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Summary

The aim of the study was to determine the frequency of the occurrence of Campylobacter spp. on the surface
of transport containers during various stages of the transportation of broilers to slaughterhouses located in
north-eastern Poland. Sampling, sample preparation, and microbiological testing were performed according to
the method given in Standard PN EN ISO 10 272-1: 2007. In the last day of the birds’ breeding cycle, 20 swabs
were taken from internal surfaces of the crates: 10 in the first phase of transport (before loading the birds) and
10 in the second phase of transport, just before unloading the broilers at the slaughterhouse. The investigation
concerned the transport of birds from 16 breeding cycles, from four farms, during nine consecutive seasons.
A total of 320 samples were tested (160 were collected at the farms and 160 in three poultry slaughterhouses).
The incidence of Campylobacter spp. in the first phase of transport depended on the time of the year and
amounted to 7.5% in summer, 25% in spring and winter, and 35% in autumn. In the second phase of transport,
the incidence significantly increased, and was the highest in summer and autumn (75%), slightly lower in spring
(72.5%), and the lowest in winter (35%). An increase in the number of positive results compared to the results
from the first phase of transport depended on the season, amounting to 67.5% in summer, 47% in spring,
40% in autumn, and 10% in winter Biochemical tests confirmed the presence of Campylobacter jejuni, and
the results of a PCR analysis showed complete conformity with the results obtained in the biochemical tests.
The results indicate a high incidence of Campylobacter spp. on the surface of transport containers, which is
mainly due to inadequate hygiene of the cages brought to the farms on the day of the birds’ transport to the
slaughterhouse. This highlights the need to apply the strictest hygiene regimes in farms and to improve the
effectiveness of the cleaning and disinfecting of cages, regardless of the time of the year. Negligence in this
area favors the spread of Campylobacter spp. among the birds just before the slaughter, which increases the
risk of meat contamination.
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W ciagu ostatnich trzydziestu lat obserwuje si¢
wzrost liczby zakazen pokarmowych wywotywanych
przez Campylobacter spp. (31). W wielu krajach
drobnoustrdj ten uwaza si¢ za czynnik etiologicz-
ny, ktory w zatruciach 1 zakazeniach pokarmowych
ludzi zdominowal inne patogeny, w tym pateczki
Salmonella (9, 11, 26). Liczba rejestrowanych w ostat-
nich latach przypadkéw zachorowan wywotanych
przez Campylobacter spp. wykazuje ciagle tendencj¢
wzrostowg. Europejski Urzad ds. Bezpieczefstwa
Zywnosci (EFSA) wraz z Europejskim Centrum ds.

Zapobiegania i Kontroli Choréb (ECDC) opubliko-
wat raport o zoonozach na terenie Unii Europejskiej
w 2011 r., zktérego wynika, Ze najczesciej zgtaszanym
zachorowaniem byla kampylobakterioza (220 209
przypadkow — wzrost o ok. 2,2% w stosunku do roku
poprzedniego), nastepnie salmonelloza 95 548 przy-
padkow, zakazenie na tle werotoksycznych szczepow
E. coli — 9485 przypadkow, jersinioza 7017 zacho-
rowan, listerioza 1476, bablowica 781 przypadkow,
bruceloza 330 potwierdzonych zachorowan i wlo$nica
268 (11).
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Sposrod licznych gatunkéw i podgatunkow Cam-
pylobacter, u ludzi zachorowania bezposrednie
wywoluja C. jejuni, C. coli i C. lari, natomiast dro-
ga pokarmowa zakazen pozostatych gatunkow nie
jest jednoznaczna (9). Tak duza liczba przypadkow
zachorowan powodowanych przez Campylobacter
spp. ma zwigzek z powszechnym wystgpowaniem
wymienionych bakterii u ré6znych gatunkow zwierzat,
w tym réwniez zwierzat rzeznych. Bakterie te wcho-
dza w sklad normalnej mikroflory jelitowej zwierzat,
powodujac u nich zwykle bezobjawowe nosicielstwo.
Drob jest jednym z najczgsciej wymienianych zrodet
zakazenia czlowieka przez Campylobacter (16, 21),
a liczne dane pismiennictwa wskazujg na zwigzek
migdzy spozywaniem mi¢sa drobiu 1 wystepowaniem
zakazen pokarmowych u ludzi (8, 10, 15, 19, 27, 29-
-31, 35). Belgijscy badacze sg zdania, ze wycofanie
migsa drobiowego z handlu w zwiazku z kryzysem
dioksynowym w Belgii w 1999 r. spowodowalo w tym
kraju blisko 40% spadek liczby infekcji pokarmowych
wywolanych przez Campylobacter spp. (32).

W szerzeniu Campylobacter spp. na terenie ferm
drobiu wazng role odgrywaja: ptaki, $cidtka, odziez
obstugi, sgsiedztwo innych zwierzat hodowlanych,
obecnos¢ gryzoni, owadow, dzikiego ptactwa oraz
uzywanie niechlorowanej wody. Istotng role odgrywaja
tez warunki zwigzane z transportem ptakow do ubojni,
podczas ktorego mogg nastgpowac zakazenia krzyzo-
we ptakow (6, 23), a wystepujacy stres transportowy
wyraznie temu sprzyja (19, 29, 33).

Majac powyzsze na wzgledzie podj¢to badania
wilasne, ktorych celem byto okreslenie czestotliwosci
wystepowania Campylobacter spp. na powierzchni
konteneréw transportowych w roznych fazach trans-
portu brojlerow kurzych do rzezni usytuowanych na
terenie pdéinocno-wschodniej Polski.

Material i metody

Celem badan byto okreslenie czestotliwosci wystepowa-
nia Campylobacter spp. na powierzchni wewnetrznej klatek
stuzacych do transportu ptakow z ferm do ubojni drobiu.
W dniu konczacym cykl hodowlany brojleréw pobierano
probki do badan, na ktore sktadato si¢ kazdorazowo 20
wymazow z wewnetrznych powierzchni klatek, w tym 10
pobranych z pustych klatek przed zatadunkiem ptakéw na
terenie fermy (fazaI) i 10 pobranych tuz przed roztadunkiem
brojleréw w ubojni drobiu (faza II). Dla uchwycenia sezo-
nowosci badania obejmowaty transport brojlerow kurzych
pochodzacych z 16 cykli hodowlanych, z 4 ferm poinoc-
no-wschodniej Polski i prowadzono je przez 9 kolejnych
sezonow (2 wiosenne, 3 letnie, 2 jesienne i 2 zimowe). Lacz-
nie pobrano i zbadano 320 prébek, z czego 160 stanowity
probki pobrane na terenie ferm i 160 — w trzech ubojniach
drobiu. Prébki przewozono do laboratorium w czasie < 2
godzin, w temperaturze 6 + 2°C. Przygotowanie probek
i badania mikrobiologiczne w kierunku wykrywania obec-
nosci Campylobacter spp. wykonano zgodnie z metodyka
podang w PN-EN ISO 10 272 —1: 2007 Mikrobiologia zyw-
nosci i pasz. Horyzontalna metoda wykrywania obecnosci
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1 oznaczania liczby Campylobacter spp. (24). Do dalszych
badan przeznaczano typowe przecinkowate, zakrzywione
pateczki, wykazujace charakterystyczny ruch ,,korko-
ciggowy”. Z charakterystycznych pojedynczych kolonii
posiewano znaczng ich czg¢$¢ na agar Columbia z krwig
i inkubowano w warunkach mikroaerofilnych w 41,5°C
przez 48 godzin. Po okresie inkubacji, przy pomocy jalowe;j
wymazowki przenoszono posiewy do probowek z 1,5 ml
krwi konskiej, zamrazano w temp. —80°C i przechowywano
do czasu prowadzenia identyfikacji szczepow. W tym celu
z izolatow (przechowywanych w temp. —80°C) przeno-
szono za pomocg ezy material na pozywke Columbia agar
z krwig 1 wykonywano posiew powierzchniowy. Posiane
ptytki inkubowano w 41,5°C przez 24-48 h w warunkach
mikroaerofilnych i otrzymanych czystych hodowli Campy-
lobacter spp. uzyto do wykonania badan biochemicznych
oraz genetycznych — przy wykorzystaniu metody PCR.

Identyfikacj¢ gatunkowa wyizolowanych bakterii ro-
dzaju Campylobacter za pomoca testow biochemicznych,
wyszczegolnionych w PN-EN ISO 10 272-1: 2007 oraz
systemu identyfikacji dla Campylobacter (api Campy sys-
tem — bioM¢érieux) wykonano w Katedrze Weterynaryjne;j
Ochrony Zdrowia Publicznego Wydzialu Medycyny Wete-
rynaryjnej Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsz-
tynie. Ponadto, identyfikacje gatunkowa wyizolowanych
bakterii rodzaju Campylobacter, z zastosowaniem reakcji
tancuchowej polimerazy (PCR), wykonano w Panstwowym
Instytucie Weterynaryjnym — Panstwowym Instytucie Ba-
dawczym w Putawach. W przeprowadzonych testach jako
kontroli uzyto szczepow wzorcowych: C. jejuni ATCC
332911 C. coli ATCC 43478. W celu identyfikacji uzyskane
bakterie zawieszano w 1 ml wody redestylowanej i odwi-
rowywano 13 000 x g przez 1 minut¢. Otrzymany osad za-
wieszano w 100 pl buforu Tris, a nastgpnie izolowano DNA
za pomocg zestawu Genomic Mini (A&A Biotechnology,
Gdansk), zgodnie z instrukcjg podang przez producenta.
Czystos¢ 1 koncentracje otrzymanego DNA oznaczano
spektrofotometrycznie (Biospectrometr, Eppendorf), a na-
stepnie, po odpowiednim rozcienczeniu, wykorzystywano
w testach PCR. W tescie multiplex PCR wykorzystano
startery umozliwiajace amplifikacj¢ fragmentow genow
map A (specyficzny dla C. jejuni), ceu E (specyficzny dla
C. coli) oraz 16S r RNA (specyficzny dla rodzaju Campy-
lobacter). Amplifikacj¢ przeprowadzano w mieszaninie re-
akcyjnej zawierajgcej 3 mM Mg CL,, d NTP (d ATP, d CTP,
d GTP, d TTP o koncentracji 200 M), bufor enzymatyczny,
2 U polimerazy Taq (Fermentas), 5 pl matrycowego DNA
(koncowe stezenie 10 ng/ul), startery oraz wodg do kon-
cowej objetosci 50 ul. Reakcje przeprowadzano w termo-
cyklerze (Mastercycler — Eppendorf), uzywajac programu
o nastgpujacych parametrach: 94°C/5 min. (denaturacja
wstepna), a nastgpnie 30 cykli (94°C/1 min., 58°C/2 min.,
72°C/1 min.). Koncowy etap wydtuzania przeprowadzano
w 72°C przez 5 minut. Otrzymane produkty amplifikacji
poddawano elektroforezie w 1% zelu agarozowym, barwio-
nym bromkiem etydyny o stezeniu 5 pg/ml przez 45 min.
przy 100 V 1400 mA, a nastgpnie oceniano w $wietle UV
przy uzyciu zestawu Gel — Doc 2000 (Bio-Rad).

Analizg statystyczng przeprowadzono przy uzyciu opro-
gramowania Statistica 9 PL. Wykorzystujac test Chi-kwad-
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Ryec. 1. Czestotliwos$¢ izolacji Campylobacter spp. (%) z powierzchni wewnetrznej klatek w I i II fazie transportu ptakéw do
rzezni (z 4 badanych ferm lacznie), z zaznaczeniem réznic istotnych statystycznie (p < 0,05)

rat (?), zbadano wptyw pory roku oraz fazy transportu
brojlerow kurzych do rzezni na czgstotliwo$¢ wystepo-
wania Campylobacter spp. na powierzchni konteneréw
transportowych stykajacych si¢ z ptakami. Przyjeto praw-
dopodobienstwo (p) mniejsze lub réwne 0,05 jako istotne
statystycznie.

Wyniki i oméwienie

Czestotliwos¢ 1zolacji Campylobacter spp. z klatek
transportowych ustalono na podstawie badania probek
pobranych w r6znych fazach transportu kurczat brojle-
row pochodzacych z 16 cykli produkcyjnych (w ciggu
9 kolejnych sezonow), z czterech ferm (A-D), w 16z-
nych porach roku. Wyniki badan wymazow z klatek
transportowych (n = 320) wykazaly zréznicowany
obraz wystepowania Campylobacter

Po transporcie ptakow do rzezni (w Il fazie trans-
portu) czegstotliwos¢ izolacji Campylobacter spp.
z wymazéw z klatek (n = 160) wyraznie wzrosta
1 ksztaltowala si¢ na poziomie 35-75%, zaleznie od
pory roku, przy czym rozktad wynikow wskazuje
na zréznicowany udziat poszczegolnych ferm (A-D)
w sumie wynikow dodatnich (ryc. 2). Najwyzsza czg¢-
stotliwos¢ izolacji Campylobacter spp. odnotowano
w sezonie letnim 1 jesiennym (75%), nieco nizsza wio-
sng (72,5%) 1 najnizsza zimg (35%), a roznice migdzy
wiosng i zimg, latem 1 zimg oraz jesienig i zimg byly
istotne statystycznie (p < 0,05). Miedzy pozostatymi
porami roku nie odnotowano statystycznie istotnych
réznic (ryc. 1). Obserwowany wzrost liczby wynikéw
dodatnich w stosunku do wynikéw badania probek

spp. na powierzchniach majacych

kontakt z ptakami w poszczegdlnych e

fazach transportu (I11I). Czgstotliwos¢
izolacji badanych bakterii z wymazow
pobranych z powierzchni klatek (n =
160) przed rozpoczgciem zatadunku
brojlerow na terenie ferm byta rézna
w poszczegolnych porach roku i wyno-
sita: 7,5% latem, 25% wiosng i1 zima,
oraz 35% jesienig (ryc. 1). Analiza
statystyczna wykazata brak istot-
nych réznic w czestotliwosci izolacji
Campylobacter spp. mlqdzy w1oan
1 zimg, wiosna i jesienig oraz jesienia
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1zimg (p > 0,05); miedzy pozostaltymi
porami roku rdznice te byty istotne
statystycznie (p < 0,05) (ryc. 1).

Ryec. 2. Czestotliwos¢ izolacji Campylobacter spp. (%) z powierzchni wewnetrznej
klatek transportowych w II fazie transportu ptakéw do rzezni, z uwzglednieniem
udzialu poszczegélnych ferm
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pobranych z klatek w I fazie transportu najwyrazniej
zaznaczat si¢ latem (o0 67,5%), wiosng o 47%, jesie-
nig 0 40% 1 zima o 10% (ryc. 1). Wykazane réznice
w czestotliwosci izolacji Campylobacter spp. z klatek
przed 1 po transporcie ptakow w tej samej porze roku
byty istotne statystycznie wiosng, latem 1 jesienia
(p <0,05) (ryc. 1).

Przy uzyciu testow biochemicznych potwierdzono
obecnos¢ Camylobacter jejuni. Wyniki badan uzy-
skane na podstawie analizy PCR badanych izolatow
Campylobacter jejuni wykazaty catkowita zgodnos$¢
z wynikami uzyskanymi przy uzyciu testow bioche-
micznych.

Okoto szostego tygodnia zycia kurczat brojlerow
odbywa si¢ ich transport do ubojni drobiu, zamykaja-
cy cykl produkcyjny na fermie. Sposdb obchodzenia
si¢ z ptakami podczas zatadunku i szeroko rozumiane
warunki transportu w oczywisty sposob wptywaja na
kondycj¢ zwierzat kierowanych do uboju. Mulder (19)
zwraca uwagg na silne czynniki stresowe dzialajace na
ptaki podczas ich tapania, umieszczania w kontenerach
1 transportu. Stres transportowy jest wynikiem takich
czynnikow, jak: nadmierne zageszczenie ptakow,
wahania temperatury, brak paszy i wody czy niedeli-
katne obchodzenie si¢ ze zwierzetami. Zestresowane
1 gtodzone podczas transportu ptaki wykazujg wzrost
ruchow perystaltycznych oraz czegste oddawanie katu
wraz z mikroflorg patogenng (7, 17). Na uwage zashu-
guje znaczacy wzrost liczby komorek Campylobacter
spp. w jelicie §lepym brojleréw, nastgpujacy w wyniku
transportu (1, 34). Powoduje to wzrost kontaminacji
ptakow po transporcie do rzezni (1, 29, 33). Jeshi
poziom kontaminacji na powierzchni ptakow jest
szczegblnie wysoki podczas uboju, moze to w konse-
kwencji znaczagco wptywac na poziom kontaminacji
uzyskiwanych tuszek (6, 29).

Mycie i dezynfekcja kontenerow do przewozenia
ptakow sg czesto niewystarczajace do eliminacji
Campylobacter spp. (2), co sprzyja szerzeniu si¢ tych
bakterii migdzy stadami (14, 25, 28). Skandynawscy
badacze (13) wykazali, ze na powierzchni okoto 57%
kontenerow transportowych poddanych umyciu i de-
zynfekcji obecny byt Campylobacter spp. Badania
dotyczace wptywu réznych detergentow i srodkoéw
dezynfekujacych na liczbe komorek Campylobacter
spp. na powierzchni klatek transportowych dowio-
dty, ze chociaz nastgpita redukcja liczby komorek
bakterii, to efekt catkowitej ich eliminacji nie zostat
osiggniety (28). Newell i wsp. (20) na jednej, losowo
pobranej tuszce drobiu, pochodzacej ze stada wolnego
od Campylobacter spp. wyizolowali taki sam szczep
Campylobacter, jak z klatek, w ktorych przewozono
ptaki do rzezni. Berrang i wsp. (6) po umieszczeniu
na kilka godzin ptakéw wolnych od Campylobacter
w kontenerach uprzednio jednorazowo wykorzysta-
nych do symulacji transportu ptakow z Campylobacter
stwierdzili zanieczyszczenie tymi bakteriami przeszto
polowy tuszek z nich pozyskanych. Tak wiec obecnos¢
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tych drobnoustrojéow na klatkach transportowych
wplywa zar6wno na poziom kontaminacji uzyskiwa-
nych tuszek (6), jak tez wigze si¢ ze wzrostem ryzyka
zawleczenia tego drobnoustroju do stad wolnych od
Campylobacter (18), niweczac tym samym wysitki
1 naktady finansowe hodowcy dbajacego o utrzymanie
nalezytego stanu higieny na fermie. Dowiedziono, ze
zanieczyszczone klatki transportowe uzywane pod-
czas czesciowej depopulacji stanowily brame wejscia
Campylobacter do stada wolnego od tego drobnoustro-
ju, w ktérym po uptywie 6 dni rozprzestrzenit si¢ on
na cate stado (18).

W badaniach wlasnych stwierdzono, ze czestotli-
wos¢ izolacji Campylobacter spp. z klatek przewozo-
wych bylarozna (7,5-75%) 1 zalezata od pory roku oraz
fazy transportu. Stosunkowo wysoka czestotliwos¢
izolacji Campylobacter spp. z klatek transportowych,
nie bedacych wtasnoscig ferm drobiu i przywozonych
na ich teren wraz ze §rodkiem transportu, odnotowano
wiosnag, jesienia i zima (25-35%), co dowodzi niewy-
starczajacej skuteczno$ci zabiegdw mycia i dezyn-
fekcji, ktorym klatki te byty poddawane. W wyniku
transportu nastgpowato rozprzestrzenianie si¢ bakterii
na powierzchni konteneréw, skutkiem czego odsetek
wynikow dodatnich siggal w sezonie letnim nawet
75%, co oznaczalo wzrost o 67,5% w stosunku do
czestotliwosci izolacji tych bakterii przed transportem.
Wzrost ten zalezal wyraznie od pory roku i byt naj-
wyzszy latem, a w dalszej kolejnosci wiosna, jesienig
1 zimg. Na uwagg zasluguje jednak fakt, ze z klatek
przed transportem Campylobacter spp. izolowano
najrzadziej (7,5%) wtasnie w miesigcach letnich, co
dowodzi, ze skuteczno$¢ zabiegoéw mycia i dezynfekcji
klatek byla w tym czasie wyzsza niz w pozostalych
porach roku.

Dane pis$miennictwa wskazujg, ze podejmowano
liczne badania nad doskonaleniem metod stuzacych po-
prawie stanu higienicznego konteneréw transportowych
wielokrotnego uzytku (3-5, 22). Dowiedziono tez, ze
mozliwa jest calkowita eliminacja Campylobacter spp.
z powierzchni umytych klatek przy uzyciu odpowied-
niej kombinacji czynnikow fizycznych — z zastosowa-
niem wymuszonego strumienia gorgcego powietrza (2).

Podsumowanie

Wyniki badan wtasnych i cytowanych autorow (2-6,
12, 13, 20, 22, 23) $wiadcza o czgstym wystepowa-
niu Campylobacter spp. na powierzchni kontenerow
transportowych, co w znacznej mierze wynika z nie-
wlasciwego stanu higienicznego klatek przywozonych
na ferme¢ w dniu transportu ptakow do rzezni. Wskazuje
to na potrzebe stosowania najwyzszych reziméw higie-
nicznych na terenie ferm oraz poprawy skutecznos$ci
zabiegdw mycia i dezynfekcji klatek, bez wzgledu na
porg roku. Zaniedbania w tym wzgledzie sprzyjaja roz-
przestrzenianiu si¢ Campylobacter spp. wérdd ptakow
tuz przed ich ubojem, podnoszac tym samym ryzyko
kontaminacji pozyskiwanego surowca migsnego.
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