing microorganisms in unpasteurized milk. The aim of this study was to in-
vestigate the prevalence of campylobacter, STEC and salmonella in unpasteurized
milk from high-production areas in Sweden.

In-line milk filters were collected from a total of 302 farms in VVastra Gétaland
(106), Skane (99) and Oland (97). Approximately half of the filters from each area
were collected during spring and the rest during autumn. Campylobacter was iso-
lated from 13 percent and STEC from 14 percent of the filters. Salmonella was
not isolated from any filter. Characterization of the campylobacter revealed that
90 percent belonged to Campylobacter jejeuni, which is the species that domi-
nates in patients with campylobacteriosis. The most commonly isolated STEC
were serotypes that are known to cause serious disease. However, serotypes pre-
viously reported to cause EHEC were not as commonly isolated, although both
0157:H7 and O26:H11 were found. In addition, the presence of virulence markers
(stx2 and eae) with a strong association to serious disease was low (0.7 percent).

In conclusion, this study showed that campylobacter and STEC can be present in
unpasteurized milk from Swedish farms. This, together with the fact that these
bacteria have a low infective dose, indicates that consumption of unpasteurized
milk can have negative health effects.
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Inledning

| Sverige konsumeras narmare 90 liter drickfardig komjolk per capita och ar,
vilket placerar oss hogt i jamforelse med manga andra lander (Jordbruksverket,
2012). Forutom naringsamnen innehaller mjolk ocksa en blandning av mikroorg-
anismer sasom mjolksyrabakterier, forskamningsorganismer och sjukdomsfram-
kallande bakterier (EFSA, 2015; Mansson, 2012; Quigley et al., 2013). Mikroorg-
anismerna nar mjélken antingen direkt fran juvret eller fran den yttre miljén under
eller efter mj6lkning. Manga mikroorganismer tillvaxer bra i mjolk eftersom den
ar naringsrik, har hog vattenaktivitet och ett narapa neutralt pH (EFSA, 2015).
Utbildning, goda hygienrutiner och kontroll &r viktigt for att begrdnsa mangden
mikroorganismer i mjélken (SvenskMjolk, 2007).

En del av de sjukdomsframkallande bakterierna som kan finnas i mjolken har en
lag infektionsdos och om dessa bakterier finns i mjolken kan det racka med att
dricka sma mangder mjélk for att drabbas av sjukdom. Pa grund av smittrisken
har vi i Sverige pastoriseringskrav pa mjolk som ska séljas till konsumenter i
butik (LIVSFS, 2005:20). Undantaget fran pastoriseringskravet ar mjolk som séaljs
eller skanks bort i liten skala direkt till konsument pa garden. Uppskattningsvis en
knapp procent av all drickfardig komjolk som produceras i Sverige dverlats pa
detta satt (SCB, 2015). Uppgift om hur stor andel av denna mjélk som sedan kon-
sumeras opastoriserad, alternativt hettas upp fore konsumtion eller anvands vidare
i matlagning eller féradling saknas. Livsmedelsverket har utarbetat ett forslag till
regelindring som forvantas trada i kraft i borjan pd hosten 2016. Andringen inne-
bér att det ska vara fortsatt tillatet att sélja sma mangder opastoriserad mjolk di-
rekt fran garden men att de som séljer opastoriserad mjolk maste registrera sig hos
Lansstyrelsen och informera konsumenten om riskerna kopplade till konsumtion
av opastoriserad mjolk.

Trots att opastoriserad mjolk i Sverige endast far dverlatas till konsumenter i liten
skala direkt pa mjolkgardar hander det att manniskor drabbas av sjukdom som
kopplas samman med konsumtion av opastoriserad mjolk. Mellan ar 2007 och
2014 har ett drygt 10-tal utbrott, definierat som tva eller fler fall med gemensam
smittkalla, eller enstaka fall av sjukdom rapporterats fran Sverige dar opastorise-
rad mjolk identifierats som trolig smittkalla (Lindblad, 2012). Av dessa var majo-
riteten orsakade av STEC och campylobacter. Inom EU har det, mellan ar 2007
och 2012, rapporterats 24 utbrott som kopplats till konsumtion av opastoriserad
komjolk (EFSA, 2015). Av dessa var majoriteten orsakade av Campylobacter spp.
och resten av STEC eller Salmonella Typhimurium. Det saknas information om
antalet sporadiska eller enstaka fall inom EU (EFSA, 2015).
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Sjukdomsframkallande bakterier

De sjukdomsframkallande mikroorganismerna som kopplats till opastoriserad
mjolk inkluderar bakterierna Campylobacter spp., Salmonella spp., shigatoxin-
bildande Escherichia coli (STEC), Listeria monocytogenes, Yersinia entero-
colitica, Staphylococcus aureus, Mycobacterium bovis, Brucella spp. och Coxiella
burnetti (EFSA, 2015; Oliver et al., 2009). | Sverige har campylobacter och STEC
beddmts vara de mest relevanta farorna (Lindblad, 2012), medan EU &aven inklu-
derar salmonella (EFSA, 2015).

Campylobacter

Campylobacter ar den vanligaste bakteriella orsaken till magsjuka med ca 9000
registrerade fall per ar i Sverige (EFSA and ECDC, 2015). De arter av campylo-
bacter som orsakar sjukdom hos manniska kan alla tillvéxa vid 42 °C och kallas
darfor termotoleranta campylobacter. Campylobacterinfektion hos ménniska orsa-
kas i ca 90 % av fallen av arten Campylobacter jejuni och en néstan uteslutande
del av de 6vriga sjukdomsfallen ar orsakade av Campylobacter coli. Infektion
med campylobacter kdnnetecknas vanligtvis av kraftiga magsmaértor och diarré
(FDA, 2012). Férekommande foljdsjukdomar ar ledinflammation, kroniska mag-
besvér som éverkénslig tarm (IBS) och i séllsynta fall Guillain-Barrés syndrom,
en nervsjukdom som kan ge muskelsvaghet och férlamning (Riddle). Infektions-
dosen ar lag och saledes behdver bakterien inte tillvaxa i ett livsmedel for att or-
saka sjukdom (FDA, 2012).

STEC

Vissa stammar av Escherichia coli producerar shigatoxin och bendmns darfor som
shigatoxinproducerande E. coli (STEC). STEC benamns ocksa VTEC, och da den
har isolerats fran méanniska benamns den EHEC (Enterohaemoragisk E. coli).
STEC é&r vanligt forekommande bland notkreatursbeséttningar men infekterade
djur uppvisar inga sjukdomssymptom (Socialstyrelsen, 2014). Symptomen hos
manniskor varierar fran mild diarré till magsmartor och blodiga diarréer. Kompli-
kationer i form av akut eller kronisk njursjukdom (hemolytiskt uremiskt syndrom,
HUS) och i enstaka fall neurologiska stérningar (thrombotic thrombocytopenic
purpura, TTP) forekommer (FDA, 2012). Den minsta mangd STEC som kravs for
att orsaka sjukdom ar mycket lag och bakterien behover inte tillvéaxa i ett livsme-
del for att orsaka sjukdom.

Tidigare dominerade serotypen O157:H7 bland smittade personer bade i Sverige
och i andra lander, men under senare ar har en mangd andra serotyper blivit vanli-
gare och vanligare bland smittade patienter. FOr att kunna bedéma risken vid fynd
av STEC i livsmedel undersoks férekomsten av olika virulensgener. Shigatoxinet,
som ar nodvandigt for att sjukdomssymtom ska uppkomma, finns i tva huvud-
grupper Stx1 och Stx2 som kodas av generna stx1 respektive stx2. Inom varje hu-
vudgrupp finns det undergrupper som t.ex. Stx2a (EFSA, 2013). Proteinet intimin,
som kodas av genen eae, ar viktig for bakteriens vidh&ftning och kolonisering i
tarmen. Den har ocksa setts vara vanligare bland sjukdomsframkallande isolat och
ar saledes ocksa en markor for virulens. STEC som bildar toxinet Stx2 och vid-
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haftningsproteinet intimin (eae) & mer férknippade med allvarlig sjukdom hos
méanniska &n STEC som bildar Stx1 (EFSA, 2013). | Sverige forekommer en sub-
typ av STEC 0157:H7 som kallas klad 8 och som nastan alltid bar pa genen stx2a
eller generna stx2a och stx2c tillsammans. Denna subtyp har orsakat flera utbrott

i Sverige och dr associerad med allvarlig sjukdom hos ménniska (Socialstyrelsen,
2014).

Salmonella

Salmonella ar en bakterie som &r vanligt férekommande hos bade méanniskor och
djur i hela vérlden, och en vanlig orsak till magsjuka (FDA, 2012). | Sverige har
vi vidtagit kraftfulla atgarder for att minska forekomsten och infort en omfattande
salmonellakontroll (Jordbruksverket, 2004). Darmed ar endast en mindre del av
all salmonellainfektion hos svenska patienter inhemsk smitta. Vanliga symtom vid
salmonellainfektion ar diarré, magsmartor och feber. Foljdsjukdomar sasom ledin-
flammation kan férekomma. Det beh6vs normalt ganska manga salmonellabakte-
rier for att orsaka sjukdom, vilket betyder att bakterien vanligtvis maste tillvixa

I livsmedlet for att orsaka sjukdom (FDA, 2012).

Syfte

Det har gjorts manga kartlaggningar av opastériserad mjélk utanfor Sverige och
nastan uteslutande har forekomst av sjukdomsframkallande bakterier pavisats
(Anonymous, 2015; D’ Amico and Donnelly, 2010; Giacometti et al., 2013; Hill
et al., 2012; Mohammadi et al., 2013; Murphy et al., 2005; Ruusunen et al., 2013;
Schoder et al., 2013; Solomakos et al., 2009; Zastempowska et al., 2016). Kun-
skapen om forekomst av sjukdomsframkallande mikroorganismer i opastoriserad
mjolk i Sverige &r dock bristfallig. Bra kunskapsunderlag ar nddvéndigt for fram-
tagandet av riskvarderingar och for utformandet av vetenskapligt baserade hante-
ringsatgarder.

Syftet med studien var att understka forekomsten av campylobacter, STEC och

salmonella i svensk opastoriserad mjolk for att fa ett battre underlag for framtida
riskvardering och riskhantering.
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Utférande

Urval av gardar

I undersokningen ingick mjolkgardar fran Skane, Oland och Vastra Gotaland (ex-
klusive sjuharadsbygden). Anledningen till att dessa regioner valts ut &r att de
ingar i de svenska produktionsomraden som har hogst procentuell andel mjolkkor
(Jordbruksverket, 2012). Dessutom har tidigare studier pavisat en jamférelsevis
hdg forekomst av STEC O157:H7 klad 8 (Albihn et al., 2003; Bogvist et al., 2009;
Eriksson et al., 2005) samt till viss del &ven salmonella (Agren et al., 2016) i
dessa regioner.

Gardarna som ingick i studien slumpades fram utifran medlemslistor som tillhan-
dahélls fran organisationerna Vaxa Sverige (Vastra Gotaland och Oland) och
Skanesemin (Skane). Véxa Sverige &r en husdjursforening som ags av sina med-
lemmar (7 907 medlemmar och 237 000 mjolkkor) och som ocksa ar deras kun-
der. De finns fran norra Sverige till Halland i vast, Smaland och Blekinge i soder
och Oland samt Gotland i dst. Skanesemin ar Skanes Husdjursforening och &r en
ekonomisk forening som &gs av de skanska kott- och mj6lkproducenterna (cirka 1
000 medlemmar varav 400 ar mj6lkproducenter).

Alla sorters mjolkgardar inkluderades, stora som sma, liksom ekologiska och
konventionella. Deltagande i studien var frivilligt och om en gard inte ville vara
med sa plockades den bort fran listan och ersattes av en ny slumpmassigt vald
gard. Gardar som vid tillfallet for provtagningen var sparrade for salmonella
plockades ocksa bort fran listan och ersattes pa motsvarande satt.

Malet var att samla in ett prov vardera fran 100 gardar inom varije region, varav 50
prov pa varen och 50 prov pa hosten.

Provtagning

Provtagningen av mjolkfilter utfordes mellan 13 april och 30 juni (var) samt mel-
lan 10 augusti och 13 oktober (host) under 2015. Djurdgarna ansvarade for prov-
tagningen och personal fran Vaxa Sverige eller Skanesemin ansvarade for in-
samling och inskick till Livsmedelsverket. Djuragarna tog ut mjélkfiltret pa mor-
gonen direkt efter mjélkningen samma dag som personal fran Véxa Sverige eller
Skanesemin kom till garden. Proverna forvarades och transporterades i kyltempe-
ratur. | samband med provhamtningen fylldes en foljesedel i med information om
region, antal mjolkkor, mjélkningssystem, provtagningsdatum och tid samt prov-
h&mtningsdatum och tid. Vid ankomst till Livsmedelsverkets mikrobiologiska
laboratorium mattes temperaturen pa mjolkfiltret.

Infor provtagningen skickades material ut till gardarna tillsammans med en in-
struktion som beskrev hur provtagningen skulle genomféras. Provtagande person
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skulle anvanda engangshandskar och forsiktigt avlagsna filtret efter mjolkning
men fore rengoring av mjolksystemet. Filtret skulle placeras i en blixtlaspase och
50 ml transportmedium (Cary-Blair) héllas pa. Efter provtagningen skulle pasen
med filtret och medium placeras i en kyl i vantan pa vidare transport.

Proverna avidentifierades innan de skickades till Livsmedelsverket for analys.
Provtagning av mjolkfilter gjordes i bérjan av veckan for att underlatta analysar-
betet. | de fall det forelag risk att provet forvarats felaktigt kasserades mjélkfiltret.

Analys

Hantering av mjolkfiltren vid ankomst till laboratoriet

De inkomna mjolkfiltren delades i tre ungefar lika stora delar infér mikrobiolo-
gisk analys av campylobacter, STEC och salmonella. Om fler filter hade skickats
in anvéandes enbart ett av filtren for analys. | 6vrigt hanterades proven enligt
Livsmedelsverkets instruktion for provhantering av mikrobiologiska prov, SLV-
1144.2.

Detektion och isolering av campylobacter

Mijolkfiltret homogeniserades med stomacher i 150 ml Bolton buljong. Buljongen
inkuberades vid 41,5 °C i 44-52 timmar under modifierad atmosfar (5 procent
syre, 10 procent koldioxid och 85 procent kvave). Efter anrikning extraherades
genomiskt DNA fran 1 ml av anrikningsbuljongen med hjélp av Instagene matrix
(Bio-Rad laboratories, Inc) enligt tillverkarens instruktion. Detektion av termoto-
leranta campylobacter utfordes med realtids-PCR enligt Josefsen et al. (2004). Vid
positiv detektion av termotoleranta campylobacter utférdes forsok till isolering.
Detta utfordes enligt Livsmedelsverkets ackrediterade metod SLV-m246.2 med
undantaget att konfirmering av misstankta isolat enbart utférdes med realtids-PCR
for termotoleranta campylobacter, C. jejuni och C. coli (SLV-m246.2) samt med
Maldi-Tof vilket utférdes vid Statens veterinarmedicinska anstalt enligt deras pro-
tokoll.

Detektion och isolering av STEC

Detektion av STEC utférdes enligt Livsmedelsverkets metod, SLV-m243.2, som
baseras pa en teknisk specifikation fran ISO, ISO/TS 13136:2012. Vid detektion
av en eller bada stx-gener gjordes forsok till isolering av STEC med immunoblot
enligt Livsmedelsverkets metod, SLV-m242.1. Prov som testats positiva med
PCR for stx-gen/er bedémdes som misstankt positiva for STEC, och prov med
isolerade stx-positiva E. coli beddmdes som bekraftat positiva for STEC. Nedan
foljer en kort redogorelse for utférande av analysen.

Detektion av STEC med realtids-PCR
Mjolkfiltret homogeniserades med 150 ml modifierad Trypton Soja Buljong inne-
hallande 12 mg/l acriflavin (mTSB+A). Buljongen inkuberades vid 37 °C i 18-24
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timmar. Extraktion av genomiskt DNA utfordes genom att ta 200 pl fran anrik-
ningsbuljongen till ett automatiserat system, BioRobot EZ1 och EZ1 DNA Tissue
Kit (Qiagen). Eluering gjordes i 100 ul elueringsbuffert. Detektion av generna for
shigatoxinerna, stx1 och stx2, utférdes med realtids-PCR. Vid detektion av en
eller bada stx-gener utfordes ytterligare en analys med realtids-PCR for detektion
av genen eae och gener for serogrupperna 0157, 026, 0103, 0111 och 0145
(ISO/TS, 13136:2012).

Isolering av STEC med immunoblot

Analysmetoden innebar att Stx-toxiner som producerats av bakterier fangas upp
och detekteras med antikroppar, och utfordes enligt Atalla och Johnson (2000).
Analys med immunoblot utférdes pa infryst anrikningsbuljong. Ett nitrocellu-
losamembran (82 mm; 0,2 um), som behandlats med kanin-anti Stx1och anti
Stx2-antikroppar, lades pa Trypton Soja Agar (TSA)-plattor innehallande

25 ng/ml mitomycin. Over nitrocellulosamembranet lades ett cellulosaacetatmem-
bran (82 mm; 0,45 um). Anrikningsbuljongen spaddes och spreds pa cellulosa-
acetatmembranet (Figur 1). Plattorna inkuberades vid 37 °C i 18-24 timmar.

Nitrocellulosamembrzn M Cellolosascatatmemnbran

med antikroppar mot —
stx1 och stx2

TSA innehdllande 25 ng/ml mitomycin

Figur 1. Schematisk bild pa hur de olika membranen placerades pa odlingsplattan.

Efter inkuberingen avlagsnades nitrocellulosamembranet och behandlades forst
med en blandning av monoklonala antikroppar mot Stx1, Stx2a/c, Stx2e och
Stx2d-varianter foljt av en sekundér antikropp kopplad till enzymkonjugatet Alka-
line Phosphatas-konjugerad Affinipure kanin-antimus-1gG. Dérefter behandlades
nitrocellulosamembranet med framkallningsvétskan BCIP/NBT for att fa fram lila
prickar pa membranet, vilket indikerar shigatoxinproducerande kolonier pa mot-
svarande plats pa cellulosaacetatmembranet. Misstankt positiva kolonier fran cel-
lulosaacetatmembranet renstroks och verifierades som STEC med realtids-PCR
for gener mot stx som beskrivits ovan.

Typning av STEC

De isolerade STEC-bakterierna skickades till Folkhdlsomyndigheten for serotyp-
ning och subtypning av shigatoxingenen genom helgenomsekvensering enligt
Folkhalsomyndighetens protokoll.

Detektion och isolering av salmonella
Mijolkfiltret blandades med 150 ml buffrat peptonvatten (BPV) och homogenise-
rades med stomacher. Efter anrikning vid 37 °C i 16-20 timmar gjordes extraktion

Livsmedelsverkets rapportserie nr 12/2016 9



av genomisk DNA f6ljt av detektion med realtids-PCR for salmonella med hjalp
av 1Q-check Salmonella Il kit (Bio-Rad Laboratories, Inc; NordVal certifierad)
enligt tillverkarens instruktion, standard protokoll I. Vid positivt PCR-svar av
Salmonella spp. fortsatte analysen med isolering enligt NMKL 71, utg. 5, 1999.

Statistik

Chi2-test utfordes for att undersoka forekomst av signifikanta skillnader variat-
ionen i fynd av respektive bakterie med avseende pa provtagningstid (var och
host), region (Skane, Oland Vastra Golaland) och antal mjélkdjur per gérd.
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Resultat

Provtagning

Sammanlagt samlades 302 mjolkfilter in, varav 97 fran mj6lkgardar pa Oland,

106 fran Vastra Gotaland och 99 fran Skane. Ungefar halften av gardarna fran de
tre regionerna provtogs pa varen och resterande halften provtogs pa hosten (Figur

2).
120
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Figur 2. Antal provtagna mjolkfilter fran mjolkgardar i respektive region

samt fordelning 6ver var och host.

Antalet mjolkdjur pa de provtagna gardarna i de tre regionerna varierade fran

nagra fa till 6ver 400 mjolkdjur. De flesta gardarna hade mellan 0-50 eller 51-100
mjolkdjur (Figur 3).
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Figur 3. Deltagande gardar grupperade efter antal mjélkdjur per gard.
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Termotoleranta campylobacter

Anrikningsbuljonger fran 93 (31 procent) av de 302 mjolkfiltren var positiva vid
PCR-analys for termotoleranta campylobacter. Termotoleranta campylobacter
isolerades fran 38 (13 procent) av 302 mjolkfilter. Signifikant fler fynd av termo-
toleranta campylobacter gjordes under varen (24 st) jamfort med hosten (14 st)
(Chi2-test, P-varde 0,023). Ingen signifikant skillnad i férekomsten av campylo-
bacter kunde ses mellan regionerna (Figur 4).
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Figur 4. Antal fynd av termotoleranta campylobacter i mjolkfilter, totalt och
i respektive region samt var och host.

De flesta fynden av termotoleranta campylobacter tillhdrde arten Campylobacter
jejuni (34 st) och resterande tillhérde arten Campylobacter lari (4 st).

Andelen prov som var positiva for termotoleranta campylobacter var signifikant
(Chi2-test, P-vérde < 0,001) vanligare vid gardar med 50 djur eller fler (Figur 5).
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Figur 5. Andel mjélkgardar positiva for termotoleranta campylobacter i forhal-
lande till antal mjolkdjur per gard; 0-50 mjolkdjur, 51-100 mjélkdjur respektive
6ver 100 mjoélkdjur.
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STEC

Misstankta STEC

Anrikningsbuljonger fran 213 (71 procent) av de 302 mjolkfiltren var positiva vid
PCR-analys av stx1 och/eller stx2 (Figur 6). Signifikant fler anrikningsbuljonger
var positiva for STEC under hosten (124 st) jamfort med varen (89 st) (Chi2-test,
P-varde 0,018). Forekomsten av STEC var jamnt fordelat mellan de tre regioner-
na. Anrikningsbuljonger med bade stx1-genen och stx2-genen (124 st) var vanli-
gare an buljonger med enbart stx1- eller stx2-genen (44 st vardera).
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Figur 6. Antal prov fran anrikningsbuljonger misstankt positiva for STEC, totalt
och for respektive region samt var och host.

Andelen prov som var positiva for STEC var signifikant vanligare pa gardar med
fler an 50 mjolkdjur jamfart med gardar med 50 djur eller farre (Chi2-test, P-
varde < 0,001) (Figur 7).
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Figur 7. Andel mjolkfilter pa en gard misstankt positiva for STEC i forhallande
till antal mjélkdjur per gard; 0-50 mj6lkdjur, 51-100 mjolkdjur respektive dver
100 mjolkdjur.
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Bekréaftade STEC

STEC isolerades fran 42 (14 procent) av de 302 analyserade mjolkfiltren. STEC
isolerades fran 42 (20 procent) av de 213 stx-positiva anrikningsbuljongerna. Ing-
en signifikant skillnad i forekomst av bekraftade STEC (isolat) kunde ses mellan
de olika regionerna. Signifikant skillnad pavisades inte heller mellan férekomst av
bekraftade STEC (isolat) pa varen jamfort med pa hosten (Figur 8).
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Figur 8. Antal bekraftat positiva prov for STEC i mjolkfilter, totalt och for respek-
tive region samt var och host.

Totalt isolerades 45 STEC fran mjolkfilterproven, i tre av proven aterfanns tva
olika STEC-isolat. Av de 45 isolaten innehdll 21 stx1-genen, 19 stx2-genen och
resterande 5 isolat innehdll bade stx1 och stx2 (Figur 9). Genen eae tillsammans
med stx-gen/er hittades i 16 (5 procent) av proven, 2 (0,7 procent) prov var posi-
tiva for stx2 och eae-genen och 14 (5 procent) var positiva for stx1 och eae.
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Figur 9. Fordelningen av stx-gener fran isolerade STEC.
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Andelen prov som var positiva for STEC var signifikant (Chi2-test, P-vérde
0,035) vanligare pa gardar med fler &n 100 mjélkdjur jamfort med gardar med 50
djur eller farre (Figur 10).
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Figur 10. Andel mjolkfilter pa en gard bekraftat positiva for STEC i forhallande
till antal mjolkdjur per gard; 0-50 mjolkdjur, 51-100 mj6lkdjur respektive dver
100 mjolkdjur.

Av de 45 STEC som isolerats fran mjolkfiltren serotypades 29 stycken. Isolaten
tillhorde 21 olika serotyper (Tabell 1). Den vanligast forekommande serotypen
var 0145:H28 som pavisades i fem (2 procent) av de 302 proven och den nast
vanligaste 091:H21 som pavisades i tre (1 procent) av proven. STEC tillhdrande
serotypen O157:H7 pavisades i ett (0,3 procent) av proven. Detta isolat innehdll
toxingenerna stx2a och stx2c samt genen eae, men tillhorde inte klad 8. Tva av
isolaten (0,7 procent) klassades som serotypen O26:H11 av proven. Tva av de
typade isolaten kunde inte O-serogrupperas.
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Tabell 1. Sammanstallning av serotypning av isolerade STEC.

Serotyp Antal Stx eae
0145:H28 5 stxla eae
091:H21 2 stxla, stx2a, stx2d -
091:H21 1 stx2d -
026:H11 2 stxla eae

0154:H31 2 stx1d -
0182:H25 2 stxla eae
0136:H12 1 stx2a -
0136:H12 1 stxla -
081:H21 1 stx2c, stx2d -
084:H2 1 stxla eae
08:H9 1 stx2c -
0185:H7 1 stx2c -
0185:H28 1 stxla, stx2a -
0168:H8 1 stx2d -
0O157:H7 1 stx2a, stx2c eae
0O113:H4 1 stx2d -
0109:H48 1 stxla -
0109:H16 1 stx2a -
0103:H2 1 stxla eae
?:H28° 1 stxla eae
?:H19? 1 stx2a -
Typade STEC isolat 29
Ej typade STEC isolat 16
Totalt 45

a O-serogrupp kunde inte bestdmmas.

Analyssvarigheter

Att erhélla rena isolat har varit extra problematiskt vid analysen av STEC. STEC-
isolaten har varit svara att separera fran den bakgrundsflora som fanns i den opas-
toriserade mjolken. Aven fagen som shigatoxinet sitter pa i genomet har ibland
forlorats pa grund av att upprepade renstryk gjorts i forsok att fa isolaten rena
(Bielaszewska et al., 2007a; Bielaszewska et al., 2007b). Vid publikationsdatum
har alla isolat annu inte serotypats pa grund av problematik med att rena de in-
frysta isolaten samt att vissa blir positiva for toxingen/er med PCR men inte vid
sekvensering.
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Forekomst av bade campylobacter och STEC

| atta (3 procent) av 302 analyserade prov isolerades bade campylobacter och
STEC fran samma prov. Inga signifikanta samband fanns dock mellan positivt
prov for STEC och forekomst av campylobacter i samma prov (Chi2-test, P-vérde
0,823).

Salmonella

Sammanlagt tva (0,7 procent) av de 302 anrikningsbuljongerna fran mjélkfiltren
var positiva vid PCR-analys av Salmonella spp. Ingen salmonella kunde dock
isoleras fran de tva PCR-positiva anrikningsbuljongerna.
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Diskussion

I denna kartlaggning har forekomsten av termotoleranta campylobacter, STEC
och salmonella undersokts i mjolkfilter fran svenska gardar fran Skane, Oland och
Vastra Gotaland (exklusive sjuharadsbygden). Da inte hela Sverige ingatt i kart-
laggningen, och endast ett prov tagits per gard, bor resultaten ses som en égon-
blicksbild av vilka bakterier som kan finnas i opastoriserad mjélk i regioner med
hog mjolkkotathet. Gardarna i kartlaggningen valdes ut slumpvis, vilket innebar
att gardar av varierande storlek och med olika mjolkningssystem slumpmaéssigt
har ingatt i studien. Ingen hansyn har tagits till om garden anvander mjolken till
att tillverka foradlade mejeriprodukter, har nagon forséljning eller annan 6ver-
latelse av opastériserad mjolk eller sjalva konsumerar sin egen mjolk. Resultaten
kan ha paverkats av att deltagandet var frivilligt for gardarna.

Vid tidigare utforda kartlaggningar av opastoriserad mjolk fran andra lander har
antingen tankmjolk fran garden, tankmjolk fran mejerier eller mjolkfilter provta-
gits (Anonymous, 2015; D’Amico and Donnelly, 2010; Giacometti et al., 2013;
Hill et al., 2012; Mohammadi et al., 2013; Murphy et al., 2005; Ruusunen et al.,
2013; Schoder et al., 2013; Solomakos et al., 2009; Zastempowska et al., 2016). |
denna kartlaggning har mjolkfilter provtagits. Mjolkfiltret, som &ven kallas in-line
filter, ar det filter som sitter i gardens egna mjélksystem genom vilken mjolken
filtreras innan den nar mjolktanken pa garden. Syftet med filtret ar att forhindra
storre partiklar, sisom halm och smuts fran att na gardens mjolktank. Filtret slap-
per igenom mindre partiklar, inklusive bakterier, men studier har visat att en viss
koncentrering av bakterier kan ske i dessa filter och att provtagning av mjolkfilter
ofta ger fler positiva fynd jamfort med prover fran tankmjolk (Anonymous, 2015;
EFSA, 2015). Olika kartlaggningar skiljer sig dven fran varandra med avseende
pa vilka bakterier som inkluderats i undersokningen och vilka analysmetoder som
anvants. Sammanfattningsvis visar resultat fran olika kartlaggningar att sjukdoms-
framkallande bakterier sa gott som alltid pavisas, men att de forekommer i varie-
rande grad.

I denna kartlaggning har fynd av savél campylobacter som STEC isolerats fran
mjolkfilter. Daremot har ingen salmonella isolerats.

Campylobacter

| denna kartlaggning isolerades campylobacter fran 13 procent av de analyserade
mjolkfiltren, varav huvudelen av fynden var Campylobacter jejuni. Denna fore-
komst dverensstammer val med en studie utférd av SVA (Anonymous, 2013), dar
10 procent av undersokta tankmijolksfilter fran svenska mjolkgardar var positiva
for campylobacter. Campylobacter ar ocksa vanligt forekommande i track fran
svenska notdjursbesattningar (Blixt et al., 2001). Aven i andra lander har cam-
pylobacter pavisats i opastoriserad mjolk. | en kartlaggning fran Irland, dar 600
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prov av saval tankmjolk som mjolkfilter fran 211 gardar 6ver hela landet analyse-
rats, var campylobacter, tillsammans med listeria, vanligast férekommande
(Anonymous, 2015). Campylobacter hittades i 22 procent av filtren och i 3 pro-
cent av tankmjolkproven (Anonymous, 2015). | norra Italien hittades campylo-
bacter i 6 procent av mjolkfiltren i en kartlaggning av gardar som har tillstand att
sélja opastoriserad mjolk (Giacometti et al., 2013). HOga halter av campylobacter
har visats forekomma i godsel fran campylobacter-positiva notkreatur (Ramonaité
et al., 2013) och det &r darfor inte forvanande att mjolk kan fororenas med dessa
bakterier. Campylobacter &r den bakterie som orsakat flest rapporterade livsme-
delsrelaterade utbrott inom EU (EFSA, 2015). Konsumtion av opastoriserad mjolk
i Sverige orsakade 2009 ett utbrott av campylobacterinfektion dar mer &n tolv
personer som besékt en julmarknad drabbades, och 2011 ett utbrott som drabbade
tretton personer pa tre gardar varav ett barn kravde sjukhusvard (Folkhalsomyn-
digheten, 2011). Varen 2014 insjuknade nio personer, forskolebarn och medfol-
jande vuxna, i Vastra Gotaland i campylobacterios efter ett besok pa en mjolk-
gard. Den utredning som gjordes, i samarbete med lantbrukaren, visade att miss-
tankt smittkélla var opastoriserad mjolk (Anonymous, 2014a).

Det ar dock inte alltid campylobacter hittas i kartldggningar av opastoriserad
mjolk. Under 2014 utfordes i Finland en studie av férekomsten av sjukdomsfram-
kallande bakterier i opastdriserad mjolk fran 183 gardar, dar inga campylobacter
hittades (Ruusunen et al., 2013). Samma resultat har rapporterats fran Nya Zee-
land (Hill et al., 2012). Bade den finska och den nya zeelandska studien analyse-
rade enbart prov fran tankmjalk, vilket kan vara en orsak till att inga campylo-
bacter pavisats. Koncentrationen campylobacter kan ha varit s pass lag att de inte
aterfunnits vid analys av sma volymer tankmjolk.

| denna kartlaggning hittades campylobacter i storre utstrackning pa varen an pa
hosten. Det fanns dven ett signifikant samband med antalet djur pa garden, da fler
campylobacter isolerades fran gardar med mer an 50 mjélkdjur. Det har tidigare
rapporterats att campylobacter kan variera i nétbesattningar éver sdsongen, med
fler positiva prov under sommarmanaderna (Blixt et al., 2001; Hakkinen et al.,
2007; Kwan et al., 2008; Lal et al., 2012). Besittningsstorlek har ocksa i vissa fall
visat sig vara en riskfaktor for férekomst av flertalet andra sjukdomsframkallande
mikroorganismer i nétbesattningar (Dodson and LeJeune, 2005; Widgren et al.,
2015; Williams and Winden, 2014). En annan tankbar orsak ar att andelen bakte-
rier som fastnar pa mjolkfiltret 6kar med mjolkmangd da mer smuts pa mjélkfilt-
ret gor att fler bakterier fastnar.

STEC

I denna kartlaggning pavisades misstankt STEC, genom pavisandet av generna
stxloch/eller stx2 med PCR, i 71 procent av de 302 mjolkfilter som provtagits.
Pavisandet av STEC bekraftades genom isolering av bakterien, i 14 procent av de
302 proven. Den stora skillnaden mellan férekomst av misstdnkta STEC och be-
kraftade STEC beror till stor del pa svarigheten att isolera STEC i livsmedel med
hog bakgrundsflora. | vissa prov gjordes flera fynd av STEC, och totalt isolerades
45 STEC-bakterier. Denna forekomst ar hogre an vad som rapporterats fran flera
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andra kartlaggningar, men manga av dessa har begréansats till att endast leta efter
nagon eller nagra fa STEC-serogrupper. Kartlaggningar som enbart letat efter
STEC 0157:H7 rapporterar ofta en mycket lag, alternativt ingen pavisad, fore-
komst i opastoriserad mjolk alternativt mjolkfilter (Anonymous, 2013; D’ Amico
and Donnelly, 2010; Giacometti et al., 2013; Solomakos et al., 2009), medan det
rapporterats nagot hogre forekomster da mer &n en serogrupp ingatt i studien
(Anonymous, 2015). Nagra studier har, liksom denna kartlaggning, letat efter alla
serogrupper av STEC eller screenat efter virulensgener med PCR (Giacometti et
al., 2012; Lambertini et al., 2015; Mohammadi et al., 2013; Ruusunen et al., 2013;
van Kessel et al., 2011). | en studie fran USA, dar saval tankmjolk som mjolkfilter
analyserats fran mer an 500 gardar Gver hela landet, pavisades STEC i 51 procent
av tankmjolksproven och i 65 procent av mjolkfiltren efter screening med PCR
(van Kessel et al., 2011).

| kartlaggningen av mjolkfilter fran norra Italien pavisades STEC i 8 procent av
I 3 procent av tankmjélksproven (Ruusunen et al., 2013).

I denna kartlaggning pavisades signifikant fler PCR-positiva prov fér STEC under
hosten jamfort med varen. En liknande variation ses i antalet rapporterade patien-
ter med STEC-infektion dar flest patienter rapporteras under sensommaren och
tidig host. En sasongsvariation ses aven hos notkreatur, dar fler djur utséndrar
STEC O157:H7 under slutet av sommaren och hosten (Socialstyrelsen, 2014).
Storleken pa notdjursbesattningen har i en tidigare studie korrelerat till forekomst
av STEC O157:H7 i miljon pa en gard (Widgren et al., 2015). Detta 6verens-
stammer med att den kartlaggningen var signifikant vanligare med STEC pa gar-
dar med ett hdgre antal mjolkkor.

Risken for allvarligare sjukdom ar enligt EFSA (2013) hdgre vid infektion med
STEC som har virulensgenerna stx2 och eae eller aaiC/aggR. | kartlaggningen var
forekomsten av genen for Stx2 i kombination med eae lag (0,7 procent) hos de
isolerade bakterierna. Aven olika serotyper av STEC forknippas med olika allvar-
lighetsgrad av sjukdom hos ménniska, och det & mer &n 400 olika serotyper som
har kopplats samman med sjukdom (Tozzoli and Scheutz, 2014). Den vanligast
forekommande serotypen som hittades i kartlaggningen var 0145:H28 (alla fem
isolaten var positiva for stxla och eae) och den ndst vanligaste serotypen var
091:H21 och darefter 026:H11. STEC 0145, 091 och 026 ar serogrupper som
alla har kopplats till allvarliga humanfall (Beutin et al., 2015; De Schrijver et al.,
2008; EFSA, 2013; Mathusa et al., 2010; Wahl et al., 2011). | ett pagaende, varen
2016, utbrott orsakat av ost fran opastdriserad mjolk i Rumanien och Italien, &r
smittdmnet STEC 026 (Peron et al., 2016). | detta utbrott har 25 fall pavisats hit-
tills, varav 19 utvecklat den allvarliga foljdsjukdomen HUS (EFSA and ECDC,
2016). Under sommaren 2014 smittades tva barn i Sverige med STEC 0145
(stx1a) och smittkallan misstanktes vara mjélkgarden, dven om det inte kunde
bekraftas (Anonymous, 2014b). Aven i Norge har det skett utbrott med STEC
0145:H28, dar smittkallan misstankes vara kontakt med far (Wahl et al., 2011).
Serotypen O157:H7, som ar den serotyp som ar mest undersokt och som orsakat
manga sjukdomsfall och utbrott hos manniska (EFSA, 2013; Mathusa et al., 2010)
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hittades i ett (0,3 procent) av proven i denna kartldggning. Det isolat av O157:H7
som hittades i denna studie var tillhdrde inte subtypen klad 8.

Denna undersokning visar inte bara forekomsten i mjolkfilter utan ger dven en
indikation pa vilka STEC-serotyper som finns hos svenska mjolkdjur. De flesta
svenska studier om forekomst av STEC bland djur har varit inriktade pa 0157
(Albihn et al., 2003; Boqvist et al., 2009; Eriksson et al., 2005; Widgren et al.,
2015). Under perioden 2009-2012 undersoktes totalt 126 notkreaturshesattningar
i Hallands, Véstra Gotaland, Gotlands och Kronobergs lan efter forekomst av
STEC O157:H7 (Widgren et al., 2015). | 53 procent av beséttningarna kunde
STEC 0157:H7 pavisas vid minst ett tillfalle. Under 2013 undersoktes sparade
prover fran 115 av de 126 ovan namnda besattningarna aven for serogrupperna
026, 0103 och 0O121. Totalt pavisades STEC 026 i fem besattningar (4 procent),
STEC 0103 i sju besattningar (6 procent) och STEC 0121 i 14 beséattningar (12
procent) (Socialstyrelsen, 2014). Studier pa forekomst av den vanligaste sero-
gruppen i denna kartlaggning (0145) saknas.

Isoleringsfrekvensen av STEC fran de positiva anrikningsbuljongerna i denna
kartlaggning var férhallandevis hog (20 procent) jamfért med andra studier dar en
isoleringsfrekvens pa 9-12,5 procent rapporterats (Giacometti et al., 2013;
Giacometti et al., 2012; Marozzi et al., 2016; Vernozy-Rozand et al., 2005).
Isoleringsfrekvensen var daremot mycket lagre &n i en tidigare genomford svensk
kartlaggning av STEC pa notkoétt, dar den 1ag pa 50 procent (Egervarn and Flink,
2014). Detta trots att bada svenska undersékningarna anvande immunoblot (isole-
ring av STEC som uttrycker toxinet/toxiner) som isoleringsmetod. Jamfort med
kottproven var det i denna kartlaggning mycket svarare att erhalla rena STEC-
isolat, d.v.s. isolat som inte var férorenade av andra bakterier som fanns i mjolk-
filtren. Férutom provtypen som analyseras och isoleringsmetodik, beror isole-
ringsfrekvensen ocksa pa vilken typ av STEC som finns i provet och vilka od-
lingsplattor som anvénds.

Vid detektion av stx-gener (misstankta STEC) med PCR sker ingen differentiering
mellan levande eller doda bakterier eller om det &r fager med toxingener som
finns spridda i miljon som har detekterats. Det gar inte heller att uttala sig om det
ar en eller flera bakterier som innehar de gener som detekterats. Férekomsten av
stx-gener i anrikningsbuljongen bestod till stor del av en blandning av bade stx1-
och stx2-generna medan forekomsten av isolerade STEC framfdrallt innehdll an-
tingen stx1- eller stx2-genen. Detta antyder att flera olika STEC bakterier kan ha
funnits i provet men att bara en typ av STEC isolerades i de flesta fallen.

Salmonella

Salmonella pavisades med PCR i mindre dn 1 procent av proven, varav inga
kunde isoleras. Denna laga forekomst stammer vél 6verens med den mycket om-
fattande studie som genomforts pa tankmjclk fran Sveriges alla mjolkbeséattningar,
dér 1-2 procent seroprevalens pavisats (Agren et al., 2016). | Sverige har vi infort
atgarder for att minimera forekomst av salmonella samt en omfattande och obliga-
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torisk kontroll for salmonella, vilket innebar kontroll av hela livsmedelskedjan
och atgarder vid positiva fynd (Jordbruksverket, 2004). Detta gor att vi har ett
mycket gott lage med avseende pa salmonellaférekomst jamfort med manga andra
lander.

Slutsatser

Resultaten fran undersokningen visar att sjukdomsframkallande bakterier fore-
kommer i mjolkfilter fran svenska mjolkbesattningar. Ett positivt samband mellan
antalet djur pa mjolkgarden och positiva fynd av campylobacter och STEC har
pavisats. Ju fler djur som finns pa en gard desto storre &r risken att nagra av djuren
bar pa sjukdomsframkallande bakterier och att de sprids i besattningen och till
mjolken.

Tack

Ett stort tack till de djuragare och personal inom Vaxa Sverige och Skanesemin
som genom talmodig provtagning gjort det mojligt att genomféra denna kartlagg-
ning. Ett tack riktas ocksa till Elisabeth Fredlund, Roland Lindgvist, Hans Lind-
mark, Maria Egervérn och Mats Lindblad som har deltagit i planerandet av kart-
laggningen och gett viktigt aterkoppling vid skrivandet av rapporten.
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