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Summary

This study investigated the occurrence of shiga toxin-producing E. coli (STEC) in
beef and leafy greens available on the Swedish market. New data are required for
assessing the public health risk of STEC in food, which could be used for devel-
oping risk management strategies. Food samples were collected at retail stores,
importers, outlets and in markets. Samples of minced or whole meat from cattle
were collected fresh or frozen from 2010 to 2011. The beef sample collection in-
cluded products from the most common countries or regions exporting beef to
Sweden. The collection of leafy greens consisted of domestic and imported prod-
ucts that were available on the Swedish market from 2012 to 2013.

Detection of virulence genes (stx1, stx2, eae) and genes specific for different
serogroups (026, 0103, 0111, 0145 and 0157) was performed by real-time PCR
followed by isolation of bacteria from the stx-positive enriched samples by use of
immunomagnetic separation. STEC bacteria were also isolated by an immunoblot
ting method. All STEC isolated from the food samples were serotyped.

STEC was isolated from 23 (13 percent) of the 177 imported beef samples
tested. Approximately 3 percent of the beef samples contained STEC positive for
stx2 and eae, both of which are important markers for the ability of the bacteria to
cause severe disease. In total, 27 STEC were isolated, belonging to 14 different
serogroups. STEC 026 was most common (approximately 2 percent of the beef
samples), whereas STEC 0157, frequently implicated in STEC-related foodborne
outbreaks in Sweden, was found in two (1 percent) of the beef samples.

The enrichment broth of 11 (approximately 2 percent) of the 630 samples
from leafy greens were tested positive for stx1 and/or stx2 by PCR analysis; how-
ever, no bacteria were isolated. Presumptive STEC was detected in enriched sam-
ples from both domestic and imported products. E. coli was found in 68 (39 per-
cent) out of 174 and 14 (30 percent) out of 46 samples of imported and Swedish
leafy greens, respectively, indicating that the proportion of stx-positive E. coli in
the samples was low.
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Sammanfattning

Syftet med kartlaggningen var att 6ka kunskapen om férekomsten av shigatoxin-
producerande E. coli (STEC) i n6tkott och bladgronsaker pa den svenska mark-
naden. Det behdvs nya data till underlaget for riskvardering av STEC i livsmedel,
vilket ger mojlighet att utarbeta vetenskapligt baserade riskhanteringsatgérder
som till exempel rad. Insamlingen av n6tkott omfattade hela styckningsdetaljer
eller kottberedningar som hade forts in till Sverige fran andra EU-lander eller im-
porterats fran Sydamerika. Insamlingen baserades pa de lander och omraden som
stod for den storsta delen av det inforda och importerade notkottet vid tiden for
kartlaggningen, 2010-2011. Bade fryst, kylforvarat och kétt som inte hade vér-
mebehandlats samlades in for analys. Insamlingen av bladgrénsaker omfattade
prov fran inhemska, inforda och importerade produkter och baserades pa vilka
produkter som fanns tillgangliga pa den svenska marknaden under provtagnings-
perioden, 2012-2013. Livsmedelsproverna samlades in hos grossister, kottimpor-
torer, vid torghandel (bladgronsaker), pa stormarknader och i mindre butiker.

Forekomsten av STEC undersoktes med realtids-PCR, en metod som baseras
pa detektion av virulensgener (stx1, stx2, eae) och gener som &r specifika for olika
serogrupper (026, 0103, 0111, 0145 och O157), och isolering av bakterier med
hjap av immunomagnetisk separation fran stx-positiva odlingsbuljonger. Isolering
av STEC gjordes ocksa med en immunoblotmetod. Samtliga STEC som isolerades
fran livsmedelsproven serotypades.

STEC isolerades fran 23 (13 procent) av de 177 analyserade proven fran in-
fort och importerat notkott. Stx2 tillsammans med eae ar viktiga markaorer for bak-
teriens formaga att orsaka allvarlig sjukdom. | drygt 3 procent av kottproven pavi-
sades STEC med bada dessa virulensgener. | vissa prov isolerades tva eller tre
STEC. De totalt 27 isolaten tillhérde 14 olika serogrupper. Av dessa var STEC
026 den vanligaste serogruppen och pavisades i drygt 2 procent av kottproven.
STEC 0157, som &r vanligast i utbrottssammanhang i Sverige, pavisades i tva (1
procent) av kottproven.

Av de totalt 630 analyserade proven fran bladgrénsaker var 11 (cirka
2 procent) misstankt positiva for STEC, men nagra STEC kunde inte isoleras.
Misstankta STEC detekterades i odlingsbuljonger fran prov av bade svenska, in-
forda och importerade bladgronsaker. E. coli-bakterier forekom i 68 (39 procent)
av 174 analyserade prov fran inférda eller importerade bladgronsaker och i 14 (30
procent) av 46 prov fran svenska bladgrénsaker. Det tyder pa att andelen E. coli
med stx-gener i proven var lag.
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Inledning

Infektion med shigatoxinproducerande E. coli (STEC) utgor ett betydande hélso-
problem eftersom det kan orsaka allvarlig sjukdom hos ménniska och framfor allt
att sma barn drabbas. Idag &r STEC, tillsammans med salmonella, det smittamne
som orsakat flest utbrott i varlden med notkott som smittkalla (Greig et al. 2009).
| Sverige borjade STEC att spridas pa allvar under mitten av 90-talet och sedan
dess har flera sjukdomsutbrott orsakade av STEC intraffat. Livsmedelsverket har
under de senaste aren deltagit i flera utbrottsutredningar kopplade till STEC i
livsmedel sasom understekt kottfars, opastdriserad mjélk och bladgronsaker.

Syfte

Syftet med kartlaggningen var att 6ka kunskapen om férekomsten av olika typer
av STEC pa notkott och bladgronsaker pa den svenska marknaden®. Kartlagg-
ningen utgdr underlag for riskvérdering och darmed mojlighet till utarbetande av
vetenskapligt baserade riskhanteringsatgarder som till exempel rad.

Bakgrundsfakta om shigatoxinproducerande E. coli
(STEC)

Smittdmnet och spridningsvagar

STEC ér ett samlingsbegrepp for de typer av E. coli som producerar shigatoxin,
ett gift som kan orsaka allvarlig sjukdom hos manniska (Sandvig 2001). Tarmin-
fektion med STEC framkallar ibland blodiga diarréer och bakterien bendmns dar-
for enterohemorragisk E. coli (EHEC) inom sjukvarden. En annan vanlig benam-
ning som anvénds synonymt med STEC &r verocytotoxinbildande E. coli (VTEC).
EFSA (2013) rekommenderade nyligen bendmningen STEC istallet for VTEC

i syfte att harmonisera nomenklaturen. | detta dokument anvands genomgaende
bendmningen STEC.

Det finns tva undergrupper av shigatoxin, Stx1 som kodas av genen stx1 och
Stx2 som kodas av stx2. Shigatoxinerna &r direkt nddvandiga for att sjukdoms-
symtom ska uppkomma vid infektion med STEC men dven andra virulensgener
bidrar. Stx2 ar mer frekvent forknippad med sjukdom hos manniska an Stx1.
Stammar som producerar Stx2 orsakar vanligen ocksa allvarligare symtom (Mat-
husa et al. 2010; Efsa 2013). En annan bidragande virulensgen ar eae, som kodar
for proteinet intimin och som ar viktigt for att STEC ska kunna fésta vid tarmepi-
telet. Vissa kombinationer av virulensgener hos STEC sasom stx2 och eae bedoms

! Kartlaggning av forekomsten av STEC pé svenskt notkott ingick dock inte.
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utgdra hogre risk att orsaka allvarligare sjukdom (Caprioli et al. 2004; Andersson
etal. 2011; Efsa 2013).

STEC kan delas in i olika serogrupper och serotyper, vilka bestams utifran
vilka antigener (ytstrukturer) som bakterien har. Serogrupp avser antigen, be-
namnda O-typer, som sitter i bakteriens cellvdgg. Serotyp avser férutom O-typen
aven antigen benamnda H-typer, som finns pa bakteriens rorelseorgan (flagell).
Dessa varianter ar i sig inte direkt bidragande till en STEC-bakteries virulens,
men kan fungera som en indirekt markor for att identifiera sjukdomsframkallande
STEC (Andersson et al. 2011; Efsa 2013).

STEC har hittats i tarmen hos manniskor och djur, sarskilt nétkreatur och far,
men &ven andra idisslare. Bakterien &r zoonotisk, vilket innebdr att den kan spri-
das mellan djur och méanniskor. Djur som bar pa STEC i sin tarm blir dock oftast
inte sjalva sjuka. Bakterien sprids till manniskor den fekal-orala végen (tarmbak-
terier som nar munnen), till exempel genom direkt kontakt med djur, indirekt via
fororenade livsmedel eller via djurens narmilj6. Aven smitta fran person till per-
son férekommer (Pennington 2010).

Sjukdom hos méanniska samt epidemiologi

De klassiska symtomen hos manniska ar magsmartor och oblodiga eller blodiga
diarréer som upptréder efter 1-8 dagar (Nataro et al. 1998). Symtombilden varie-
rar dock alltifran symtomfrihet till livshotande tarmsymtom. STEC kan ocksa
skada andra organ, framst njurarna i form av njursvikt, sa kallad hemolytiskt ure-
miskt syndrom (HUS). Sma barn ar sérskilt kansliga och I6per exempelvis storre
risk an vuxna att insjukna i HUS. | vissa fall med HUS ses neurologiska stérning-
ar och aven dodsfall férekommer (Nataro et al. 1998; Pennington 2010). Det be-
hovs mycket fa bakterier for att bli sjuk, 10-100 st kan racka (Willshaw et al.
1994; Haas et al. 1999), och bakterien behover saledes inte véxa till i ett livsmedel
for att orsaka sjukdom.

Infektion med STEC klassas som en allmanfarlig och smittsparningspliktig
sjukdom i Sverige enligt smittskyddslagen. Ar 2013 rapporterades totalt 550 fall
I Sverige, varav 253 fall smittats i Sverige (Folkhalsomyndigheten 2014). Barn
under fem ar utgjorde 21 procent av de inhemska fallen ar 2013. De flesta av
sjukdomsfallen &r sporadiska, dvs. forekommer vid enstaka tillfallen och klassas
inte som utbrott, och intraffar under sommaren och tidig host. Under de senaste
fem aren har bade antalet inhemskt smittade och utlandssmittade okat, vilket kan
spegla en reell férandring men ocksa kan bero pa frikostigare provtagning och
forbattrad diagnostik (Myndighetsrapport 2014). Den rapporterade férekomsten
av STEC-infektioner hos den svenska befolkningen &r forhallandevis hog jamfort
med andra europeiska lander, men &ven inom EU ses en 6kad trend med totalt
5 671 inrapporterade fall av STEC under 2012 (Efsa/ECDC 2014).

STEC tillhérande serogruppen O157 och serotypen O157:H7 &r vanligast
forekommande hos personer smittade bade i och utanfor Sverige. Sedan 2009 har
dock andelen sjukdomsfall av STEC tillnérande andra serogrupper okat arligen
i Sverige. Ar 2013 stod STEC 0157 for 36 procent av de inhemska fallen, medan
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den resterande andelen dominerades av 026, 0103, O-icke typningsbara och
0121 (Myndighetsrapport 2014).

Utbrott och tidigare undersdkningar av forekomsten

pa notkott och gronsaker

I Sverige har livsmedelsburna utbrott med STEC férekommit i samband med for-
taring av otillrackligt upphettad nétfars, opastériserad mjolk, bladgronsaker samt
dricksvatten fran egen brunn. Det storsta livsmedelsburna utbrottet i Sverige
intraffade 2005 da 135 personer smittades med STEC 0157, varav 11 patienter
utvecklade HUS. Smittké&llan var sannolikt isbergssallad odlad i Halland som
bevattnats med avatten som fororenats med godsel fran nétkreatur pa en gard upp-
stroms fran odlingen (Séderstrém et al. 2008). Ar 2002 smittades 28 personer

i Skane med STEC 0157 efter att ha atit kallrokt korv. Av dessa utvecklade nio
personer HUS (Sartz et al. 2008). Ett annat exempel dar nétkott identifierats som
smittkalla ar ett utbrott med STEC 0157 ar 2013 da fem personer i Vastmanland,
varav tva barn, insjuknade efter att ha &tit ej genomstekta hamburgare (Smitt-
skyddsinstitutet 2013).

Nyare data 6ver forekomsten av STEC i livsmedel pa den svenska mark-
naden &r begransade da bara ett fatal kartlaggningar har gjorts och ingen systema-
tisk dvervakning av STEC i livsmedel gors i Sverige. Data 6ver férekomsten av
STEC i grénsaker pa den svenska marknaden saknas helt. Forekomsten av STEC
i gronsaker i andra europeiska lander varierade fran 0,5 till 6,5 procent enligt en
sammanstallning av kartlaggningar mellan 2007 och 2011 inom EUs zoonosover-
vakning med resultat fran 12 inrapporterande medlemslander (Efsa/fECDC 2012;
2013).

I Livsmedelsverkets baslinjestudie 2006-2007 pa slaktkroppar av not i Sve-
rige pavisades STEC 0157 i 0,3-0,7 procent (beroende pa analysmetod) av 800
analyserade svabbprover (Lindblad 2008). | en svensk kartlaggning av STEC
0157 pa helt notkatt (avsett for malning) gjordes inga fynd i 543 prov av svenskt
kott medan bakterien pavisades i 0,3-2,4 procent (beroende pa analysmetod) av
368 prov fran importerat kétt och kott som forts in fran andra EU-lander (Lin-
dqvist et al. 1998). Vid det senaste zoonosrapporteringstillfallet inom EU var
forekomsten av STEC pa helt och malet n6tkott i genomsnitt 1,3 procent. Endast
nio medlemslander hade dock inrapporterat data och uppgifter om vilka sero-
grupper som inkluderats saknades i regel (Efsa/ECDC 2014).
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Lagstiftning och vagledning

Livsmedel och livsmedelssakerhet regleras i stor utstrdéckning gemensamt inom
EU. Malet &r att alla livsmedel som slapps ut pa marknaden skall vara sékra for
konsumenten. Livsmedelsforetaget har enligt (EG) nr 178/2002 det priméra
ansvaret for att halsovadliga produkter inte nar marknaden. Offentlig kontroll
av livsmedelsforetagen ska utforas regelbundet av behdriga myndigheter for att
sékerstélla att livsmedelslagstiftningen efterféljs ((EG) nr 882/2004).

Ingen specifik lagstiftning eller vagledning finns for narvarande for fynd av
STEC pa kott och bladgrénsaker. Sedan mars 2013 finns lagstiftning gallande
livsmedelsféretag som producerar groddar; EU-kommissionens férordning (EU)
nr 209/2013, tillagg till forordning (EG) 2073/2005 gallande mikrobiologiska
kriterier for livsmedel. Den stéller specifika krav pa livsmedelsforetag som pro-
ducerar groddar for att minska risken for att deras produkter innehaller STEC nér
dessa nar marknaden. Dessutom arbetar EU-kommissionen for narvarande till-
sammans med medlemslanderna med att ta fram en vagledning for hur fynd av
STEC i livsmedel ska hanteras. Detta for att fa en mer enhetlig hantering vid fynd
av STEC i livsmedel inom EU. I Sverige har Livsmedelsverket tillsammans med
andra myndigheter nyligen tagit fram en nationell strategi for arbetet med STEC.
Detta dokument ersatter den tidigare gemensamma handlingspolicyn avseende
kontroll av STEC (Myndighetsrapport 2014).
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Utforande

Valet av produkter

Kartlaggningen av notkott omfattade hela styckningsdetaljer eller kottberedningar
som forts in till Sverige fran andra EU-lander eller importerats fran Sydamerika
(tabell 1). Bade fryst och kylforvarat, icke varmebehandlat, kott samlades in for
analys.

Kartlaggningen av bladgronsaker omfattade prov fran inhemska, inforda och
importerade produkter (tabell 1). Till bladgronsaker réknades alla typer av sallat
och spenat samt kalvaxter fran vilka bladen &ts. Krukodlade produkter eller sam-
mansatta livsmedel (till exempel lunchsallader) ingick inte i kartlaggningen. De
produkter som samlades in for analys var oférpackade eller férpackade med eller
utan skyddad atmosfér.

Provinsamling

Insamlingen av prov fran nétkott och bladgronsaker genomfardes som en del i
ett storre projekt om forekomst av ESBL-bildande tarmbakterier pa kott och blad-
gronsaker pa den svenska marknaden (Egervarn et al. 2011; 2014).

For kottproven togs en dversiktlig provtagningsplan fram utgaende fran de
lander och omraden som stod for storst del av det inforda och importerade not-
kottet vid tiden for kartlaggningen; Irland 35 procent, andra europeiska lander
57 procent och Sydamerika 7 procent (Egervarn et al. 2011; SJV 2009). Malsétt-
ningen var att samla in cirka 40-50 prov av irlandskt notkoétt, 100 prov av notkott
fran andra lander inom EU samt 40-50 prov av sydamerikanskt notkott. Under
understkningens gang gavs information till provtagare for att styra provtagningen
mot lander eller omraden med fa tagna prov.

Prov av bladgronsaker samlades in baserat pa vilka produkter som fanns till-
gangliga pa den svenska marknaden under provtagningsperioden. Provtagarna
uppmuntrades att ta prov vid flera tillfallen for att fanga arstidsvariationer. Malet
var att samla in 500 prov fran bladgrénsaker.

For provtagning av kott och bladgronsaker nyttjades Livsmedelsverkets
sedan tidigare etablerade natverk for utbrottsanalyser bestaende av landets storsta
kommuner. Tio av dessa kommuner deltog i omgangar (Stockholm stad, Goteborg
stad, Gavle, Helsingborg, Linkoping, Malmo, Norrképing, Uppsala, Vésteras och
Orebro) med att ta prov hos grossister, vid torghandel (bladgrénsaker), pa stor-
marknader och i mindre butiker. Aven ett antal importorer bidrog med prover till
kottkartlaggningen fran sina respektive anlaggningar. Prover togs ocksa av Livs-
medelsverkets egen personal, bade vid granskontrollstationerna (nétkétt) och
I butiksledet.

Varje prov omfattade minst 100 gram. Proven packades och skickades kylda
till Livsmedelsverket. Kottprodukter och salladspasar av samma varumarke skulle
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ha olika batchnummer eller olika bast-fore-datum. Ifall tva identiska prov samla-
des in och analyserades, inkluderades bara resultaten fran det senast inkomna pro-
vet i kartlaggningen.

Tabell 1. Prover som ingick i kartlaggningen

Provtyp Antal Ursprung Typ av produkt In-
analyserade (antal prov) (antal prov) samlings-
prov period

Notkott 177 Irland (39), kylt helt kott (87), Feb 2010-

ovrigt infort* (96), fryst helt kott (44),  jun 2011
Sydamerika® (42)  kyld kottfars (12),

fryst kottfars (34)
Bladgronsaker 630 Sverige (147), sallatsmix’ (138), Maj 2012-
infort® (365), spenat (92), rucola-  dec 2013

importerat® (10),  sallat (90), klvaxter

blandat® (108) (70), romansallat
(55), isbergssallat
(42), méachesallat
(29), huvudsallat
(27), mangold (19),
ovr. sallatstyper (68)

®Danmark (3), Estland (1), Italien (3), Litauen (7), Nederlanderna (26), Polen (11),
Storbritannien (5), Tyskland (35), Osterrike (5).

®Argentina (6), Brasilien (18), Uruguay (18).

‘Cypern (1), Danmark (17), Frankrike (22), ltalien (141), Nederlanderna (42), Norge (1), Polen
(3), Portugal (2), Spanien (93), Tyskland (37), Ungern (6).

dEgypten (2), Laos (1), Thailand (1), Turkiet (3), Vietnam (3).

®sallatsmix med ingredienser fran minst tva olika EU-lander, inklusive Sverige.

Tinneholl tva eller flera sallatstyper.
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Analyser

Detektion och isolering av STEC fran livsmedel

Inkomna livsmedelsprov hanterades enligt Livsmedelsverkets instruktion for
provhantering av mikrobiologiska prov. Detektion och isolering av STEC i livs-
medelsproven gjordes enligt en metod uppsatt av Livsmedelsverket. Metoden har
stora likheter med den tekniska specifikation fran 1SO for analys av STEC som
publicerades hosten 2012 (ISO/TS 13136:2012). Skillnader mellan metoderna &r
anvandning av olika anrikningsbuljonger, olika inkuberingtemperatur for anrik-
ning i buljong samt olika PCR-primrar vid detektion av stx-generna. Nedan foljer
en oversiktlig beskrivning av analysmetoden, som baseras pa detektion av viru-
lensgener med realtids-PCR och immunomagnetisk separation (IMS) av bakterier
fran odlingsbuljonger.

Prov som testats positiva med PCR for stx-gen/er/ bedémdes som misstankt
positiva for STEC, och prov med isolerade stx-positiva E. coli bedémdes som
bekréftat positiva for STEC. Vid fynd av STEC 0157 i kottproven kontaktades
lokal kontrollmyndighet for vidare atgarder.

Anrikning
Totalt 25 g av provet blandades med 225 ml Trypton Soja Buljong (TSB) med
homogenisator och anrikades vid 41,5°C i 18 till 24 timmar.

Realtids-PCR

Extraktion av genomiskt DNA utférdes genom att ta 200 pl fran anrikningbul-
jongen till ett automatiserat system, BioRobot EZ1 och EZ1 DNA Tissue Kit
(Qiagen). Eluering av DNA gjordes i 100 pl elueringsbuffert. Detektion av gener-
na stx1 och stx2 (Nielsen och Andersen 2003) utfordes pa det extraherade DNAt
med realtids-PCR. Vid detektion av en eller bada stx-gener utfordes ytterligare en
analys med realtids-PCR dar detektion av genen eae (Nielsen och Andersen
2003), och gener for serogrupperna 0157, 026, 0103, 0111 och 0145 (Perelle,
Dilasser et al. 2003; Perelle, Dilasser et al. 2005) utfordes.

Immunomagnetisk separation (IMS)
De kottprover som var positiva for en eller bada stx-gener samt 0157 analysera-
des med IMS pa farsk anrikningsbuljong. Pa resterande kottprov som var positiva
for en eller bada stx-gener samt nagon av serogrupperna 026, 0103, 0111 och
0145 utfordes IMS pa infryst anrikningsbuljong. IMS utférdes ocksa pa farska
anrikningsbuljonger fran de grénsaksprov som var positiva for en eller bada stx-
gener samt nagon av de fem serogrupperna.

IMS utfordes pa 1 ml av anrikningsbuljongen per detekterad serogrupp. Med
IMS selekterades bakterier med specifik serogrupp ut med hjélp av antikroppar
kopplade till magnetiska kulor. De magnetiska kulorna spreds sedan ut pa selek-
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tiva odlingsplattor som ar mer eller mindre anpassade till de aktuella serogrupper-
na (tabell 2). Plattorna inkuberades vid 37°C i 18 till 24 timmar. Misstankt posi-
tiva kolonier verifierades som STEC med realtids-PCR for gener mot stx och den
aktuella serogruppen.

Tabell 2. Odlingsplattor som anvandes vid isolering efter IMS

Serogrupp Odlingsplatta med lagre Odlingsplatta med hogre
selektivitet selektiviet

0157 SMAC? CT-SMAC?

026 RMAC® CT-RMAC®

0145 MAC® CHROMAGARVTEC®

0103 MAC CHROMAGAR VTEC

0111 MAC CHROMAGAR VTEC

*NMKL Nr. 164 2:a utgavan, 2005.

®1SO/TS 13136:2012.

¢ Bacteriological Analytical Manual, Chapter 4A, Diarrheagenic Escherichia coli.
9 Possé et al. 2008.

Immunoblot

Vid detektion av en eller bada stx-gener men ingen av de aktuella serogrupperna
gjordes isoleringen av STEC med hjélp av en antikroppsbaserad immunoblot-
metod mot toxinerna Stx1 och Stx2 (Atalla et al. 2000). Analys med immunoblot
utfordes pa infryst anrikningsbuljong for bade kott- och gronsaksprov. Analys-
metoden innebdr i korthet att Stx-toxiner som producerats av bakterier fangas upp
och detekteras med antikroppar. Ett nitrocellulosamembran (82 mm; 0,2 um) som
behandlats med kanin-anti stx1 och anti stx2 antikroppar lades pa Trypton Soja
Agar (TSA)-plattor innehallande 25 ng/ml mitomycin. Over nitrocellulosa-
membranet lades ett cellulosaacetatmembran (82 mm; 45 pm). Anrikningsbul-
jongen spaddes och spreds uppe pa cellulosaacetatmembranet (figur 1). Plattorna
inkuberades vid 37°C i 18 till 24 timmar.

Nitrocellulsamembean g Cellalossscetaumembran

miad antikroppar mat o
$ixl och Stxd

TSA innehillande 25 ngfmi mitamyin

Figur 1. Schematisk bild pa hur de olika membranen placerades pa odlingsplattan
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Efter inkuberingen avlagsnades nitrocellulosamembranet och behandlades forst
med en blandning av monoklonala antikroppar mot Stx1, Stx2/c, Stx2e och Stx2d-
varianter foljt av en sekundar antikropp kopplad till ett enzymkonjugat. Darefter
behandlades nitrocellulosamembranet med en framkallningsvatska for att fa fram
lila prickar pa membranet, vilket indikerar shigatoxinproducerande kolonier pa
motsvarande plats pa cellulosaacetatmembranet. Misstankt positiva kolonier fran
cellulosaacetatmembranet verifierades som STEC med realtids-PCR for gener mot
stx som beskrivits tidigare.

Serotypning av STEC fran livsmedel

De isolerade STEC-bakterierna analyserades med metoder uppsatta av Livsme-
delverket for serogrupperna 026, 055, 091, 0103, 0104, 0111, 0113, 0121,
0145 och med realtids-PCR och 0146 och 0128 med konventionell PCR. Alla
isolat skickades aven vidare till Statens Serum Intitut i Danmark for serotypning
(Statens Serum Institut, The International Escherichia and Klebsiella Centre,
WHO).

Detektion och haltbestamning av E. coli pa bladgronsaker

Detektion och haltbestamning av E. coli gjordes pa ett urval av grénsaksproven.
For kvalitativ analys finfordelades 25 gram av provet i 225 ml buffrat peptonvat-
ten, varefter homogenatet anrikades vid 37°C i 18-24 timmar. Cirka 10 pl av an-
rikningsbuljongen spreds pa Chromocult® Coliform Agar och plattorna inkubera-
des vid 37°C i 18-24 timmar. FOr kvantitativ analys finférdelades 10 gram av pro-
vet i 90 ml peptonvatten, varefter 100 pl av homogenatet och lampliga spadningar
spreds pa Chromocult® Coliform Agar. Minst en koloni per platta valdes ut och
konfirmerades enligt senaste upplagan av metod nr 125 av Nordisk Metodikkom-
mitté for livsmedel (NMKL).
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Resultat

Forekomst av STEC pa notkott

Misstankta STEC

Sammanlagt analyserades 177 prover fran infort och importerat nétkatt (tabell 1).
Anrikningsbuljongen fran 46 (26 procent) av de 177 proven var positiv vid PCR-
analys av stx1 och/eller stx2. Stx2-genen var mer vanligt forekommande &n stx1

i dessa prov (figur 2, morkgraa staplar).
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Figur 2. Fordelning av stx-gener som pavisades i anrikningsbuljonger (morkgraa
staplar) respektive i STEC-isolat (ljusgraa staplar) fran prov av notkott.

Bekréaftade STEC

STEC isolerades fran 16 (17 procent) av 96 prov av infort kétt fran andra lander
an Irland, 6 (14 procent) av 42 (14 procent) prov fran sydamerikanskt kétt och ett
(3 procent) av 39 prov fran irlandskt kott (tabell 3). Det innebar att STEC isolera-
des fran 17 (13 procent) av 135 prov av infort kétt och 23 (13 procent) av de 177
proven fran notkott totalt. Flest fynd gjordes i kott av nederlandskt ursprung
(tabell 3). STEC bekraftades i enstaka prov av kott fran Danmark, Litauen, Polen,
Storbritannien och Osterrike. Sammanlagt 9 (20 procent) av de 46 analyserade
proven fran kottfars och 14 (11 procent) av de 131 proven fran olika stycknings-
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delar av helt kétt innehdll STEC. Av de STEC-positiva proven var 8 av de 9 kott-
farsproven fran fryst kottfars och 6 av de 14 styckningsdetaljproven fran fruset
helt kott.

Tabell 3. Férekomst av STEC pa infort och importerat notkott

Ursprung Antal analyse-  Antal (%) prov med
rade prov bekraftade STEC

Irland 39 1(3)

Nederlanderna 26 6

Tyskland 35 3

Ovriga® 35 7

Totalt 6vriga EU 96 16 (17)

Argentina 6 3

Brasilien 18 0

Uruguay 18 3

Totalt Sydamerika 42 6 (14)

% Danmark (3), Estland (1), Italien (3), Litauen (7), Polen (11), Storbritannien (5), Osterrike (5).

| tva prov fran Argentina respektive Osterrike aterfanns tva olika isolat av STEC
och i ett prov fran Argentina aterfanns tre olika isolat av STEC. Detta gav totalt
27 isolerade STEC, varav 19 isolat innehdll stx2-genen och resterande 8 isolat
innehdll bade stx1 och stx2 (figur 2, ljusgraa staplar; bilaga 1). Genen eae hittades
i 6 av de 27 isolaten, varav alla utom ett var bade stx1- och stx2-positiva (bi-

laga 1). Det innebér att 6 (3,4 procent) av de 177 proven var positiva for STEC
med bade stx2- och eae-genen.

Sex av 27 isolat togs fram med IMS och de 6vriga 21 isolerades med immu-
noblotteknik. STEC isolerades fran 23 (50 procent) av de 46 stx-positiva anrik-
ningsbuljongerna. For 11 av de 23 resterande anrikningsbuljongerna som var posi-
tiva for en eller bada stx-gener utfordes forsok till isolering som misslyckades. For
évriga 12 buljonger gjordes bedémningen att de innehdll en for lag koncentration
av STEC i provet (ct-varde Gver 34 efter analys med realtids-PCR) for forsok till
isolering.

Serotyper

De 27 STEC som isolerats fran notkott tillhorde minst 14 olika serogrupper och
an fler serotyper (tabell 4). Den vanligast forekommande serogruppen respektive
serotypen var STEC 026 (2,3 procent av proven) respektive 0O26:H11. STEC till-
horande serogruppen O157 pavisades i ett (0,7 procent) av 135 prov av infort kott
och tva (1,1 procent) av samtliga prov fran notkott. Tre av isolaten kunde inte
serogrupperas medan tva av isolaten tillnorde eventuellt nya serogrupper (tabell
4). En mer detaljerad information om varje isolat redovisas i bilaga 1.
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Tabell 4. Sammanstallning av serotypningen av isolerade STEC.
Serotyper markerade med fet stil och gramarkerade har dven isolerats
hos sjuka manniskor (Morabito 2014).

Serotyp Antal

026:H11
022:H8
0113:H21
0163:H19
0178:H19
08:H16
08:H19
026:H
088:H8
0113:H4
0148:H8
0153:H25
O157:H
0157:H7
O174:H
0179:H8
0X183:H18°
OX185:H7?
ONT:H29"
ONT:H32"
ONT:H4° 1

w

PR RPRPRREPREPRPRRERPRERRRPEPREPERRRNNDNNND

& Eventuellt nya serogrupper enligt Statens Serum Institut, The International Escherichia
and Klebsiella Centre (WHO) i Danmark.
® ONT; O-serogroup not typable; serogruppen kunde inte bestammas.

Forekomst av STEC i bladgrdnsaker

Misstankta STEC

Sammanlagt analyserades 630 prov av bladgronsaker fran Sverige och lander
inom och utanfor EU (tabell 1). Av de 630 proven var 11 (1,7 procent) misstankt
positiva for STEC. Fyra av proven fran anrikningsbuljong var positiva for stx1-
genen och resterande sju prov var positiva for stx2-genen. Fyra av de stx-positiva
buljongerna innehdll &ven genen eae. Misstankta STEC detekterades i anrik-
ningsbuljonger fran bade svenska och inférda/importerade bladgronsaker. Forsok
att med IMS eller immunoblot fa fram STEC-isolat fran en av de stx2-positiva
anrikningsbuljongerna lyckades inte. For dvriga prov gjordes bedémningen att de
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innehall en for lag koncentration av STEC och darfor gjordes inga ytterligare iso-
leringsforsok pa de PCR-positiva anrikningsbuljongerna fran bladgronsaker.

FOorekomst och halter av E. coli i bladgronsaker

E. coli pavisades i 68 (39 procent) av 174 analyserade prov fran inférda/impor-
terade bladgronsaker och 14 (30 procent) av 46 prov fran svenska bladgronsaker.
Bland de 39 E. coli-positiva prov (3 fran Sverige och 36 fran andra lander) som
haltbestamdes var halten av E. coli — lagre &n 1,9 log cfu/gram i 29 (74 procent)
prov, 2-2,9 log cfu/g i 6 (15 procent) prov och 3 log cfu/gram eller mer i reste-
rande 4 (10 procent) prov. De bladgronsaker som innehdll hogst halter E. coli var
av typen rucola eller spenat. Inget av de prov som var misstankt positiva fér
STEC analyserades for E. coli.
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Diskussion

Data 6ver forekomsten av sjukdomsframkallande mikroorganismer i livsmedel
behdvs for att kunna vérdera risken att bli sjuk av maten vi édter. Behovet av data
rorande STEC pa kott och gronsaker har lyfts i utlatanden fran bland annat FAO/
WHO (2011) och Efsa (2011). Det galler &ven ur ett svenskt perspektiv, eftersom
aktuella svenska data ar bristfalliga och tidigare undersokningar har fokuserat pa
STEC tillhérande serogruppen 0157. Idag finns battre analysmetoder for att
detektera och isolera &ven andra typer av STEC &n bara STEC O157.

STEC pavisades i 13 procent av de 177 proven fran helt eller malet notkott
som importerats fran Sydamerika eller inforts fran andra EU-lander. | vissa prov
gjordes flera fynd av STEC, vilket innebar totalt 27 isolerade STEC. Inga fynd av
salmonella gjordes i samma prover (Egervarn et al. 2011), vilket tyder pa att
STEC ar vanligare an salmonella pa infort och importerat notkott. Den storsta
andelen fynd av STEC gjordes i prov fran kéttfars. Malet kott har kopplats ihop
med fler sjukdomsutbrott jamfért med helt kott (Rangel at el. 2005: Hussein
2007). Risken att insjukna i infektion med STEC &r dessutom sannolikt storre
vid konsumtion av kottfars an kott, eftersom de bakterier som finns pa ytan
blandas in i kottfarsen vid malningen samt att ravaran som anvands for produktion
av kottfars kan vara av sdémre kvalitet (Lindblad 2013).

Forekomsten av STEC pa infort notkaétt var tio ganger hogre an vad som re-
dovisades vid senaste zoonosrapporteringstillfallet inom EU (13 mot 1,3 procent;
Efsa/ECDC 2014). Resultaten ar dock inte direkt jamforbara, eftersom prov har
tagits i olika led av livsmedelskedjan och framférallt har inte alla medlemslander
analyserat for alla serogrupper, vilket gjordes i nuvarande undersokning. De flesta
STEC isolerades med immunoblot (isolering av STEC som utrycker toxinet/tox-
iner), dels pa grund av att IMS inte finns tillgangligt for alla serogrupper och dels
for att studier har visat att IMS fungerar samre pa frysta buljonger (Mathusa et al.
2010). Anvandning av immunoblot som isoleringsmetod &r en bidragande orsak
till den hoga isoleringsfrekvensen (50 procent) av STEC fran stx-positiva anrik-
ningsbuljonger.

Resultatet 6ver férekomsten av STEC tillhérande serogrupp O157 i proven
fran infort n6tkott stammer béattre 6verens med senaste EU-zoonosdata (0,7 mot
0,1 procent; Efsa/ECDC 2014). Det beror sannolikt pa att det sedan flera ar till-
baka finns en standardiserad analysmetod for att specifikt pavisa E. coli 0157
samt att man historiskt sett har fokuserat pa detektion av 0157 och inga andra
serogrupper. Férekomsten av STEC O157 i infort och importerat kott (1,1 pro-
cent) stammer ocksa dverens med publicerade data fran andra internationella
undersokningar (sammanfattade av Perelle et al. 2006). Vidare var andelen STEC
0O157-positiva prov i samma storleksordning som i den tidigare svenska under-
sOkningen av infort och importerat notkott (0,3-2,4 procent; Lindqvist et al. 1998),
vilket tyder pa att ingen 6kning av férekomsten av STEC tillhérande den sero-
gruppen har skett under de senaste aren.
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Ett fynd av STEC, tillnérande serogruppen 0163, gjordes i kétt fran Irland,
det land som stod for storst del av nétkdttsimporten till Sverige vid tiden for kart-
laggningen (SJV 2009). Den laga forekomsten av STEC pa irlandskt kott 6verens-
stammer med resultaten fran en storre irlandsk studie av Murphy et al. (2005), i
vilken forekomsten av STEC 026 och STEC O111 i malet inhemskt kott var 0,2
respektive 0 procent. | en annan irlandsk studie (Prendergast et al. 2011) var inga
prov fran inhemskt producerad koéttfars positiva for STEC 0157. Flera prov av
kott fran Nederlanderna och Tyskland var férorenade med STEC i nuvarande
undersokning och det var ocksa dessa lander som rapporterade in storst andel po-
sitiva prov fran notkott vid senaste zoonosrapporteringstillfallet inom EU (Efsa/
ECDC 2014). STEC var ocksa vanligt forekommande pa notkott fran Sydamerika
(Brasilien undantaget), vilket har visats i flera liknande undersokningar pa om-
radet (Bosilevac et al. 2007; Llorente et al. 2014).

Generellt &r forekomsten av icke-0157 STEC hos nétkreatur hogre &n STEC
0157 och de flesta bakterietyper innehar stx2- och inte stx1-genen samt ar nega-
tiva for genen eae (Mathusa et al. 2010). Detta stimmer val 6verens med de isolat
som pavisades i denna kartlaggning av nétkétt. De 27 isolaten tillhorde manga
olika serogrupper, varav flera sdsom 0157, 026, 0113 och 0178 har kopplats
ihop med sjukdom hos manniska i Sverige (Myndighetsrapport 2014). Det &r stor
variation i allvarlighetsgraden av sjukdom férknippade med olika serotyper av
STEC och det & mer an 120 olika serotyper som har kopplats samman med sjuk-
dom (Mathusa et al. 2010). Ként ar att STEC som producerar Stx2 i storre ut-
strdckning &r kopplade till allvarlig sjukdom som HUS jamfort med isolat som
producerar enbart Stx1 (Mathusa et al. 2010; Efsa 2013). Enligt Efsas (2013)
bedémning utgér fynd av STEC-isolat med virulensgenerna stx2 och eae eller
aaiC/aggR en potentiellt hogre risk for allvarligare sjukdom som HUS. Sex
(3,4 procent) av de 177 proven som pavisades i kartlaggningen av notkott upp-
fyllde dessa kriterier, vilket skulle ha kunnat bli fler om &ven aaiC/aggR analy-
serats.

026, den nast vanligaste serogruppen hos STEC isolerade fran manniskor
(Myndighetsrapport, 2014), var den vanligast forekommande i kartlaggningen.
Samtliga fyra STEC O26-isolat inneholl bada toxingenerna och eae-genen och
aterfanns dessutom i prov av kott fran fyra olika lander. STEC 026 pavisades
daremot inte i Livsmedelsverkets baslinjestudie 2006-2007 pa slaktkroppar av
not i Sverige. Bland de 40 STEC isolerade fran 752 svabbprover var istallet 0113
den vanligast forekommande serogruppen foljt av 02, 0157 och 0171 (opublice-
rade data fran Lindblad 2008).

Vad géller svenskproducerade, inforda och importerade bladgronsaker,
pavisades prov med misstankta STEC i lag omfattning (knappt 2 procent av de
630 proven), medan daremot inga STEC kunde bekréaftas. Data fran kartlaggning-
ar mellan 2007 och 2011 inom EUs zoonostvervakning visade en varierande f6-
rekomst av STEC i gronsaker fran i genomsnitt 0,5 till 6,5 procent (Efsa/ECDC
2012; 2013). Precis som for notkott ar vara resultat dock inte direkt jamforbara
med Efsas. Salmonella aterfanns i fyra av proven (Egervarn et al., pagaende
undersokning) och var saledes, till skillnad mot kottproven, mer vanligt forekom-
mande an STEC i proven fran bladgronsaker. Uppskattningsvis en dryg tredjedel
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av proven fran bladgronsaker inneholl E. coli-bakterier, vilket tyder pa att andelen
E. coli med stx-gener var lag. Andelen prov med E. coli éverenstamde med data
fran kartlaggningen av E. coli i farska kryddor och bladgronsaker fran Sydosta-
sien (Karnehed och Lindblad 2010).

Genom att, som i denna kartlaggning, serotypa STEC-isolaten och detektera
eae- och stx-gener, erhalls en grov uppskattning av de pavisade bakteriernas sjuk-
domsframkallande formaga. Analys av fler specifika virulensgener kan ge ytter-
ligare information om den sjukdomsframkallande férmagan hos enskilda STEC-
isolat. Data fran nuvarande undersokning tillsammans med analyser av ytterligare
virulensgener hos isolaten kan anvéndas for att jamfora kottisolaten med STEC
som hittats hos manniskor. Det ar an sa lange inte mojligt att fullt ut identifiera
markorer for att forutspa ett STEC-isolats sjukdomsframkallande formaga (Efsa,
2013). Dock har arbete gjorts med att riskklassificera olika typer av STEC hos
livsmedel avseende risken att insjukna i blodiga diarréer och/eller HUS (Anders-
son et al. 2011; 2013).

I denna kartldggning ingick inte provtagning av svenskt nétkott, men kart-
laggningar pa slakterier med provtagning av track fran nétkreatur under perioden
2005-2012 visar att STEC 0157 férekom hos 3 procent av djuren (Myndighets-
rapport 2014). Vidare visar den ovan ndmnda baslinjestudien att STEC férekom
pa 5,3 procent av slaktkropparna fran svenska notkreatur, varav 4,7 procent av
slaktkropparna vid 600 storskaliga slakterier och 7,9 procent av slaktkropparna
vid 152 smaskaliga slakterier (opublicerade data fran Lindblad 2008). For att
vardera folkhalsorisken av STEC pa kott pa den svenska marknaden &r det darfor
angelaget att ta fram aktuella data 6ver férekomsten av STEC pa svenskt notkott.
Det behdvs ocksa forekomstdata for andra relevanta kéttslag sasom lammkott
liksom haltdata for kott 6verlag.

Sammanfattningsvis var STEC mycket ovanligt i bladgréonsaker oavsett ur-
sprung, medan STEC pavisades i mer &n vart tionde prov fran infort och importe-
rat notkott. STEC-isolaten fran kétt tillnérde manga olika kombinationer av viru-
lensgener (stx1, stx2 och eae) och serotyper. Den variant som ar forknippad med
en hogre risk for allvarligare sjukdom dvs. STEC som innehaller bade stx2- och
eae-genen forekom i drygt 3 procent av koéttproven. Den vanligast forekommande
serogruppen hos STEC isolerade fran infort och importerat kott var O26.
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Finansiering

Kartlaggningen har finansierats av MSB anslag 2:4 krisberedskap som en del i ett
storre projekt om forekomst av ESBL-bildande tarmbakterier pa kétt och blad-
gronsaker pa den svenska marknaden (Egervarn et al. 2011; 2014).

Tack

Ett stort tack riktas till kommuner, granskontrollen och kottimportorer for delta-
gande i provtagningen och bidrag av prover.
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Bilaga 1

Sammanstallning 6ver de STEC-isolat som pavisades i prov fran infért och impor-

terat notkott.

Kottyp Kyld/  Ursprung stx1 stx2 eae serotyp
fryst
Férs F Nederlanderna Neg Pos  Neg 0OX183:H18?
Fars F Nederldnderna Neg Pos  Neg ONT:H4"
Férs F Nederldnderna Pos Pos  Pos 026:H11
Fars K Litauen Neg Pos  Neg 0148:H8
Férs F Tyskland Neg Pos  Neg 08:H19
Fars (cevapcici) F Osterrike Neg Pos Neg  O174:H-
Fars (cevapcici) F Osterrike Neg Pos  Neg 022:H8
Fars (cevapcici) F Osterrike Pos Pos  Pos 026:H11
Fars (cevapcici) F Osterrike Pos Pos  Pos 0157:H-
Fars (hamburgare) F Polen Neg Pos Neg 0113:H4
Styckningsdel av helt kott  F Argentina Neg Pos  Neg 022:H8
Styckningsdel av helt kott  F Argentina Neg Pos  Neg 0157:H7
Styckningsdel av helt kétt  F Argentina Neg Pos  Neg 0113:H21
Styckningsdel av helt kott  F Argentina Neg Pos  Pos O8:H16
Styckningsdel av helt kott  F Argentina Pos Pos  Neg 0O113:H21
Styckningsdel av helt kott  F Argentina Pos Pos  Neg 0178:H19
Styckningsdel av helt kétt K Danmark Pos Pos  Neg 0153:H25
Styckningsdel av helt kott K Nederldnderna Neg Pos  Neg 0179:H8
Styckningsdel av helt kott  F Nederldnderna Neg Pos  Neg 0178:H19
Styckningsdel av helt kott  F Nederlanderna Neg Pos  Neg ONT:H32"
Styckningsdel av helt kétt K Irland Neg Pos  Neg 0163:H19
Styckningsdel av helt kott K Storbritanien  Neg Pos  Neg 0163:H19
Styckningsdel av helt kétt K Tyskland Neg Pos  Neg 088:H8
Styckningsdel av helt kétt K Tyskland Pos Pos  Pos 026:H11
Styckningsdel av helt kétt K Uruguay Neg Pos  Neg ONT:H29"
Styckningsdel av helt kott K Uruguay Neg Pos  Neg OX185:H7?
Styckningsdel av helt kott  F Uruguay Pos Pos  Pos 026:H-
& Eventuellt nya serogrupper enligt Statens Serum Institut, The International Escherichia and
Klebsiella Centre (WHO) i Danmark.
® ONT; O-serogroup not typable; serogruppen kunde inte bestammas.
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