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SAMMANFATTNING

Campylobacter spp. ar den vanligaste livsmedelsburna bakterien att orsaka sjukdom hos
minniska 1 Sverige och 1 EU. Bakterien orsakar problem som diarré, magont, krikningar,
illaméende, feber och huvudviark men kan ocksa leda till allvarligare komplikationer som
reaktiv artrit. Slaktkyckling ar ett av de storsta risklivsmedlen och hur vi féder upp, slaktar
och tillreder kycklingen har stor betydelse for smittspridningen. Niar Campylobacter kommer
in 1 en kycklingflock kan prevalensen bli hdg men djuren &r oftast symptomfria, vilket gor
infektionen svér att upptécka.

Ar 1989 blev campylobacterios en anmélningspliktig sjukdom. Antalet humanfall har 6kat de
senaste dren och 2017 rapporterades hela 10 608 fall i Sverige. Denna siffra dr sldende hog
och detta trots att manga fall aldrig rapporteras.

Bakteriofager dr virus som infekterar bakterier for att kunna fordka sig, vilket leder till att
bakterierna avdddas. Bakteriofager finns overallt 1 miljon och har studerats sedan borjan av
1910-talet, men det dr forst pd senare &r forskare har tittat ndrmare pd hur de skulle kunna
anvéndas for att kontrollera livsmedelsburna patogener. Idag genomfors manga studier inom
omradet och flera fordelar, men dven svarigheter, kring anvéndandet av bakteriofager har
presenterats.

Syftet med denna litteraturstudie &r att undersoka hur bakteriofager fungerar och om vi med
hjdlp av dem kan reducera forekomsten av Campylobacter spp. hos slaktkyckling och pa sé
sdtt dven antalet humanfall smittade av bakterien via kyckling.

Fyra in vivo-studier redovisas 1 detta arbete och visar pé styrkor och svagheter inom omrédet.
Generellt visar studierna att behandling av slaktkyckling med bakteriofager skulle kunna
anvéndas for att reducera nivierna av Campylobacter till viss del. Det har dven visats finnas
forutsittningar for att bakteriofager skulle kunna anvéindas for rengdring av biofilm som kan
skapas av Campylobacter 1 kycklingstallar och &dven pa sa sdtt kunna halla nere
smittspridningen. En av de stora riskerna som patriffats dr en mdjlig resistensutveckling mot
bakteriofager hos bakterien. Det verkar dock finnas mgjligheter att hdlla den inom kontroll,
och for att mojliggdra detta krdavs mer forskning.

Det finns en hel del punkter som kriver vidare forskning for att kunna avgéra om
bakteriofager 4 en  ldmplig  behandlingsmetod och vilka de  optimala
behandlingsrekommendationerna da skulle vara. Det handlar om rétt dos, administrationssitt,
kombination av bakteriofager samt tidpunkt for behandling och behandlingstid.
Bakteriofagterapi for reducering av Campylobacter hos slaktkyckling dr ett amne som kraver
vidare forskning men som kan komma att vara mojligt 1 framtiden.



SUMMARY

Campylobacter spp. is the most common bacteria to cause gastrointestinal infection in
humans in Sweden and within the EU. An infection often leads to diarrhea, nausea, stomach
pain, fever, and headache but it can also induce more serious conditions such as arthritis.
Broiler is one of the most common sources of human campylobacteriosis and how we keep,
slaughter and prepare them before consumption are important aspects for the spread of the
infection from the chicken to humans. When Campylobacter infect a broiler flock it will
spread rapidly within the flock, however, the infection is mostly asymptomatic which makes it
hard to detect.

In 1989 campylobacteriosis became a notifiable disease. The number of cases in Sweden has
increased in recent years and during 2017, 10608 cases were reported. This number is high
even though a lot of cases never is reported to the authorities.

Bacteriophages are viruses that infect bacteria to replicate and these organisms are naturally
occurring in the environment. Bacteriophages have been studied since the early 1900s” but it
is not until recently that scientists have started to investigate the potential of bacteriophages as
a possibility to control foodborne pathogens.

The purpose of this study was to look into how bacteriophages function and if they can be
used to reduce levels of Campylobacter spp. in broilers, and thereby also reduce the cases of
human campylobacteriosis.

This study found that bacteriophage therapy might work as a method to reduce the levels of
Campylobacter in broilers. It was also shown that bacteriophages potentially could be used to
inactivate Campylobacter in biofilm in the broiler houses and in that way reduce the spread of
the infection. One of the biggest risks with bacteriophage therapy was shown to be the
possible development of phage resistant bacteria. However, studies show that it might be
possible to control the resistance, but more research is required on this topic.

Four in vivo-studies are presented in this report and they show various strengths and
weaknesses associated with phage therapy. A lot more research is needed to be able to tell if
this is a suitable method to reduce Campylobacter in broiler chicken and if so, how we should
treat the broilers. In this report, way of administration, suitable dosage, combinations of
bacteriophages and time of treatment are discussed.

Treatment of broiler chicken with bacteriophages to reduce the levels of Campylobacter
might be possible in the future, but it requires further research.



INLEDNING

Campylobacter spp. ar 1 dagslidget den vanligaste orsaken till bakteriell gastrointestinal
infektion 1 Sverige och 1 EU (EFSA & ECDC, 2016; Folkhdlsomyndigheten, 2018). Under
2017 rapporterades 10 608 fall av campylobacterios 1 Sverige (Folkhdlsomyndigheten, 2018)
och att denna siffra dr sa pass hog trots att det en stor underrapportering (Boqvist et al., 2018)
ar minst sagt orovickande. Antalet rapporterade fall som blivit smittade i Sverige har 6kat
sedan ar 1989 da sjukdomen blev anmélningspliktig. Den markanta 6kningen de senaste aren
beror framforallt pa okad forekomst av bakterien hos kycklingar pa svenska gardar
(Folkhédlsomyndigheten, 2018) men dven andra faktorer spelar in. P4 senare ar har det dven
varit ett antal utbrott av campylobacterios 1 Sverige (Folkhdlsomyndigheten, 2017b). Allt
detta visar pa relevansen av forskning kring bakterien och dess smittspridning till ménniska
samt forskning angdende forebyggande atgirder och behandling pa gardsniva.

Campylobacter spp. koloniserar tarmen hos flera djurslag och en viktig smittvig till minniska
ar via kontaminerat kott. Denna zoonos dr asymtomatisk hos de flesta djurslag men orsakar
hos ménniska oftast en sjdlvldkande gastroenterit (SVA, 2017).

P4 senare ar har forskare undersokt mojligheten att potentiellt kunna anvénda bakteriofager
for att minska forekomst av Campylobacter spp. pa uppfodningsniva. Bakteriofager ar virus
som saknar enzymsystem och egen metabolism och dérfor infekterar de bakterier som
intracelluldra parasiter (Hagens & Loessner, 2007; Wernicki et al., 2017). Mycket forskning
pagér inom dmnet och nagra viktiga kriterier att uppfylla for att kunna anvidnda bakteriofager
mot livsmedelsburna bakterier dr att de méste vara effektiva, praktiskt anvindbara samt sikra
for djur och ménniska (Doyle & Erickson, 2006).

Syftet med denna litteraturstudie &r att undersoka hur bakteriofager fungerar och om vi med
hjdlp av dem kan reducera forekomsten av Campylobacter hos slaktkyckling och pa sé sitt
aven antalet humanfall smittade av bakterien via kyckling.

MATERIAL OCH METODER

Litteraturen som anviandes for denna studie bestar huvudsakligen av artiklar som hittats via
databaserna PubMed och Web of Science med sokorden Campylobacter AND (broiler OR
poultry), Campylobacter AND phag* samt Campylobacter AND phag* AND (broiler OR
poultry). Ménga relevanta artiklar hittades dven 1 litteraturforteckningen hos dessa artiklar.
Kéllor som Folkhdlsomyndigheten och EFSA anvidndes for information angaende statistik,
dagsldge och utbrott.

Eftersom syftet med denna studie har varit att underséka om och hur bakteriofager kan
anvindas hos kycklingproducenter s& har jag valt att avgransa arbetet till mestadels in vivo-
studier dé det varit mest relevant.

Ordet fag” dr en forkortning av “bakteriofag” och orden anvénds synonymt i detta arbete.



LITTERATUROVERSIKT
Campylobacterios och smittspridning

Campylobacter spp. dr en vanligt forekommande bakterie som hos minniska kan orsaka
diarréer, krakningar, feber, magsmartor och illamaende. Komplikationer som reaktiv artrit ar
dock ocksa vanligt (Folkhdlsomyndigheten, 2017a). De vanligaste underarterna att orsaka
sjukdom hos ménniska dr Campylobacter jejuni och Campylobacter coli (Acheson & Allos,
2001) och kott fran slaktkyckling anses vara den viktigaste smittkédllan av bakterien till
minniska (EFSA & ECDC, 2016). Bakterien forekommer dock ofta dven hos andra djurslag,
exempelvis gris och nét (Folkhidlsomyndigheten, 2017a)

Eftersom campylobacterios dr anmélningspliktig finns det bra statistik pa antalet rapporterade
fall hos Folkhdlsomyndigheten. Folkhdlsomyndigheten f{oljer sdsongsvariationer Over
manader och ar och kan pa sa vis jdmfora med antalet fall under samma ménad under tidigare
ar och det dr, bland annat, pé sa sitt man kan avgdra om det dr ett utbrott eller bara forvintade
sdsongsvariationer. Under 2014-2015 samt under 2016 konstaterade man tva stora utbrott och
dessa framforallt pa grund av okad forekomst av Campylobacter spp. hos de svenska
kycklingproducenterna (Folkhdlsomyndigheten, 2017b). Utbrotten kan dock &@ven bero pé
andra saker sa som slakthygien.

Kontaminering av bakterien fran tarmkanalen till slaktkroppen i samband med slakt dr den
vanligaste orsaken till Campylobacter pa kycklingkott. Vid bristande upphettning av
kycklingkott eller bristande livsmedelshygien finns det risk for smittspridning och
insjuknande 1 campylobacterios (Folkhdlsomyndigheten, 2017a).

Forebyggande arbete pa gérdarna anses vara det mest effektiva sittet for att minska antalet
smittade humanfall jamfort med insatser senare i produktionskedjan. En reducering av
infekterade kycklingar betyder lagre smittryck pé slakteriet och mindre risk for kontaminerade
produkter pa marknaden (EFSA, 2005; Wagenaar et al., 2013).

Campylobacter spp. hos slaktkyckling

Kycklingflockar smittas ofta med C. jejuni och C. coli utan méarkbar pdverkan hos djuren
(Shane, 2000). Det ar sdllan man kan diagnosticera infekterade djur innan dag sju men frin
och med infektion forblir kycklingar ofta symptomldsa smittbérare fram till slakt (Gibbens et
al., 2001). Nér bakterien vdl kommer in 1 en flock sprids infektionen véldigt fort och hela
flocken blir vanligtvis infekterad (Wagenaar et al., 2013). En anledning till den hoga
prevalensen ér troligen den laga infektionsdosen pa 400-500 bakterier (Moore et al., 2005) i
kombination med att s& hdoga nivier som 10% bakterier per gram utsondras med avforingen
(Wagenaar et al., 2013).

Miénga faktorer paverkar hur Campylobacter kommer in 1 en kycklingflock. Stora risker

associerade med forekomst av Campylobacter hos svenska kycklingproducenter &r bland

annat hallande av andra livsmedelsproducerande djur nédra kycklingstallet samt delad slakt,

det vill sdga att man samlar ihop en del av kycklingarna for slakt medan man haller kvar en
4



del for ytterligare tillvéxt. Flera byten av skor innan intrdde 1 kycklingstallet samt god generell
renlighet i stallarna minskar risken for Campylobacter (Hansson et al., 2010).

Bakteriofager

Bakteriofager dr virus som inte har nagon egen metabolism och dérfor infekterar de bakterier
for att kunna foroka sig (Hagens & Loessner, 2007; Wernicki et al., 2017) och finns naturligt
overallt 1 miljon dir deras vardbakterier kan leva (Connerton ef al., 2011). Redan pd 1910-
talet studerades bakteriofager och man forstod snabbt att de kunde anvindas mot
bakterieinfektioner, till exempel dysenteri (Sulakvelidze et al, 2001). Fager forokar sig
genom antingen lytisk infektion eller lysogen infektion, de bada sitten ar liknande och gér ut
pa att fagens DNA injiceras 1 bakteriens DNA vilket leder till en forokning av bakteriofager
(Sulakvelidze ef al., 2001).

Férdelar med anvédndning av bakteriofager

En viktig och anvindbar egenskap hos dessa intracellulédra parasiter dr att de dr vardspecifika
och bara kan infektera en specifik bakterieart eller bakteriestam (Hagens & Loessner, 2007)
och dérfor paverkar de inte normalfloran (Moye et al., 2018). Just det dr en viktig skillnad
jamfort med antibiotika ddr anvdndandet d4ven paverkar normalfloran vilket i sin tur kan leda
till sekundéra infektioner (Jamal ef al., 2019).

Det finns fler fordelar med att anvdnda bakteriofager mot livsmedelsburna patogener én just
vardspecificiteten. Dessa organismer anses vara sdkra for minniskan da de till storsta delen
bestdr av nukleinsyror och proteiner(Abedon & Thomas-Abedon, 2010; Loc-Carrillo &
Abedon, 2011) men eftersom de &r bakteriedodande kan det frigoras toxiner vid lysering och
bakteriofagerna kan pa sa sétt paverka immunsystemet. Reaktionen anses dock vara mild och
valdigt sdllsynt (Abedon & Thomas-Abedon, 2010).

En annan fordelaktig egenskap hos bakteriofager som diskuteras &r att de “autodoseras” 1
kroppen genom att de forokar sig dér deras bakterievérd finns och pa detta sitt sjdlva bidrar
till doseringen (Loc-Carrillo & Abedon, 2011). Detta ger hog potential for att en singeldos
skulle ricka for att doda en stor andel bakterier (Abedon & Thomas-Abedon, 2010).

Nackdelar med anvédndning av bakteriofager

Loc Carillo och Abedon (2011) skriver utdver fordelar &ven om potentiella nackdelar med
bakteriofagterapi och beskriver det som foljer 1 detta stycke. Alla bakteriofager &r inte
passande for &ndamalet, man maste vélja rétt typ av fager och ta fram tillforlitliga metoder for
att sdkerstilla detta. Att de ar s& vérdspecifika gor dven att fagerna ofta maste blandas 1 sa
kallade “cocktails™ vilket leder till att spektrumet for fagerna blir mycket bredare. Dock é&r
inte spektrumet lika brett som hos méinga antibiotika med smalt spektrum. Som ndmnt tidigare
kan fagerna dven interagera med kroppens immunsystem, men det dr likadant med vissa
antibiotika samt vaccin sd det anses inte vara ett avgérande problem i frdgan om sdkerhet. En
av de storsta utmaningarna angaende bakteriofagterapi dr enligt Loc Carillo och Abedon den
bristande kunskapen 1 dmnet. De ndmner att fager som virus kan misstolkas av allmédnheten
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som patogener vilka orsakar sjukdom, och darfor ar det enligt forfattarna mojligtvis en fordel
att bendmna dessa virus som just fager.

En osdkerhet 1 anvdndandet av bakteriofager ar potentiell utveckling av resistenta
bakteriestammar och ménga studier riktas darfor mot det perspektivet. Det dr en viktig del att
kartligga for att mojliggéra for bakteriofaganvdandning 1 produktionsledet av humana
livsmedel (Mahony et al., 2011).

In vivo-studier pa bakteriofager mot Campylobacter

Bakteriofager specifika mot C. jejuni och C. coli delas in i tre grupper beroende pd genomets
storlek samt organismens diameter (Sails et al., 1998). Vid isolering av bakteriofager att testa
mot Campylobacter 1 slaktkyckling dr det vanligt att man gor blandningar av fager ur olika
grupper. I en studie av Moye et al. (2018) upptacktes till exempel att en ensam grupp ej var sa
effektiv 1 sig sjilv utan en blandning av tva grupper var att foredra for optimal effektivitet.

Nedan foljer fyra in vivo-studier dir bakteriofager administrerats till kycklingar for att
undersdka om det gar att reducera Campylobacter genom anviandning av fager i besittningen.
Dessa fyra studier har delats upp under ”"Metod och administrationssétt” och ”Resultat” samt
ytterligare studier av samma forskare fran samma artiklar under ”Resistensutveckling”.

Metod och administrationssatt

I en studie av Carvalho et al. (2010) undersoktes effektiviteten hos en fag-cocktail
innehéllandes tre olika bakteriofagtyper samt effektiviteten hos tva olika
administrationsvigar. For forsoket var det viktigt att nivan av Campylobacter hos
kycklingarna var tillrackligt hog sé att det skedde en konstant bakterieutsondring 1 feces. En
bra niva anségs, sett till naturlig kolonisation av Campylobacter, vara mellan 1x10° och 1x10°
CFU (colony forming units) /g feces. I experiment 1 gavs 1x10° PFU (plaque forming unit) av
en cocktail i 1 ml l6sning med CaCOs via sond till kycklingar av en veckas alder infekterade
med C. jejuni. CaCOs3 gavs for att bakteriofagerna tros vara kansliga mot lagt pH 1 magsicken
och detta &mne &r buffrande. I experiment 2 gavs cocktailen till C. coli-infekterade kycklingar
bade via sondmatning samt genom att blanda det i1 fodret. De som fick giva via sond fick
samma dos som de 1 experiment 1 och de som fick bakteriofager i fodret fick 45 g foder med
1.5 x 107 PFU blandat i 1,5 ml buffertldsning. Dessa grupper jamfordes med en kontrollgrupp
som bara fick buffrande substans (CaCOs3). Kontrollgruppen och experimentgrupperna hade
samma niva av Campylobacter vid start och kontrollgruppen hade stabil niva (ingen statistisk
signifikant skillnad) av bakterien under forsoket vilket forsdkrar att grupperna kan jamforas
samt att djuren var vil koloniserade av bakterien infor forsoken.

Loc Carillo et al. (2005) undersokte bland annat den optimala dosregimen for
bakteriofagterapi mot Campylobacter samt vilken typ av bakteriofag som dr mest effektiv.
Kycklingar infekterades med 3-8 logio CFU C. jejuni i 1 ml 16sning via sond vid 18-20 dagars
alder och resultaten jimfordes med oinfekterade kontrollgrupper. Bakteriofager av sorten
CP34 samt CP8 i doserna logio 5, 7 och 9 PFU administrerades via sondmatning vid 25
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dagars alder i en 1 ml 16sning med CaCOs3. Kontrollgruppen fick endast 16sning med CaCOs.
Féglar avlivades och undersdktes 1 24-timmars intervall.

I en studie av Kittler er al. (2013) wundersoktes den optimala tidpunkten for
bakteriofagadministration till kycklingarna f6r att nivan av Campylobacter skulle vara sa lag
som mojligt ndr de kom till slakteriet. Tre faltforsok utfordes 1 olika flockar dir kycklingarna
gavs Dbakteriofager via dricksvattnet. Att efterlikna verkligheten 1 kommersiell
kycklingproduktion anvidndes inte nigon buffrande 16sning sd& som CaCOs;. Dosen av
bakteriofager per kyckling berdknades vara logio 7.2, logio 7.9 respektive logio 7.5 PFU 1 de
tre forsoken.

Fischer et al. (2013) utférde en studie med syfte att utoka kunskapen om potentialen hos
bakteriofager for reducering av Campylobacter hos slaktkyckling. Dagsgamla kycklingar togs
om hand och delades in i grupper om 92. Pa dag 6 avlivades fyra kycklingar per grupp for att
konstatera att de var fria fran Campylobacter. Till de andra kycklingarna administrerades en
16sning med Campylobacter pa 1 ml med koncentrationen 10* CFU/ml direkt till krivan. Tre
dagar senare fick figlarna 1 behandlingsgruppen en 1 ml 16sning av bakteriofager och CaCOs
som buffrande &mne med en koncentration av fager pd 10’ PFU/ml administrerat direkt till
krdvan. Denna 16sning var en blandning av lika delar fag nummer 1, 2, 5 och 13. Pa
levnadsdag 10, 12, 16, 23, 30, 37, 44 och 51 avlivades 11 féglar 1 varje grupp for
undersokning och dissektion. Dérifran gjordes tvad forsok: ett dir man jidmforde
behandlingsgrupp med kontrollgrupp som bara fatt buffertlosning for forekomst av den
aktuella bakterien och ett annat ddr man jamforde grupp som bara fatt fag nummer 1 med
grupp som fatt fagblandningen av fyra sorter och dven hir fanns kontrollgrupp med faglar
som endast fatt buffertlosning .

Resultat och slutsatser

I bada forsoken av Carvalho et al. (2010) ségs en reduktion av Campylobacter hos grupperna
givna bakteriofager jamfort med kontrollgruppen. I experiment 1 var det mojligt att faststilla
en minskning av C. jejuni med 2.34 logio CFU/g feces och denna minskning var konstant
under hela forsoket. I experiment 2 sdgs efter sju dagar, det vill sdga i slutet av behandlingen,
en nagot hogre reduktion av bakterien hos de kycklingar dér fager gavs via fodret &n hos de
som fick fager via sond. En hogre reduktion av bakterien kunde dven ses redan vid tva dagar
efter behandling. Djuren observerades under forsoket for att se till att alla hade atit av det
behandlade fodret. Fag-koncentrationen i avforingen visar att kycklingarna infekterade med
C. jejuni och C. coli utsondrade stabila nivaer av bakteriofager under hela forsoket vilket visar
pa att bakteriofagerna kunde replikeras och da dven reducera populationen av Campylobacter.

I studien av Loc Carillo et al. (2005) visades CP34 vara generellt mer effektiva for reducering
av C. jejuni d&n CPS8. Det kunde dock konstateras att CP8 var mer effektiv mot vissa
bakterieisolat. Hos alla individer som fatt CP34 var minskningen av bakterien signifikant pé
minst ett av de tre provsamlingsomradena oavsett om dosen var 5, 7 eller 9 logio PFU. De tvé
lagre doserna var dock mer effektiva d4n den hogsta, varfor dr inte helt klart. Med
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kombinationen av bakteriofag CP8 och dosen 7 logio PFU kunde forskarna, inom loppet av
24h efter administration, se en sd stor minskning av C. jejuni som logio 5.6 CFU/g
administration (P = 0,00005).

Studien av Kittler ef al. (2013) har visat att en reduktion av Campylobacter pa upp till logio
3.2 CFU/g feces dr mojlig hos kommersiella slaktkycklingproducenter med bakteriofagterapi.
Den slutsats som drogs efter dessa forsok var att administration av bakteriofager bor ske 2-4
dagar fore slakt for optimal reducering av Campylobacter. Timing och passande cocktails
beskrivs vara viktigt for bra resultat.

Fischer et al. (2013) ség att 1 forsok 1 ledde bakteriofagbehandling till en signifikant
(p<0,001) reducering av Campylobacter upp till tre dagar efter administrering av fager. I
forsok 2 konstaterades en reducering av bakterien pa ett medelvérde av logio 1,3 CFU/g feces
hos béde gruppen med blandade fager och gruppen med en enda typ av fag. I det senare var
nivan av bakterier i medel ldgre hos bada behandlingsgrupper &n kontrollgruppen, med
undantag for dag tre for gruppen med bara 1 fagtyp. Mellan dag 7 och 35 var skillnaden
mellan grupperna daremot signifikant (p<0,001-0,036). Storsta reduceringen av bakterier sags
dag 21 med logio 2,8 CFU/g feces. Forskarna kom med denna studie fram till att bakteriofager
har god formaga att reducera Campylobacter hos kyckling och att bakteriofager troligen
kommer att spela en viktig roll i kampen mot Campylobacter péd gardsnivd och vidare dven
mot smittspridningen till ménniska. Genomtinkta kombinationer av bakteriofager dr en
valdigt viktig del for den framtida utvecklingen.

Bakteriofagernas potential for reduktion av Campylobacter har 1 dessa studier studerats pé
olika sitt med varierande doser, typer av fager, administrationssitt och tidpunkter for
administrering samt provtagning. Alla fyra redovisade studier har visat att en reducering ar
mojlig men resultaten varierar frdn en minskning med logio 2.8 till logio 5.6 CFU/g feces. De
olika studierna har haft olika fokusomrdden; effektiviteten hos en specifik cocktail, optimal
dosregim, optimal behandlingstidpunkt respektive bakteriofagers potential att reducera antalet
Campylobacter men gemensamt for alla fyra studier dr att de kommer fram till att mer
forskning behdvs inom dmnet.

Resistensutveckling mot bakteriofager

Carvalho et al. (2010) genomf6rde 1 samma studie som ovan dven resistensundersokningar.
For att undersoka resistensutvecklingen mot bakteriofager hos kycklingarna infekterade med
och behandlade for C. jejuni isolerades totalt 300 bakteriekolonier frin alla djur 1 gruppen
tillhérande experiment 1. Proven testades fore och efter administrering av bakteriofager. Fore
administration observerades 6 % resistenta bakteriekolonier och 7 dagar efter behandling
observerades 13 % resistenta kolonier. Slutsatsen av detta blev att resistensen kan ha
utvecklats under forsoket och 1 si fall skulle den resistenta fenotypen ha blivit den
dominerade. Tidigare observationer har visat att resistenta fenotyper blir utkonkurrerade av de
icke kénsliga fenotyperna i tarmen och for att testa detta infekterades sju grupper om 15
kycklingar med fagkdnsliga samt fagresistenta stammar fran forsta resistensforsoket. Sju
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dagar senare sdgs ingen signifikant skillnad (P > 0,05) i nivaer av Campylobacter 1 avtéringen
mellan grupperna. Annu ett forsok gjordes dir man slumpmissigt valde tre bakteriekolonier
frin fekala prover frdn varje kyckling 1 varje grupp och fastslog deras kénslighet mot
bakteriofag-cocktailen. 86,2 % av kolonierna som isolerades frdn kycklingar med resistenta
stammar forlorade den resistenta stammen och 54 % av de resistenta stammarna omvandlades
till kdnsliga stammar.

Ocksé Loc Carillo ef al. (2005) utforde tester for unders6kning av resistensutveckling. 11 %
av de isolat som overlevt CP34-fager in vitro var resistenta mot fortsatt CP34-infektion. 4 %
av kolonierna som isolerats frdn kycklingar efter behandling och behandlats med bakteriofag
CP34 var resistenta. Spontan bakteriofagresistens kunde ej observeras hos kontrollgrupperna
infekterade med C. jejuni utan bakteriofagterapi och man kunde &dven konstatera att
korskontamination med andra campylobactstammar inte hade férekommit, resistensen hade
utvecklats fran orginalstammen. 90 isolat frén kycklingar som infekterats med tva olika typer
av resistenta stammar testades ocksd och av dessa hade 97 % omvandlats till fagkinsliga
stammar.

I studien av Fischer et al. (2013) insamlades 1540 isolat av Campylobacter fran forsok 1 och
testades for fagkinslighet for varje fagtyp samt for cocktailen. 2640 isolat samlades fran
djuren 1 forsok 2 och testades for samma saker som 1 forsok 1. Generellt beskrivs
inledningsvis en minskning av kinslighet mot fagerna men som sedan 6kar igen mot slutet av
forsoket till 98% for cocktail och for 94 % for de som endast blivit utsatta av fag 1. Vilken typ
av fag de blev resistenta mot skiljde sig mellan grupperna, till exempel utvecklade de
cocktailbehandlade mer resistens mot fag nummer 1 dn de som bara blivit utsatta for fag nr 1.
Med denna studie visade dessa forskare att resistensen hos Campylobacter mot bakteriofager
stabiliseras pa en 1ag niva efter en inledande 6kning efter administration. Aven kombinationen
av fager spelar en viktig roll.

Dessa tre studier pa resistensutveckling mot bakteriofager visar pa att resistensutveckling sker
under behandlingen men att kdnsligheten hos bakterierna atergér till en stabil nivé efter en tid
samt att en stor procent av de resistenta stammarna atergér till att bli kidnsliga. Det dr dven
visat att resistensutvecklingen beror pa hur méanga och vilka bakteriofager man behandlar
kycklingen med.

Bakteriofager mot biofilm skapad av Campylobacter

C. jejuni har visats kunna skapa biofilm (Joshua et al., 2006) och dessutom kan de integreras i
befintlig biofilm av annan bakterie (Hanning et al., 2008). Biofilm som skapas av bakterier &r
vildigt motstdndskraftig och svér att fa bort genom mekanisk och kemisk rengoring vilket gor
att bakterierna kan leva vidare pé stallinredningen (Harper et al., 2014) Om bakterierna lever
kvar 1 stallarna riskerar nésta kycklingflock bli infekterad.

Det finns inte s ménga studier gidllande hur man kan anvinda bakteriofager mot biofilm av

Campylobacter spp. (Aprea et al. 2018) men en studie av Siringan et al. (2011) visar pa en

reduktion med i genomsnitt 2 log cfu/cm? av C. jejuni pa glas med hjilp av bakteriofager 24h
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efter behandling. Aven Harper et al. (2014) har beskrivit att bakteriofager kan rengéra biofilm
men dé ej biofilm skapad specifikt av Campylobacter spp.

DISKUSSION

Bakteriofager kan bevisligen reducera antalet Campylobacter hos slaktkyckling. En viktig
frdga dr dock om den mojliga reduceringen av bakterien ér tillrdcklig. Enligt en rapport frn
EFSA skulle en minskning av bakterien med 3 logio-enheter reducera smittorisken till
manniska med minst 90% (EFSA, 2011) vilket séklart vore en otrolig framgang. I in vivo-
studierna jag har redovisat har forskarna i de olika rapporterna kunnat uppméta minskning av
Campylobacter hos kyckling med 5.6, 2.34, 2.8 och 3.2 logio CFU/gram (Loc Carrillo et al.,
2005; Carvalho et al., 2010; Fischer et al., 2013; Kittler et al., 2013). Det dr alltsa bara tva av
studierna som visar att en reduktion med 3 logio-enheter dr mojlig. Resultatet verkar vara
mycket beroende av vilken typ av bakteriofag, dosstorlek, behandlingstidpunkt samt
administrationssédtt och jag tror att om man skulle traffa ritt 1 alla dessa punkter oOkar
mojligheten nd den grénsen.

Administrationssatt

For att fi bakteriofagterapi att fungera ute pad girdarna méiste bakteriofagerna kunna
administreras till kycklingarna pa ett bra sétt som sdkerstéller att alla kycklingar fir 1 sig en
tillracklig dos. Det kan vara svart att se till sa att alla djur blir behandlade. Om man tillsétter
bakteriofager till foder eller vatten kan sjuka/nedsatta djur som inte dter och dricker
tillrackligt g& miste om behandlingen. Allméntillstindet hos djur med infektion av
Campylobacter péaverkas dock inte (Shane, 2000) vilket betyder att de troligtvis dter och
dricker som normalt. Dock kan de djuren dndad vara underldgsna och/eller sjuka av andra
anledningar och darfor inte dricka och ita tillrickligt. Men eftersom prevalensen dr sé pass
hog och eftersom de faglar som éar tillrdckligt friska for att klara sig fram tills tid for slakt
anda tros dricka och éta verkar det vara ett mojligt administrationssétt. I studierna har man
anvéant sig av olika sdtt — via dricksvattnet, fodret och sondmatning. Den enda studien dér
kycklingarna fick bakteriofager via dricksvattnet var 1 den av Kittler et al. (2013) och dér sdgs
en reducering pa 2.34 logio CFU/g vilken ér den ldgsta av dessa studier. Den hogsta siffran pa
reducering av Campylobacter pa 5.6 logio CFU/g naddes av Loc Carillo et al. (2005) och déar
var administrationsséttet sondmatning. Giva via sondmatning &r dock inte aktuellt for en
lantbrukare med flera tusen slaktkycklingar. Den enda av dessa studier som jamforde
administrationssétt var den av Carvalho ef al. (2010) dir de sag att administration via fodret
gav battre resultat &n via sondmatning. Det dr dock osdkert om det d&r administrationsséttet
eller det faktum att ingen buffertlosning tillsattes 1 forsoket av Kittler et al. (2013) som
forklarar den relativt 1dga siffran. Buffertlosning, CaCOs, tillsattes 1 de andra forsoken for att
bakteriofager inte skulle d6 1 den sura miljon 1 magen. Det dr med storsta sannolikhet alltsa sé
att en del av bakteriofagerna som gavs via dricksvattnet till kycklingarna har dott pd véigen till
tarmen och det behover inte betyda att administration via dricksvattnet dr sdmre &dn de andra
sétten.
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Dos

Loc Carillo et al. (2005) provade i sin studie olika doser och kom fram till att logio 7 PFU var
battre dn logio 5 PFU och logio 9 PFU. Det dr dock for 4 doser for att kunna séga att just
denna &r optimal, men den optimala dosen verkar ligga mellan logio 5-9 PFU. I studien av
Carvalho et al. (2010) administrerades 1.5x107 PFU blandat i 1,5 ml buffertlésning med
kycklingarnas foder medans det i de andra tre studierna anvdndes doser mellan logio 67,9
PFU 1 1 ml 16sning. Vilken dos som é&r bést dr antagligen kopplat till val av
administrationssétt vilket gor att det dr svért att dra slutsatser om huruvida dessa doser ér
effektiva eller inte, flera doser inom samma administrationssitt skulle behova jamforas.

Behandlingstid

I studien av Kittler ef al. (2013) kom forskarna fram till att behandling 2—4 dagar innan slakt
verkar vara bést for att nivan av Campylobacter ska vara si 1&g som mojligt ndr figlarna
kommer till slakteriet. Dock krdvs mer forskning kring detta. En fraga kopplad till detta som
kvarstdr dr ocksd hur linge och i1 hur ménga omgingar kycklingarna bor genomgé
bakteriofagterapi for att fa bdsta mdgjliga resultat. Abedon & Thomas-Abedon (2010) skriver
om att en singeldos skulle ricka for att doda en stor andel bakterier, men frdgan d&r om den
andelen dr sa stor som 3 logio-enheter. Det beror dven pd administrationssétt, det ar svart att
ge en singeldos 1 dricksvattnet.

Bakteriofagtyp

Loc Carillo et al. (2005) och Fischer et al. (2013) gjorde studier pd olika typer och
kombinationer av bakteriofager for att se hur man bést kan bekdmpa Campylobacter hos
slaktkyckling. De visade att det skiljer sig 1 effektivitet beroende vilka fager man viljer att
behandla med. Det man kan sdga utifran dessa studier dr forst och framst att det krdvs dnnu
mer forskning pa vilka sorter av bakteriofager man ska anvénda och 1 vilken blandning. Sen
maste man dessutom utveckla ett bra sitt att veta vilken/vilka bakteriofager man ska anvénda
1 sin besittning eftersom olika bakteriofager fungerar olika bra mot olika stammar av
Campylobacter.

Biofilm

Eftersom Campylobacter spp. har visats vara en bakterie som kan skapa biofilm é&r
rengdringen av stallar véldigt viktig innan man tar in en ny flock. Eftersom det finns
forskning som visar att man kan fa bort biofilm med bakteriofager sé tycker jag absolut att det
ar aktuellt att titta ndrmare pa hur man kan ta fram en produkt som med bakteriofager rengor
stallar, lokaler och inredning pa ett effektivt satt for att minska smittspridning.

Resistensutveckling

De tre in vivo-studierna som undersdkt resistens som presenteras i den hér rapporten har alla
sett att resistens mot bakteriofagerna utvecklas under behandlingen, kénsligheten blir ldgre 1
borjan men sedan okar den igen. Carvalho et al. (2010) och Loc Carillo et al. (2005) har sett
att resistenta bakteriestammar omvandlas till att dterigen bli kénsliga mot behandlingen av
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bakteriofager. Dock skiljer sig deras siffror &t, dir 54 % respektive 97 % av testade stammar
har atergétt till kinsliga. Det kan bero pa storleken av forsdken, vilka stammar man tittat pd
och under hur lang tid forsoket har pégatt. Bada forsoken visar dock att majoriteten av
stammarna tappar resistens vilket dr positivt, dock maste mer forskning utféras kring detta.

Fischer et al. (2013) visar 1 sin studie att olika grader av resistens utvecklas mot samma
bakteriofag om campylobakterna utsitts for endast den eller flera typer av bakteriofager. Det
tyckte jag var viéldigt intressant och det visar pa att det dr viktigt med vidare forskning pa hur
man ska kombinera bakteriofager for att undvika resistensen 1 s hog grad som mojligt. Ju fler
djur man behandlar desto storre &r risken for utbredd resistens hos Campylobacter spp. vilket
for tankarna till hur vi bor vilja att behandla infekterade slaktkycklingar. Hér spelar
antagligen dven behandlingstid en viktig roll.

Utmaningar infor framtiden

Moye et al. (2018) diskuterar i sin artikel vilka utmaningar som aterstar innan bakteriofager
kan bli accepterat for anviandning for livsmedel och livsmedelsproducerande djur i1 storre
utstrackning. Den storsta tekniska utmaningen beskrivs vara effektiviteten hos
bakteriofagerna. Det har bevisats att fager kan reducera en stor del bakterier men inte till
100% doda alla bakterier. Att man sett aterviaxt av bakterier efter behandling samt resistenta
stammar beskrivs ocksa vara stora tekniska utmaningar. Vidare diskuteras dven acceptansen
hos kunderna som en utmaning. Trots att bakteriofager beskrivs som icke-kemiska, naturliga
och sékra finns det dnd4 en oro 1 att samhéllet kan ha svért att acceptera nya tekniker som ska
anvéndas i deras mat och tanken pé att virus ska appliceras till livsmedel kan tdnkas verka
oroande.

I en farsk rapport av Hansson ef al. (2018) redovisas en ldng lista pa brister 1 var kunskap
angdende kontroll av Campylobacter for prevention av campylobacterios. Har presenteras
brister pd gardsnivd, slakteriniva, gillande bakteriens karaktér, folkhélsa samt diagnostik. Det
kravs alltsa fortfarande mycket forskning och studier pa bakterien for att forstd dess karaktér
och for att kunna bekdmpa den samt forebygga smittspridning i storsta mojliga man.

Konklusion

Under denna litteraturstudie har jag hittat flera kunskapsluckor inom dmnet och det jag anser
att forskare maste studera ytterligare dr det bista administrationssittet, den optimala dosen,
den optimala behandlingstiden och tidpunkten for behandling samt hur man ska kombinera
olika typer av fager for bista mojliga resultat. Eftersom resistensutveckling mot bakteriofager
sker hos Campylobacter spp. s& ar det dven viktigt att forska mer pa hur vi kan undvika
resistenta stammar 1 sa stor utstrackning som mojligt. Om behandling med bakteriofager visar
sig vara en vilfungerande metod maste vi vara véldigt noga med hur vi behandlar
kycklingarna for att undvika resistensutvecklingen sa att mojligheten for behandling inte gér
forlorad.
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Jag tror att det &r avgorande fOr acceptansen av bakteriofagterapi att fran borjan kunna
presentera ett enkelt sdtt administrera bakteriofager av ritt sort och i rétt dos for
slaktkycklingproducenterna. For en producent med flera tusen kycklingar, som de flesta har,
maste behandlingen vara genomforbar och ge resultat. Annars kommer bonderna aldrig vilja
satsa pd bakteriofagterapi. Risken finns dd att marknaden avfirdar en mojlig 16sning pa
problemet med en 6kande forekomst av Campylobacter och antal ménniskor insjuknade i
campylobacterios.

Utifrén studierna jag har last och redovisat anser jag att bakteriofagterapi har stor potential att
kunna vara en av framtidens 16sningar pa den utbredda spridningen av Campylobacter spp.
frén slaktkyckling till midnniska. Om malet 4r att nd en reducering av bakterier med 3 logio-
enheter maste man utveckla kunskapen om olika behandlingsparametrarna f6r att med
sdkerhet kunna Overstiga denna gréns 1 alla forsok med behandlingsgrupper. Mer forskning
maste genomfGras for att komma fram till det optimala séittet att behandla slaktkyckling med
bakteriofager mot Campylobacter.
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