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Sammanfattning

Campylobacter dr en bakterie som orsakar tarminfektioner med kraftig diarré hos méinniskor.
Det dr var vanligaste zoonos och kyckling dr den frimsta smittkdllan. Ekologiska kycklingars
utevistelse medfor att de 1 hogre utstrickning dr béarare av Campylobacter an konventionella
kycklingar. Ensilerat grovfoder innehéller hoga halter av mjolksyrabakterier som i andra
studier visat forméga att inhibera Campylobacterbakteriens tillvéxt via produktion av
organiska syror, t.ex. mjolksyra som sinker pH i tarmen, eller via produktion av bakteriociner
(peptider med antimikrobiell effekt). Lactobacillus spp. forandrar dven tarmflorans
sammansittning, vilket kan vara avgorande for mojligheten for Campylobacter att kolonisera
tarmen. | en forstudie utvirderades flera olika stammar av laktobaciller. Utifran bakteriernas
forméga att viaxa i gras/kloverensilage och inhibera Campylobacter jejuni fastslogs att
L.plantarum LP256 var den bist 1dmpade laktobacillen att utvardera vidare.

Ett 63 dagar langt forsok med langsamvéxande kycklingar av hybriden Rowan Ranger
genomfordes vid SLU. Kycklingarna tilldelades frdn dag 1 en av f6ljande foderblandningar:
Kontroll — enbart ekologiskt pelleterat foder; Ensilage — det pelleterade fodret med en
inblandning av 15 % ensilage inokulerat med L.plantarum LP256; Hésilage — det pelleterade
fodret med en inblandning av 15 % hosilage eller LP256 — L. plantarum LP256 tillsatt i
vattnet. Ensilaget och hdsilaget hackades till en lingd pa ca 0,5 — 1 cm innan de blandades
med det pelleterade fodret. Vid 28 dagars &lder infekterades alla kycklingar via dricksvattnet
med C.jejuni.

Kycklingarna vixte normalt och det var inga signifikanta skillnader mellan behandlingarna
avseende tillvaxt, foderintag eller dodlighet. Det genomsnittliga dagliga intaget per kyckling
av ensilage motsvarade 10 % av totala foderintaget. For grupperna som gavs hosilage blandat
med sitt foder motsvarade intaget 8 % av det dagliga foderintaget. Grovfodren stimulerade
kycklingarnas muskelmagar och dirmed 6kade vikten pa muskelmagen i férhéallande till
kroppsvikten. Tyvirr sags ingen effekt av utfodring med ensilage eller tillsats av L. plantarum
LP256 1 dricksvattnet pa utsondringen av C.jejuni i kycklingarnas trick eller pa
koncentrationen av C.jejuni i blindtarmarna. Sannolikt var intaget av ensilage for 14gt for att
laktobacillerna skulle ge en mérkbar paverkan pé C.jejuni.
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En alternativ mojlighet att tillfora laktobaciller till kycklingen pa naturlig vdg kan vara via
ensilerad spannmal. Da vete utgér merparten av svenska kycklingars foderstat ar
forutséttningarna for ett hogre dagligt intag av laktobaciller sannolikt béttre om de tillfors via
vete jamfort med grésensilage. Projektet avslutades med en utvérdering pa laboratorium av
tankbara kandidater av laktobaciller vid ensilering av spannmal. Preliminéra resultat tyder pa
att en utvérdering av effekten av utfodring med ensilerad vete till kycklingar koloniserade
med C.jejuni skulle vara intressant att genomfora.

Summary

Campylobacteriosis is the most commonly reported zoonosis in the EU and large parts of the
world, and poultry is the major source of human infection. The prevalence of Campylobacter
is higher in organic flocks than in conventional since organic chickens are partly reared
outdoors. Previous studies have shown that intake of fermented feeds with high numbers of
lactic acid producing bacteria (LAB) may reduce the survival of Campylobacter in the chick
by different mechanisms. These mechanisms are: lowered pH in the gut due to production of
organic acids; production of antimicrobial peptides (bacteriocines) by some LABs, and a
general shift in the gut microbiota leading to a competitive exclusion of Campylobacter.

This project started with a laboratory study in which several different strains of LAB were
evaluated regarding their ability to grow in grass/clover silage and whole crop maize silage,
and to inhibit Campylobacter jejuni. Based on the outcome, L. plantarum LP256 was the most
promising LAB to further evaluate in a trial with chicks.

A 63 days long trial with slow growing Rowan Ranger chicks was conducted at SLU. The
chicks were as day old distributed on four treatments: Control — an organic pelleted feed;
Silage — the pelleted feed mixed with 15% grass silage inoculated with L. plantarum LP256;
Haylage — the pelleted feed mixed with 15% haylage; or LP256 — L. plantarum LP256 added
to the drinking water. Silage and haylage were chopped to a length of 0.5 to 1 cm before
mixed with the pelleted feed. At 28 days of age all chicks were inoculated with C. jejuni
distributed in their drinking water.

Chicks in all treatments had a normal growth, feed intake and mortality and there were no
differences between the dietary treatments. The average daily intake of silage per chick and
day corresponded to 10% of the total daily feed intake. Chicks provided with haylage had an
average intake corresponding to 8% of their daily feed intake. Roughage stimulated the
development of the gizzard, resulting in heavier relative gizzard weights. Unfortunately,
neither intake of LAB via silage nor through water, were found to be effective interventions
against C. jejuni colonization.

In Sweden, wheat is the major feed component for growing chicks. Wheat fermented with
LAB could therefore be a way to achieve a high intake of LAB in a natural way. In the last
part of this project, ten selected LAB strains were included in a lab study with fermented
wheat, and evaluated based on their survival and possibility to inhibit Campylobacter.
Preliminary results indicate that it would be of interest to evaluate fermented wheat as
intervention against colonization with Campylobacter, in future projects.



Bakgrund

Campylobacter dr en bakterie som orsakar tarminfektioner med kraftig diarré hos méinniskor.
Det ar var vanligaste zoonos och kyckling &r den frimsta smittkéllan. Ekologiska kycklingar
ar 1 stor utstrickning birare av Campylobacter eftersom utevistelsen innebar kontakt med
smittkéllor. Ensilerat grovfoder innehéller hoga halter av mjolksyrabakterier vilka tidigare
visats hdmma Campylobacter pa olika sétt. Den hammande effekten kan bl.a. bero pa att vissa
typer av Lactobacillus spp. producerar &mnen som direkt inhiberar Campylobacterbakteriens
tillvixt sdsom organiska syror, t.ex. mjolksyra som sénker pH i tarmen, eller bakteriociner
(peptider med antimikrobiell effekt). Lactobacillus spp. forandrar d&ven tarmflorans
sammanséttning, vilket kan vara avgorande for formagan hos Campylobacter att kolonisera
tarmen. Alla ekologiska kycklingar ska ha daglig tillgédng till grovfoder och ensilage anvinds
redan i viss utstrickning till ekologiska kycklingar i Sverige. I det hér projektet undersokte vi
om utfodring med ensilage dr en framkomlig vég att reducera forekomsten av Campylobacter
hos ekologiska kycklingar.

Material och metoder
Forstudie pa laboratorium — val av ensilage och laktobacill

Under 2017 genomfordes en ensileringsstudie dir grasklovergronmassa respektive
helsddesmajs ensilerades pa laboratorium vid Institutionen for husdjurens utfodring och vard
(HUV), SLU, se bild 1. De tre olika stammar av laktobaciller som valdes ut att ingd i1 studien
var L.plantarum LP256, L.plantarum E-78076, samt L.reuteri. Av laktobacillerna som
utvirderades var det endast L.reuteri som har forméga att producera reuterin, vilket dr en
peptid med antibakteriell effekt (kallas dven for bakteriocin). Bakterierna tillsattes i
koncentrationen 10° CFU per gram férskt grovfoder. Efter 45 dagar avslutades ensileringen
och vitskefasen (pressaften) fran de olika ensilagen testades avseende formagan att inhibera
Campylobacter jejuni med sa kallat MIC test. MIC star for mimimal inhibitory concentration
och dr en metod 1 vilken den ldgsta koncentrationen som kravs for att inhibera en bakterie
faststills. Utifran resultaten i ensileringsstudien fastslogs att L.plantarum LP256 var den bést
lampade laktobacillen att utvirdera vidare och att ensilage av grasklover var att foredra
framfor helsddesmajs.
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Bild 1. I forstudien ensilerades helsddesmayjs och gras/klovervall pa laboratorium vid HUV,
SLU. Foto: Kamyar Mogodiniyai Kasmaei



Uvdrdering av ensilage och hosilage i forsok med kycklingar

Under hésten 2017 producerades ett grisensilage inokulerat med 108 CFU L.plantarum LP256
per gram. Frdn samma vall och vid samma tidpunkt som ensilaget producerades, tillverkades
ett hosilage, det vill séga ett plastat grovfoder med hogre torrsubstans (TS) dn ensilaget.
Hosilaget fick 1 forsoket motsvara ett “normalt” grovfoder. Efter en ensileringsperiod pd 11
veckor 6ppnades de plastade balarna. Ensilaget och hosilaget hackades till en langd pé ca 0,5 -
1 cm. Detta gjordes dels for att underlétta for kycklingarna att &ta strdna och dels for att
undvika forstoppning i kycklingarnas krdva. Direkt efter hackningen vaccumforpackades
ensilaget och hosilaget i mindre portionspdsar. Hanteringen av ensilaget och hosilaget visas i
bild 2.

Under perioden januari till mars 2018 genomfordes ett 63 dagar langt forsok med
langsamvéxande slaktkycklingar av hybriden Rowan Ranger vid SLUs fors6ksanldggning
utanfor Uppsala. Studien var godkidnd av Uppsala djurforsoksetiska ndmnd (Dnr 5.8.18-
16271/2017). Nér kycklingarna anldnde till forsoksstationen som daggamla placerades de ut 1
20 grupper med 8 kycklingar i varje grupp, se bild 3. Totalt ingick 160 kycklingar i studien.
Ett ekologiskt pelleterat foder kdptes in fran ett foderforetag. De forsta tre veckorna
tilldelades ett startfoder och dérefter ett tillvaxtfoder, enligt foderforetagets rekommendation.
Kycklingarna i varje grupp tilldelades fran dag 1 en av foljande foderblandningar: Kontroll —
enbart det ekologiska pelleterade fodret; Ensilage — det pelleterade fodret med en inblandning
av 15 % ensilage pad TS-basis; Hosilage — det pelleterade fodret med en inblandning av 15 %
hosilage pa TS basis eller LP256 — L. plantarum LP256 tillsatt i dricksvattnet (10’ CFU/ml).
Detta innebar att fem kycklinggrupper tilldelades samma foderbehandling. Varje dag under
forsoket togs foderrester fran foregdende dag bort innan nytt foder tilldelades. Foder-
forbrukning och dodlighet registrerades dagligen och kycklingarna vigdes varje vecka.

Bild 2. Ensilage- respektive hosilagebalar 6ppnades och innehéllet hackades i1 en kvarn for att
dérefter vaccumpaketeras i mindre forpackningar. Foto: EliSka Valeckova

For att utvdrdera om grovfodren eller tillsatsen av laktobaciller i dricksvattnet forsvérade for
C.jejuni att etablera sig och dverleva i kycklingens tarmar koloniserades (infekterades) alla
kycklingar via dricksvattnet med C. jejuni (10 CFU/ml vatten) under dag 28. Direfter
samlades trackprover kontinuerligt fran tvé utvalda kycklingar per grupp (fokaldjur) for att
folja utsondringen av C. jejuni hos kycklingarna 1 de olika foderbehandlingarna.
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Utsondringens av C.jejuni i tricken bestimdes via odling pa platta. Vid tre tillfdllen (dag 28,
43 och 63) avlivades en kyckling per grupp. De avlivade kycklingarna vigdes och olika organ
dissekerades fram och vidgdes. Prov fran blindtarmsinnehéll samlades och analyserades for
koncentration av C. jejuni med s kallad qPCR-analys. Vid forsokets avslutning vid 63 dagars
alder avlivades fokaldjuren. Fran fokaldjuren togs prover fran innehallet 1 blindtarmarna for
senare analys av den mikrobiella sammansittningen med sa kallad Next generation
sequencing technique (NGS). NGS ir en kartliggning av vilka och hur manga bakterier som
finns i ett prov baserat pa bakteriernas arvsmassa (DNA).

Bild 3. Kycklingarna i forsoket inhystes i upphdjda moduler. Golvytan var stréad med
kutterspan och kycklingarna hade fri tillgang till foder och vatten. Vid forsokets start
utgjordes varje grupp av atta kycklingar. Foto: Eliska Valeckova

Resultat och Diskussion

Kycklingarna hade en normal tillvéxt och det var inga signifikanta skillnader mellan
behandlingarna avseende tillvixt, foderintag eller dodlighet. Totalt dog fem kycklingar under
forsoket och ytterligare tre avlivades vid 14 dagars alder pa grund av 14g vikt. Kycklingarnas
viktutveckling illustreras i bild 4. Det genomsnittliga dagliga intaget per kyckling av hosilage
var pa TS-basis 50 g hosilage, vilket motsvarade 8 % av totala foderintaget. Grupperna som
gavs ensilage at 1 genomsnitt 67 g ensilage per dag vilket motsvarade 10 % av totala
foderintaget. Intaget av hosilage och ensilage Gver tiden visas 1 bild 5. Kycklingarna som
utfodrades med grovfoder fick tyngre muskelmagar jamfort med kycklingarna i kontroll och
LP256 grupperna, som ju inte fick grovfoder. Det beror sannolikt pa att den 6kade mangden
fibrer som f6ljde med intaget av grovfoder gav muskelmagen 6kad stimulans, vilket dr
positivt for muskelmagens funktion. Relativa vikten av kortelmage, tarm, hjirta och lever
paverkades inte av om kycklingarna gavs grovfoder. Tyvérr sédgs ingen effekt av
behandlingarna pa utsondringen av C. jejuni 1 kycklingarnas trick eller pd koncentrationen av
C. jejuni 1 blindtarmsinnehdllet. Det berodde sannolikt pé att intaget av laktobaciller var for
lagt for astadkomma en tillrackligt stor pH-sédnkning 1 mag-tarmkanalen eller fordndra
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tarmmikrobiotans sammanséttning i tillrdcklig omfattning. Den stam av laktobacill som ingick
i forsoket, L. plantarum LP256, bildar tyvérr inte bacteriociner. I skrivande stund &r resultaten
frdn analysen av tarmmikrobiotans sammanséttning under bearbetning.
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Bild 4. Kycklingarnas genomsnittliga viktutveckling fram till dag 63 da studien avslutades.

De olika behandlingarna paverkade inte kycklingarnas viktutveckling.
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Bild 5. Genomsnittligt dagligt intag av grovfoder 1 form av ensilage eller hdsilage per
kyckling och dag.



Ny studie

Eftersom ekologiska kycklingar ska ha tillgang till grovfoder var det naturligt att i férsta hand
utvirdera mojligheten att tillfora laktobaciller via ensilage, som en atgérd mot C. jejuni. En
annan tdnkbar mojlighet ar att istéllet ensilera spannmal och tillféra kycklingen laktobaciller
via det dagliga intaget av vete. D4 vete kan utgéra merparten av kycklingars foderstat sa ar det
mojligt att laktobaciller tillforda via vete kan vara ett battre sétt att forsvara for
Campylobacter att kolonisera kycklingens tarm. En pilotstudie har genomforts med ensilering
av vete med tillsats av olika laktobaciller. Baserat pa information fran andra studier valdes 10
olika stammar av laktobaciller ut for utviardering pa HUVs laboratorium. Vetekérnorna
krossades och fuktades med vatten for att reducera TS till 70 %, och inokulerades darefter
med olika stammar av laktobaciller. Efter ensilering 1 21 dagar utvérderades pressaft frin den
ensilerade spannmalen avseende formagan att inhibera C. jejuni. Preliminira resultat tyder pa
att en studie med ensilerad vete till ekologiska kycklingar som en mojlig atgard mot
Campylobacter vore intressant att genomfora i framtida projekt.

Presentationer

Projektet har presenterats vid foljande tillfallen:

Plats och datum = Sammanhang Titel pa foredrag =Foredragshillare
Uppsala 6 FOU-dagar — Forskning Ar ensilage vigen = Helena Wall
februari 2019 starker rddgivningen till minskad
forekomst av
Campylobacter i
ekologisk
kyckling?
Stockholm 28 Veterindrkongressen 2019 Minska Helena Wall
september 2019 forekomsten av
Campylobacter
hos ekokyckling
Uppsala 26 Fjaderfaseminarium for Kan naturliga Helena Wall
oktober 2021 Svensk Fagels medlemmar | fodertillsatser (eftersom
(digitalt), 1 vilket pagdende | minska doktoranden var
doktorandprojekt vid SLU forekomsten av fordldraledig)
presenterades Campylobacter
hos kyckling?



Publikationer

Valeckova , E., Ivarsson, E., Ellstrom, P., Wang, H., , Mogodiniyai Kasmaei, K. & Wall, H.
2020. Silage and haylage as forage in slow and fast-growing broilers — effects on
performance in Campylobacter jejuni infected birds. British Poultry Science 61(4): 433-441.
doi.org/10.1080/00071668.2020.1736515

loakim, Temwanoku, 2018. Effects of silage and haylage on feed intake, growth and health in
two meat type chicken genotypes. Avancerad niva, A2E. Uppsala: SLU, Institutionen for
husdjurens utfodring och vard (HUV)

Forskningsnytt Produktionsdjur September 2020. Kan grovfoder paverka kycklingars hdlsa?

Da projektet ingar 1 EliSka Valeckovas doktorandprojekt kommer ytterligare tvéa publikationer
baserade pa projektet att publiceras vetenskapligt.

Vi vill tacka SLU Ekoforsk for ekonomiskt stod till studien samt Jesper Ordell pa foretaget
Vetfoder for hjélp med tillverkningen av ensilage och hdsilage.


https://www.slu.se/fakulteter/vh/forskning/forskningnytt-produktionsdjur/forskningsnyttproduktionsdjurarkiv/

