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Forekomst av shigatoxinproducerande Escherichia coli (STEC) i svenskt
notkott

Sammanfattning

NoOtkott ar en vanlig smittkalla till STEC. Livsmedelsverket har tidigare utfort en
kartlaggning av forekomsten av STEC i importerat och infért n6tkott (Egervarn och Flink,
2014). For att battre kunna vardera risken med konsumtion av nétkott som finns pa den
svenska marknaden behdvs &ven kunskap om férekomsten av STEC i svenskt notkatt.
Insamling av prov av helt svenskt notkott utfordes till storsta delen under 2015 av Statens
Veterinarmedicinska Anstalt. Analyser utfordes sedan av Livsmedelsverket under varen
2016. Totalt analyserades 300 prov och STEC pavisades i sex (2 procent) av dessa. Det ar
vasentligt lagre an forekomsten av STEC i importerat och infort helt notkott (11 procent).
Karaktariseringen av bakterierna visade att inget av STEC isolaten hade den kombination av
gener som ar kopplad till 6kad risk for allvarlig sjukdom (stx2 och eae).

Inledning

Infektion med shigatoxinproducerande E. coli (STEC) utgor ett betydande halsoproblem
eftersom det kan orsaka allvarlig sjukdom hos manniska och framfor allt kan sma barn
drabbas. De vanligaste symtomen ar diarréer som kan bli blodiga men hos cirka fem procent
av patienterna utvecklas den allvarliga foljdsjukdomen hemolytiskt uremiskt syndrom (HUS)
som ofta kraver intensivvardsbehandling och dialys. Idag & STEC, tillsammans med
salmonella, det smittdmne som orsakat flest utbrott i varlden med notkott som smittkalla
(Greig et al. 2009). Under 2011 utférde Livsmedelsverket en kartlaggning av STEC i
importerat och infort notkott till Sverige (Egervarn och Flink, 2014) dar STEC pavisades i
mer &n vart tionde prov. Aktuella resultat om férekomst av STEC i svenskt notkott ar
bristfalliga och tidigare undersékningar har fokuserat pa STEC tillhérande serogruppen
0157. Livsmedelsverket har darfor med hjalp av Statens Veterinarmedicinska Anstalt (SVA)
undersokt férekomsten av STEC i svenskt notkott. Syftet med kartlaggningen var att 6ka
kunskapsunderlaget for framtida riskvérderingar och riskhanteringsatgarder samt att jamfora
forekomsten av STEC i importerat och infort notkott med svenskt notkott.

STEC

Vissa stammar av Escherichia coli producerar shigatoxin och kallas darfor
shigatoxinproducerande E. coli (STEC). STEC kallas ocksa VTEC, och nar den har isolerats
fran manniska kallas den EHEC (Enterohaemoragisk E. coli). Det finns tva undergrupper av
shigatoxin, Stx1 som kodas av genen stx1 och Stx2 som kodas av stx2. Minst ett av
shigatoxinerna &r nédvandigt for att sjukdomssymtom ska uppkomma vid infektion med
STEC men daven andra virulensfaktorer bidrar. Toxinet Stx2 ar mer frekvent forknippad med
allvarlig sjukdom hos manniska &n Stx1 (Mathusa et al. 2010; Efsa 2013). En annan
bidragande virulensgen &r eae, som kodar for proteinet intimin och som &r viktigt for att
STEC ska kunna fésta vid tarmepitelet. Vissa kombinationer av virulensgener hos STEC
sasom stx2 och eae bedoms utgdra hogre risk att orsaka allvarligare sjukdom (Caprioli et al.
2004; Andersson et al. 2011; Efsa 2013). Infektionsdosen, det minsta antalet bakterier som
kravs for att orsaka sjukdom, &r 1ag (mindre &n 100 bakterier) och tillvéxt av STEC-bakterier
i livsmedel ar saledes inte nodvandigt for att orsaka sjukdom.
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Utforande

Prov fran svenskt notkott (bitar och strimlat farskt notkott, ej malet kott) samlades in av
Statens Veterindrmedicinska Anstalt (SVA) som en del i ett storre projekt om forekomst av
ESBL-bildande tarmbakterier pa svenskt notkott. Insamling av prov (289 st) gjordes under
2015 och provtagningen gjordes hos grossister, pa stormarknader och i mindre butiker. Ett
fatal prover togs ocksa av Livsmedelsverkets egen personal pa stormarknader och i mindre
butiker under 2016 (21 st).

For en mer detaljerad beskrivning av utférande och analysprocedur se bilaga 1.

Resultat

Sammanlagt analyserades 300 prover av svenskt n6tkétt och av dessa var sju (2 procent)
anrikningsbuljonger positiva vid PCR-analys av generna stx1 och/eller stx2. | ett av de sju
positiva anrikningsbuljongerna pavisades dven genen eae. Av de sju positiva proven
isolerades STEC-bakterier fran sex (2 procent) prov. Av de 6 isolaten inneh6ll fyra enbart
stx2-genen och resterande tva isolat inneholl generna for bade stx1 och stx2. Genen eae
tillsammans med stx-gen/er hittades inte i nagot av STEC isolaten. De sex STEC-bakterier
som isolerats fran svenskt nétkatt tillhérde fem olika serotyper dér endast serotypen O171:H2
forekom i mer &n ett prov (Tabell 1).

Tabell 1. Sammanstallning av isolerade STEC-bakterier i svenskt notkott.

Livsmedel Serotyp Subtyp stx eae
Hogrev 0171:H2 stx2c, stx2d -
Grytbitar O171:H2 stx2c -

Ryggbiff 022:H16  stx2b, stx2c, stx2d -
Strimlat oxkodtt 0116:H48 stx2a, stx2d -

Notbog 0185:H28 stxla, stx2a -
Rostas 091:H14 stxla, stx2b -
Diskussion

Kunskap om forekomst av sjukdomsframkallande mikroorganismer i livsmedel behdvs for att
kunna vardera risken att bli sjuk av maten vi ater. Behovet av data géllande STEC pa kétt och
gronsaker har lyfts i utlatanden fran bland annat FAO/WHO (2011) och Efsa (2011) och var
en av de identifierade kunskapsluckorna i den nationella strategin for STEC som svenska
myndigheter tog fram 2014 (Socialstyrelsen, 2014).

STEC pavisades i tva procent av sammanlagt 300 prov av hela bitar svenskt notkott.
Forekomsten var lagre &n vad som tidigare rapporterats i en kartlaggning av importerat och
infort notkott dar den totala andelen prov med fynd av STEC var 13 procent (bade helt och
malet kott) och for prov av helt kott 11 procent (Egervarn och Flink, 2014). Understkningen
av notkott fran andra lander omfattade aven malet kott, dar andelen prov med fynd av STEC
var annu hogre (20 procent). Motsvarande data saknas for malet kott av svenskt ursprung.
Malet kott har kopplats ihop med fler sjukdomsutbrott jamfort med helt kétt (Rangel at el.
2005: Hussein 2007). Risken att insjukna i infektion med STEC &r dessutom sannolikt storre
vid konsumtion av malet kott an helt kott, eftersom de bakterier som finns pa ytan blandas in
i kottfarsen vid malningen (Lindblad 2013).
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Vid senaste zoonosrapporteringen inom EU dar 27 medlemslander rapporerade in
forekomsten av STEC i livsmedel for respektive medlemsland var férekomsten for STEC 1,3
procent (Efss/ECDC 2014). Resultaten &r dock inte jamforbara, eftersom prov i denna
undersdkning har tagits i olika led av livsmedelskedjan. Dessutom har inte alla
medlemslénder analyserat for alla serogrupper, vilket gjordes i nuvarande undersokning.
Forekomsten var ocksa lagre an i den baslinjestudie som Livsmedelsverket utforde mellan
2006 och 2007 dar STEC forekom pa fem procent av slaktkropparna fran svenska nétkreatur
(opublicerade data fran Lindblad 2008). Resultaten ar dock inte jamfdrbara, eftersom
provtagningen vid de olika undersokningarna &r helt olika(25 g i denna studie och svabbprov
av 400 cm? av slaktkroppen i baslinjestudien).

Inget av isolaten av STEC i denna undersdkning uppfyllde kriterierna for 6kad risk for
allvarlig sjukdom fran Efsa, det vill sdga férekomst av virulensgenerna stx2 och eae eller
aaiC/aggR (EFSA, 2013).

Tre av serotyperna (091:H14, O171:H2, 022:16) som hittades i studien har aven hittats hos
sjuka manniskor (Tozzoli and Scheutz, 2014). Dock hittades ingen av de vanligaste
férkommande serogrupperna hos patienter i Sverige (0157, 026, 0103, 0121).
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Bilaga 1

Utforande

Insamling av 289 prov av svenskt notkdtt genomférdes som en del i ett stérre projekt om férekomst av ESBL -
bildande tarmbakterier pa svenskt kott som utfordes av SVA. Anrikning av 25 g prov utfordes av SVA och
anrikningsbuljongen frystes in i -70°C for senare analys for STEC av Livsmedelsverket. Insamling av 21 prov
av svenskt notkétt utfordes av personal fran Livsmedelsverket och analysen for STEC utfordes inom 24 timmar
efter provtagning.

Detektion av STEC med realtids-PCR

Detektion av STEC i anrikningsbuljong utfordes enligt Livsmedelsverkets metod, SLV-m243.2, som baseras pa
en teknisk specifikation fran 1SO, 1ISO/TS 13136:2012. Totalt 25 g av provet blandades med 225 ml Buffrat
Peptonvatten (BPV) med homogenisator och anrikades vid 37°C i 18 till 24 timmar. Extraktion av genomiskt
DNA utfordes genom att ta 200 pl frén anrikningsbuljongen till ett automatiserat system, BioRobot EZ1 och
EZ1 DNA Tissue Kit (Qiagen). Eluering gjordes i 100 pl elueringsbuffert. Detektion av generna for
shigatoxinerna, stx1 och stx2, utfordes med realtids-PCR. Vid detektion av en eller bada stx-gener utfordes
ytterligare en analys med realtids-PCR for detektion av genen eae (ISO/TS, 13136:2012).

Isolering av STEC med immunoblot

Vid detektion av en eller bada stx-gener gjordes forsak till isolering av STEC med immunoblot enligt
Livsmedelsverkets metod, SLV-m242.1. Analysmetoden innebdr att Stx-toxiner som producerats av bakterier
fangas upp och detekteras med antikroppar, och utfordes enligt Atalla och Johnson (2000). Analys med
immunoblot utfordes pa infryst anrikningsbuljong. Ett nitrocellulosamembran (82 mm; 0,2 um), som behandlats
med kanin-anti Stx1och anti Stx2-antikroppar, lades pa Trypton Soja Agar (TSA)-plattor innehallande 25 ng/ml
mitomycin. Over nitrocellulosamembranet lades ett cellulosaacetatmembran (82 mm; 0,45 pum).
Anrikningsbuljongen spéddes och spreds pa cellulosaacetatmembranet (Figur 1). Plattorna inkuberades vid 37
°C i 18-24 timmar.

Nitrocellulosamembran E Cellolosaacetatmembran

med antikroppar mot ——
stx1 och stx2

TSA innehdllande 25 ng/ml mitomycin

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

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

Typning av STEC

De isolerade STEC-bakterierna har skickats till Folkh&dlsomyndigheten for serotypning och subtypning av
shigatoxingenen genom helgenomsekvensering enligt Folkhélsomyndighetens protokoll.
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