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FOrord

Matforgiftningar orsakade av bakterier fortsatter att vara ett stort problem i Sverige. Den svenska
samhéllskostnaden for matforgiftningar orsakade av de fem viktigaste matforgiftningsbakterierna
har beraknats till en miljard kronor per ar. Detta enligt en studie av Agrifood - ett samarbete mellan
Sveriges lantbruksuniversitet och Lunds universitet.

Fyra av dessa fem bakterier ar zoonotiska, vilket betyder att de finns naturligt hos djur och kan
darifran foras over till manniskor, bl.a. via kétt. Férekomst av sjukdomsframkallande bakterier pa
kott fran not, gris och kyckling &r relativt val kand men for lammkott ar kunskapen bristfallig.

Kopplat till infektionssjukdomar finns ett stort och 6kande problem med antibiotikaresistens.
Sverige har en restriktiv anvandning av antibiotika till livsmedelsproducerande djur men globalt
anvénds det mer antibiotika till djur &n till ménniskor. De begrénsade studier som hittills har gjorts
tyder pa att livsmedel utgor en begransad kalla till antibiotikaresistensproblematiken hos
méanniskor. Dock behdvs mer data for att sékerstalla detta antagande.

Framtagandet av kostnadseffektiva och verkningsfulla hanteringsatgarder med syftet att minska
antalet matforgiftningar kréver gedigna riskvérderingar. Dessa dr i sin tur beroende av aktuella data
pa forekomst av sjukdomsframkallande mikroorganismer.

Denna rapport ger en grov dversikts- och égonblicksbild 6ver forekomsten av de viktigaste
zoonotiska bakterierna i lammkott. Dessa data forbattrar mojligheterna till vardering av
lammkottets betydelse som smittkalla for de viktigaste zoonoserna i Sverige. Den gjorda
undersokningen av resistens mot den viktiga antibiotikagruppen nyare cefalosporiner bidrar till
minskad osakerhet om livsmedels betydelse for antibiotikaresistensproblematik hos manniskor.
Rapporten vander sig ocksa till lammkéttsbranschen som genom studien far battre underlag i
arbetet med att producera saker mat.

Provtagning och mikrobiologisk analys av lammkattsproverna har gjorts av Livsmedelsverket och
arbetet har letts av mikrobiolog Catarina Flink, som ocksa har skrivit rapporten.

Livsmedelsverket

Hans Lindmark
Avdelningschef biologiavdelningen
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Ordlista och forkortningar

aggR

CFU

eae

EHEC

ESBL

ESBLA

ESBLwm

ESBLcarea

Helgenomsekvensering

Isolat

Sekvensering

Serogrupp

Genen aggR kodar for ett protein (aggregative adherence fimbria I) som
gor att STEC-bakterien kan vidhafta till tarmen.

Kolonibildande enhet (colony forming unit), ett matt pa antalet levande
bakterier i ett prov.

Genen for eae kodar for ett protein (intimin) som gor att STEC-bakterien
kan vidhafta till tarmen.

Enterohemorragisk E. coli, shigatoxinproducerande E. coli som har
potential att orsaka blodig diarré hos ménniska. Enligt Socialstyrelsens
falldefinition anvands dock begreppet EHEC vid alla fynd av
shigatoxinproducerande E. coli hos ménniska, oavsett vilka symtom
infektionen gav upphov till.

"Extended spectrum beta-lactamase” ar ett samlingsnamn fér en grupp
enzymer som inaktiverar betalaktam-antibiotika sdsom penicilliner och
cefalosporiner. Enzymen produceras framst av tarmbakterier som tillhor
familjen Enterobacteriaceae.

ESBLa &r den sa kallade klassiska benamningen (klass A) och vars
aktivitet hammas av klavulansyra. A harror fran strukturell klassifikation
enligt Ambler.

ESBLw innehaller plasmidmedierade Ampicillinase C-betalaktamaser
(pPAmpC) som inte hammas av klavulansyra och Oxacillinase-type
betalaktamaser (OXA) vars aktivitet svagt hammas av klavulansyra men
hammas daremot av kloxacillin. For att sarskilja pAmpC fran
hyperproduktion av kromosomala varianter av AmpC maste fenotypiska
tester dessutom kompletteras med genetisk verifiering av pAmpC.

ESBLcarsa kan bryta ner karbapenemer som ofta &r den enda
tillgangliga behandlingsmojligheten vid infektioner med ESBL-
producerande bakterier. Det finns manga olika ESBLcarsa enzymer. De
flesta ESBLcarga tillhdr ndgon av de tre huvudklasserna KPC
(Klebsiella Pneumoniae Carbapenemase), MBL (metallobetalactamases)
eller OXA).

Metod for att identifiera sekvensen for all arvsmassa hos en organism.

Enskild typ av bakterie som odlats fram och isolerats fran en blandad
bakteriepopulation, i detta fall lammkott.

Bestdmning av ordningsféljden av nukleotider(byggstenarna) i DNA
(arvsmassan).

Bakteriens ytstrukturer i cellmembranet, sa kallat O-antigen t.ex. 0157
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Serotyp

SNP-analys

ST

STEC

Stx

Subtyp

Typning

Virulensgener

LIVSMEDELSVERKETS RAPPORTSERIE —L 2019 NR 04

Bakteriens ytstrukturer i cellmembranet, sa kallat O-antigen, samt
flagellantigenet (H-antigen) t. ex. O157:H7

Analys av enbaspolymorfi (Single Nucleotide Polymorphism) dér man
utifran jamforelser av arvsmassa identifierar skillnader i enskilda
byggstenar (nukleotider) mellan bakterieisolat.

Sekvenstyp, klassning av olika bakterier utifran DNA-sekvens hos ett
begransat antal gener med basala funktioner i cellen. Bestamning av
sekvenstyp hos E. coli baseras pa DNA-sekvensen hos sju gener.

Shigatoxinproducerande E. coli, stammar av E. coli som producerar
shigatoxin. Forkortning VTEC (verocytotoxinbildande E. coli) anvands i
olika sammanhang synonymt med STEC. For att undvika missforstand
anvénds STEC i hela det hdr dokumentet.

Shigatoxin, varav toxinet skrivs med stor forsta bokstav och generna
med sma bokstaver samt kursiverat (ex. Stx1, stx1).

Genetisk variant av art eller genotyp.

Metodik for noggrannare karaktarisering av isolat. | denna rapport
identifiering av stam, serotyp, subtyp och vissa virulensgener.

Gener som kodar for sjukdomsframkallande egenskaper hos bakterier.



Sammanfattning

Den svenska konsumtionen av lammkétt har 6kat under de senaste decennierna och for att tillgodose
den inhemska efterfragan behover Sverige ta in lammkott fran andra lander. For att vardera och
hantera riskerna med konsumtion av lammkott behovs kunskap om férekomst av
sjukdomsframkallande bakterier i lammkott, ndgot som idag saknas. Livsmedelsverket har som ett led
att fa okad kunskap darfor undersokt forekomsten av shigatoxinproducerande E. coli (STEC),
termotoleranta campylobacter, Extended Spectrum Beta-Lactamase (ESBL)-bildande E. coli,
salmonella och E. coli i lammkaott fran livsmedelsbutiker. Proverna togs under hésten 2017 och varen
2018.

| 303 analyserade prov av lammkétt, med bade inhemskt och utlandskt ursprung, hittades STEC i en
tredjedel av proven (35 procent). Av de tre vanligaste ursprungslanderna var STEC vanligast i
lammkatt fran Irland (64 procent), foljt av Sverige (43 procent) och sist Nya Zeeland (19 procent).
Resultaten visade att ett STEC-isolat var den variant som associerats med allvarlig sjukdom (gener for
stx2a + eae), men dven andra varianter av STEC har mojlighet att orsaka allvarlig sjukdom. Enligt
FAO och WHOs riskklasshingsmodell tillhdrde dock alla utom tre STEC-isolat den lagsta
riskklassningsnivan som associeras till mildare symtom sasom diarré och magkramp hos manniska.
Serotypning visade att ett isolat var O157:H7 vilket tillhérde en av de fem vanligaste serotyperna
(0157:H7, 026:H11, 0103:H2, 0121:H19 och 0145:H28) som forekom hos svenska patienter 2017.
De vanligaste forekommande serotyperna i lammkatt var O91:H14, 0146:H21 och O128ab/ac:H2
vilka dven forekom bland de sex till tio vanligaste serotyperna hos personer smittade i Sverige under
2017.

Termotoleranta campylobacter hittades i 2 procent av de analyserade proven, varav storsta delen av
isolaten var Campylobacter coli. Alla fynd av termotoleranta campylobacter gjordes pa lammkott som
importerats fran andra lander, varav huvuddelen av fynden gjordes i produkter fran Irland. Det var en
lagre forekomst jamfort med kartlaggningar som har gjorts i andra lander. Nagon salmonella hittades
inte i de analyserade proven. Inga ESBL-bildande E. coli pavisades i svenskt lammkott och
forekomsten av ESBL-bildande E. coli i alla analyserade prov var lag (mindre &n 1 procent). Detta
aterspeglar majligen den generellt lagre anvandningen av antibiotika hos far i forhallande till andra
livsmedelsproducerande djur. Tva fynd gjordes pa lammkaétt av irlandskt ursprung, varav ett av
isolaten var av fenotypen ESBLa och det andra ESBLw. E. coli pavisades i 7 procent av proven och
lagst andel var det i prov fran Nya Zeeland (drygt 1 procent) foljt av Sverige (9 procent) och Irland
(20 procent). Det var generellt Iaga halter av E. coli, dar den hogsta halten som hittades var

500 CFU/g. Halter lika med eller 6ver 100 CFU/qg hittades i 4 av de 303 analyserade proven.

Sammanfattningsvis visar resultaten att forekomsten av salmonella, termotoleranta campylobacter och
ESBL-bildande E. coli pa lammkaétt fran livsmedelsbutiker var 1ag. Forekomsten av STEC-bakterien
var hogre och kunde isoleras fran var tredje prov av lammkétt. Resultaten visade att det var fa av de
varianter av STEC som associerats med allvarlig sjukdom. Resultaten tyder pa att lammkatt inte &r en
betydande kélla for STEC-smitta som kan ge allvarlig sjukdom, men att lammkott kan utgora en kélla
for STEC som foretradesvis ger symtom som diarré och magkramp.
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summary

Bacteria on lamb meat from retail stores in Sweden

The consumption of lamb meat has increased in Sweden in recent decades, and in order to meet
domestic demand Sweden is importing more products from other countries. In order to assess and
manage the risks linked to lamb meat consumption, knowledge regarding the presence of pathogenic
bacteria is required, something that is currently lacking. The National Food Agency has examined the
occurrence of shigatoxin-producing E. coli (STEC), thermotolerant campylobacter, Extended
Spectrum Beta-Lactamase (ESBL)-producing E. coli, salmonella and E. coli in retail lamb meat
sampled during autumn 2017 and spring 2018.

In 303 analyzed samples of both domestic and foreign origin, STEC was found in one third of the
samples (35 percent). Of the three most common countries of origin, STEC was most common in lamb
meat from Ireland (64 percent), followed by Sweden (43 percent), and lastly New Zealand (19
percent). The results showed that one positive isolate belonged to the variants associated with severe
disease (genes for stx2a + eae). However, other STEC also have the potential to cause serious illness,
but according to the FAO and WHO's risk classification model, all but three STEC isolates belonged
to the lowest risk classification level associated with milder symptoms such as diarrhea and stomach
cramps in humans. Compared with the isolates detected in Swedish patients in 2017, serotyping
showed that one of the lamb meat isolates was O157:H7, which belonged to the five most common
clinical serotypes (0157:H7, 026:H11, 0103:H2, 0121:H19, and 0145:H28). The most common
serotypes in lamb meat were 091:H14, 0146:H21, and O128ab/ac:H2, and they were among the six to
ten most common serotypes in people infected with STEC in Sweden in 2017.

Thermotolerant campylobacter was found in 2 percent of the analyzed samples, with most of the
isolates identified as Campylobacter coli. All findings of thermotolerant campylobacter were made
from imported lamb meat, with most of the positive samples found in products from Ireland. There
was a lower occurrence of campylobacter from lamb meat compared to surveys that have been made
in other countries. No salmonella was found in the samples that were analyzed. ESBL-producing E.
coli were absent in Swedish lamb meat, and the overall occurrence was low (less than 1 percent),
possibly reflecting the generally lower usage of antibiotics in sheep in relation to other animals raised
for consumption. Two findings were made in lambs of Irish origin, one of the two ESBL isolates being
of the ESBLAa phenotype and the other ESBLw. Of the total prevalence of E. coli in lamb meat (7
percent), the lowest prevalence was found in samples from New Zealand (just over 1 percent), in
contrast to the higher levels from Sweden (9 percent) and Ireland (20 percent). There were low levels
of E. coli, and the highest level found was 500 CFU/g. Levels equal to or above 100 CFU/g were
found in four of the 303 analyzed samples.

In summary, the results show that the occurrence of salmonella, thermotolerant campylobacter, and
ESBL-forming E. coli in lamb meat from Swedish retailers was low. The occurrence of STEC was
higher and was isolated from every third sample of lamb meat. The results showed that there were few
isolates with the variants of STEC that have been associated with severe disease. This suggests that
lamb meat is not a significant source of STEC infection that can cause severe disease, but lamb meat
can be a source of STEC that lead to milder symptoms such as diarrhea and stomach cramps.

N.B. The title of the publication is translated from Swedish, however no full version of the publication has been produced in English.
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Bakgrund

Varfor en kartlaggning?

De senaste decennierna har den svenska konsumtionen av lammkott 6kat och for att tillgodose den
inhemska efterfragan behdver Sverige ta in lammkott fran andra lander. Inforseln fran annat land har
Okat med 60 procent sedan 2008 och under 2017 6kade konsumtionen ett hektogram per person
jamfort med 2016. | relation till andra kéttslag ater svenskarna dock lite lammkétt och 2017 var
andelen bara 2,2 procent av den totala kéttkonsumtionen. Under 2016 kom det utlandska lammkottet
framfor allt ifran Irland (38 procent), Nya Zeeland (25 procent) och Nederlanderna (19 procent)
(Jordbruksverket, 2018a).

Under 2014 faststéalldes ett myndighetsgemensamt strategidokument om shigatoxinproducerande

E. coli (STEC), dar atgarder som &r sarskilt angelagna for att minska antalet sjuka manniskor med
infektion med STEC pekades ut. En av de utpekade atgéarderna ar att 6ka kunskapen om forekomst och
halter av STEC i olika livsmedel som finns pa den svenska marknaden (bade inhemskt producerade
och inforda/importerade livsmedel). Det &r vél kant att STEC inte bara forekommer hos notkreatur
utan aven hos far och getter (Soderlund et al. 2012). Data om férekomst av STEC i bade inhemskt och
infort/importerat lammkott pa den svenska marknaden saknas i dagslaget och antalet kartlaggningar av
lammkott som gjorts i andra lander ar ocksa begransat och oftast enbart inriktade pa forekomst av
serogruppen 0157 (EFSA, 2017, EFSA, 2016, Jaros et al. 2018, Lenahan et al. 2007).

Data om forekomst av andra sjukdomsframkallande bakterier sasom salmonella och campylobacter i
lammkott pa den svenska marknaden &r ocksa bristfalliga. Kunskapen om forekomsten av
antibiotikaresistenta bakterier sasom ESBL-bildande Escheriachia coli i livsmedel ar ojamn. Idag
finns relativt god kunskap om hur stor andel av kottet fran not, gris och kyckling som &r fororenat med
resistenta bakterier, men motsvarande data om lammkatt saknas (Egervarn och Ottosson, 2016 ).
Sadana forekomstdata behvs som underlag for riskvardering och riskhantering.

Sjukdomsframkallande bakterier

Shigatoxinproducerande E. coli (STEC)

Infektion med shigatoxinproducerande Escherichia coli (STEC) kan orsaka allvarlig sjukdom hos
manniska med stort lidande for individen och dven hoga kostnader for samhéllet. Infektionen kan ha
dodlig utgang (Socialstyrelsen, 2014). Bakterien producerar toxinerna shigatoxin 1 (Stx1) och
shigatoxin 2 (Stx2) och motsvarande gener bendmns stx1 respektive stx2. STEC binder till
tarmvéggens celler, varifran den forokar sig. Bakterien kan orsaka blodiga diarréer och i vissa fall kan
det leda till organskador, oftast njurarna. Sma barn och &ldre personer drabbas forhallandevis oftare av
komplikationer. Alla STEC orsakar inte allvarlig sjukdom hos ménniska. De tva huvudgrupper av
toxin (Stx1 och Stx2) delas in i undergrupperna Stx1a, ¢ och d, samt Stx2a, b, c, d, e, f och g. Vissa
undergrupper, sarskilt Stx2a tillsammans med ett protein (intimin) som gor att bakterien kan fésta till
tarmvéggen har visat sig forekomma oftare vid allvarligare sjukdom, sdsom blodig diarré och
komplikationer. Andra undergrupper ger oftare mildare symtom, dar exempelvis Stx2e klassas som
mindre allvarlig for ménniska (FAO and WHO, 2018).
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Vissa idisslare kan vara barare av STEC, men de visar inga symtom pa sjukdom. | Sverige har bakterien
hittats framfor allt hos notkreatur men aven far och getter kan fungera som reservoarer av bakterien
(Socialstyrelsen, 2014). Smittan finns 6ver hela varlden och kan spridas via kontakt med smittade djur
och deras avforing eller via fororenade livsmedel och fororenat vatten.

Termotoleranta campylobacter

Campylobacter &r den vanligast inrapporterade bakteriella orsaken till magsjuka i Sverige och
kyckling, i synnerhet farskt kycklingkott, &r en viktig smittkalla. Smittan &r zoonotisk och sprids
framst via kontaminerade livsmedel, men det forekommer aven person-till-personsmitta, smitta via
kontakt med djur och smitta fran miljon och dricksvatten (Dryselius och Jernberg, 2018).
Campylobacter kan finnas i tarmen hos livsmedelsproducerande djur, till exempel fagel, gris, nét och
far och kan darfor finnas pa kott av olika slag men ar vanligast forekommande pa fagelkott.
Campylobacter kan ocksa finnas i opastoriserad mjolk (Socialstyrelsen, 2013). De arter av
campylobacter som orsakar sjukdom hos ménniska kan alla tillvéxa vid 42 °C och kallas darfor
termotoleranta campylobacter. Bade Campylobacter jejuni och Campylobacter coli har hittats hos far
men inte i den omfattning som for till exempel nétkreatur och kyckling (Hansson, 2007).

Salmonella

Salmonella kan finnas i tarmen hos djur och ravaror av animaliskt ursprung kan férorenas med
salmonella fran infekterade djur. Salmonella sprids framst via livsmedel som é&ts utan att ha hettats upp
ordentligt. Det svenska kontrollprogrammet for salmonella visar att det & mycket ovanligt med
salmonella i svenska agg och i svenskt kétt fran n6t, gris och kyckling. Kontrollprogrammet omfattar
dock inte far. Slaktkroppar av far provtas i enlighet med EU:s férordning om mikrobiologiska kriterier
(EG) nr 2073/2005, men det finns ingen aktiv 6vervakning avseende salmonella hos far och lammkott
och inga inforselgarantier (Jordbruksverket, 2018b; (EG) nr 2073/2005). Svenska far har en mycket
lag forekomst av allvarlig salmonella men daremot férekommer en sarskild typ av salmonella,
Salmonella enterica subsp Diarizonae 61:(k):1,5, (7) (SVA, 2012). Denna salmonellatyp finns ndstan
enbart pa far. Trots att typen &r relativt vanlig hos far ar det mycket ovanligt att den gér méanniskor
sjuka. | Sverige finns endast ett sjukdomsfall for manniska rapporterat under de senaste 25 aren, och
da rorde det sig om en person som uppgavs ha blivit smittad utomlands (SVA, 2012). Jordbruksverket
har darfor beslutat att gora ett undantag och bek&mpar inte rutinmassigt S. Diarizonae serotyp
61:(k):1,5(7) hos far (SVA, 2012). Aven Livsmedelsverket har gjort undantag for pavisad forekomst
av S. Diarizonae serotyp 61:(k):1,5(7) pa slaktkroppar av lamm i den nationella lagstiftningen for
livsmedelshygien (LIVSFS 2005:20). Detta innebér att det inte finns krav pa att kott fran slaktkroppar
med pavisad forekomst av S. Diarizonae serotyp 61:(k):1,5(7) enbart far slappas ut pa marknaden till
en kottproduktanlaggning som ar fallet vid pavisad forekoms av andra typer av salmonella.

Antibiotikaresistenta bakterier

Extended Spectrum Beta-Lactamase (ESBL)-bildande E. coli

Antibiotikaresistenta bakterier kan finnas i mag-tarmkanalen hos livsmedelsproducerande djur och vid
slakt kan bakterierna foras dver till kottet. Vid vidare hantering av kottet kan sedan bakterierna spridas
till manniskor. Kunskapen dr idag ofullstdndig om hur mycket av resistensproblematiken inom

sjukvarden och i samhéllet i Sverige som beror pa spridning av antibiotikaresistens via livsmedel. Med
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nuvarande data sa bedomer Livsmedelsverket att spridning via livsmedel till manniskor inte ar
omfattande (Egervarn och Ottoson, 2016).

ESBL-bildande E. coli kan orsaka svarbehandlade infektioner och problemet 6kar snabbt i bade
Sverige och i andra lander. Bakterierna ar resistenta mot tredje/fjarde generationens cefalosporiner och
forekommer pa notkott och griskétt, och ar vanligt forekommande pa kycklingkott av bade svenskt
och utlandskt ursprung. Det gor att vi sannolikt exponeras for E. coli och andra tarmbakterier med
ESBL via animaliska livsmedel, men att vi sallan blir sjuka av dessa. De bakterier som hittats pa kott
har dock oftast inte varit av samma typ som de som hittats hos manniska (Egervarn och Ottosson,
2016). Férekomsten av ESBL-bildande E. coli hos svenska livsmedelsproducerande djur &r mycket
I4g, med undantag for slaktkycklingar (SWEDRES/SVARM, 2017). Ett sarskilt allvarligt hot ar
utvecklingen av en variant av ESBL som kallas ESBLcarea Som forutom penicilliner och
cefalosporiner ocksa bryter ner karbapenemer, som ar ett av de sista behandlingsalternativen.
Tarmbakterier med ESBLcarsa har isolerats fran djur och i livsmedel inom och utanfér EU, men dessa
har inte pavisats i livsmedel pa den svenska marknaden eller hos livsmedelsproducerande djur i
Sverige. Det finns i dagslaget inga direkta bevis for att ESBLcarea-bildande bakterier sprids till
manniskor via fortaring av fororenade livsmedel, men det ar en potentiell risk. (Egervarn och
Ottosson, 2016, SWEDRES/SVARM, 2017).
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Syfte

Syftet med kartlaggningen ar att ge ékad kunskap om férekomst av STEC, termotoleranta
campylobacter, salmonella, ESBL-bildande E. coli samt haltdata for E. coli pa lammkott fran
livsmedelsbutiker i Sverige.

Resultaten bidrar till att Livsmedelsverket kan gora riskvérderingar och vidta relevanta
hanteringsatgarder for att forhindra att svenska konsumenter blir sjuka av att dta lammkott.
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Utforande

Provtagning

Provtagningen utfordes mellan slutet pa september 2017 och till slutet pa maj 2018. Malet var att
samla in 300 prov, varav 100 prov av kott fran Sverige och de resterande av infort och importerat kott.
Prov av kétt fran andra lander skulle om majligt fordelas i forhallande till respektive andel av det
inforda/importerade kottet; 38 procent fran Irland, 25 procent fran Nya Zeeland och 19 procent fran
Nederlanderna (Jordbruksverket, 2018a). Lammkétt som forts in fran Nederlanderna exkluderades, da
detta kott foretradesvis levereras till storkok och restauranger.

Provtagningen utfordes i butiker fran de storre livsmedelskedjorna Axfood (Willys och Hemkop),
Bergendahls (City Gross), Coop och ICA. Dessa livsmedelskedjor har tillsammans 94 procent av
marknadsandelen i Sverige (Dagligvarukartan™, 2017). Provtagningen utfordes enbart inom Uppsala
omradet. Bade fryst och farskt kott samt bade helt och malet kétt ingick i provtagningen.
Provtagningen utfordes sa att ungefar 10-15 prov togs och analyserades per vecka.

Vid provtagningen mattes temperaturen pa kottet och transporten till laboratoriet skedde under
kylforvaring. Vid ankomst till Livsmedelsverkets mikrobiologiska laboratorium registrerades
ankomsttemperaturen. Proven forvarades i kyl (3 + 2 °C) respektive frys (-20 °C) i vantan pa analys
som utfordes senast sista forbrukningsdag eller senast en dag fore bast-fore-dag. Frysta prov tinades i
kyl (3 =2 °C) i ett dygn innan analysstart.

Analys

Provberedning

Det provtagna kottet vagdes upp i portioner om 25 g for alla analyser utom for E. coli déar 50 g
analyserades. For hela kottbitar analyserades ytan av kéttet genom att tunna bitar av yta fran olika
stallen pa kottbiten skars loss med skalpell. Kéttfars bedomdes homogent och 25 g togs ut direkt. |
Ovrigt hanterades proven enligt Livsmedelsverkets instruktion for provhantering av mikrobiologiska
prov, SLV-i144.2.

STEC

Detektion av STEC utfordes enligt Livsmedelsverkets metod, SLV-m243.5, som baseras pa en teknisk
specifikation fran ISO, ISO/TS 13136:2012. Prov om 25 g homogeniserades med 225 ml buffrat
peptonvatten (BPV) och inkuberades vid 37 °C i 18-24 timmar. Extraktion av genomiskt DNA
utfordes genom att 200 pl fran anrikningsbuljong extraherades med BioRobot EZ1. Detektion av
generna for shigatoxinerna, stx1 och stx2, utfordes med realtids-PCR (ISO/TS, 13136:2012). Vid
detektion av en eller bada stx-gener gjordes forsok till isolering med en immunoblotbaserad metod
(Atalla and Johnson, 2000). Isolering av STEC med immunoblot innebdr att bakterier som producerar
Stx-toxiner fangas upp och detekteras med antikroppar. Analys med immunoblot utférdes pa infryst
anrikningsbuljong som tinades genom att snabbt varma upp buljongen vid 50 °C och sedan lata den sta
cirka en timme i rumstemperatur. Ett nitrocellulosamembran (82 mm; 0,2 um), som behandlats med
antikroppar riktade mot Stxloch Stx2 (infangningsantikropp), placerades pa Trypton Soja Agar
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(TSA)-plattor innehallande 25 ng/ml mitomycin. Over nitrocellulosamembranet placerades ett
cellulosaacetatmembran (82 mm; 0,45 um). Anrikningsbuljongen spéddes till lamplig spadning och
spreds pa cellulosaacetatmembranet (Figur 1). Plattorna inkuberades vid 37 °C i 18-24 timmar.

ﬂ Cellulossacetatmembran
scellulosamembran

antikroppar mot
och Stx2

TSA innehallande 25 ng/ml mitomycin

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

Efter inkubering avlagsnades nitrocellulosamembranet och behandlades forst med en blandning av
monoklonala antikroppar mot Stx1, Stx2a/c, Stx2e och Stx2d-varianter (detektorantikropp). Efter
tvattning lades nitrocellulosamembranet i en 16sning innehallande en enzymkonjugerad sekundar
antikropp (enzymkonjugat Alkaline Phosphatas-konjugerad Affinipure kanin-antimus-1gG). Darefter
anvandes framkallningssubstratet BCIP/NBT (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate/nitro blue tetrazolium)
for att fa fargomslag pa membranet dar shigatoxin diffunderat fran kolonier pa
cellulosaacetatmembranet i form av lila prickar. Se en férenklad figur pa hur antikroppar, toxinet,
enzymkonjugerad antikropp och framkallningssubstrat kopplas samman (figur 2). De lila prickarna
indikerar att shigatoxinproducerande bakterier finns pa motsvarande plats pa
cellulosaacetatmembranet. Med hjalp av strategiskt placerade jack i bada membranen kunde de lila
prickarna pa nitrocellulosamembranet kopplas till ratt bakteriekoloni pa cellulosaacetatmembranet.
Misstankt positiva kolonier fran cellulosaacetatmembranet renstroks och verifierades som STEC
genom pavisning av stx-gener med realtids-PCR sasom beskrivits ovan.

Framkallnings-
substrat

..
b

Enzymkonjugerad
sekundar antikropp

Detektorantikropp ) \\

YN NN

Figur 2. Schematisk bild pa hur antikropparna, toxinet (antigen), enzymkonjugerad sekundar antikropp och

A
N

framkallningssubstratet kopplas samman.
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Isolat av STEC skickades till SciLifeLab for helgenomsekvensering. Helgenomsekvenseringen
utfordes med en plattform fran Illumina (HiSeq). Den bioinformatiska analysen av sekvensradata fran
STEC isolaten utfordes av Livsmedelsverket genom att anvédnda ARIES, (publik Galaxy server som
bistas av det Europeiska referens laboratoriet for E. coli). For verifiering av Livsmedelsverkets
bioinformatiska analys genomforde Folkhalsomyndigheten en bioinformatisk analys av sekvensradata
fran tio STEC isolat. Folkhalsomyndigheten utforde den bioinformatiska analysen med ett
egenutveckalt system. Sekvenseringsinformationen anvandes for artkonfirmering, serotypning,
subtypning, karaktérisering av virulensgener och sekvenstyp (ST).

Termotoleranta campylobacter

Proven analyserades enligt NMKL-metod nr. 119, 3:e utg., 2007. Kortfattat innebar detta att 25 g prov
blandades med 225 ml Bolton buljong, homogeniserades med stomacher och inkuberades vid 41,5 °C i
44-52 timmar vid modifierad atmosfar (cirka 5 procent syre, 10 procent koldioxid och 85 procent
kvéve). Efter inkubering spreds 10 pl av anrikningsbuljongen pa modified Charcoal cephoperazone
desoxycolate agar (MCCDA) och agarplattorna inkuberades vid 41,5 °C i 44-52 timmar vid modifierad
atmosfar. Missténkta termotoleranta campylobacter konfirmerades enligt NMKL-metod nr. 119.

Isolat av termotoleranta campylobacter skickades till SciLifeLab fér helgenomsekvensering.
Helgenomsekvenseringen utférdes med en plattform fran Illumina (HiSeq). Den bioinformatiska
analysen av sekvensradata fran termotoleranta campylobacter utférdes av Folkhalsomyndigheten.
Sekvensinformationen anvandes for artkonfirmering och karaktérisering av sekvenstyp.

Salmonella

25 g prov blandades med 225 ml BPV och homogeniserades med stomacher. Efter anrikning vid 37 °C
i 16-20 timmar utfordes en extraktion av genomiskt DNA f6ljt av detektion med realtids-PCR for
Salmonella spp. med hjélp av 1Q-check Salmonella Il kit enligt tillverkarens instruktion av standard
protokoll I. Vid positiv PCR-detektion for Salmonella spp. utférdes forsék med isolering enligt
NMKL-metod nr. 71, 5:e utg. 1999. Kortfattat innebar det att anrikningsbuljongen ympades till
Rappaport-Vassiliadis Salmonella (RVS) buljong som inkuberades vid 42+0,2 °C vid 21-27 timmar.
Efter inkubering i RVS stroks den sekundara anrikningsbuljongen ut pa Brilliance salmonella (Bris)
agar och Xylose Lysine Deoxycholate (XLD) agar och inkuberades vid 37 °C i 21-27 timmar.

ESBL-bildande E. coli

Analysen utférdes genom att 25 g prov homogeniserades tillsammans med 225 ml BPV och
inkuberades vid 37 °C i 18-22 timmar. Anrikningsbuljongen stroks sedan pa tre olika odlingsplattor;
MacConkey (MAC) agar innehallande 1 mg/L cefotaxim, ChromID Carba och ChromID OXA-48.
Plattorna inkuberades vid 44 °C (MAC) respektive 37 °C i 18-24 timmar (ChromID Carba och
ChromID OXA-48) (EURL-AR, 2017). Misstankta E. coli konfirmerades genom att understka
bakteriens indolproduktion. E. coli med ESBLa-produktion verifierades fenotypiskt med Etest®ESBL
(CT/CTL) och Etest®ESBL (TZ/TZL) och E. coli med ESBLw-produktion verifierades med

Etest® AmpC (CN/CNI). For att undersdka om E. coli producerar karbapenemas utfordes Etest®ESBL
(MP/MPI) och Etest®meropenem. Alla Etest utfordes enligt tillverkarens instruktioner. Isolat av
ESBL-bildande E. coli verifierades vidare fenotypisk och helgenomsekvenserades av Statens
veterindrmedicinska anstalt (SVA). Den fenotypiska verifieringen utfordes med och utan klavulansyra
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i mikrodilutionspaneler (EUVSEC?2) och tolkades enligt EUCAST riktlinjer (SWEDRES/SVARM,
2017). Sekvenseringen utfordes med plattform fran Illumina.

E. coli

For att analysera E. coli anvéandes Chromocult® Coliform Agar ES (Enhanced Selectivity) med
kvantifieringsnivan 10 CFU/g. Kortfattat innebar det att 50 g prov homogeniserades i 450 ml
peptonvatten (PV). Fran lampliga spadningar tillsattes 1 ml homogenat till en tom petriskal och
darefter tillsattes ca 15 ml tempererad agar (45-50 °C). Plattorna inkuberades vid 35-37 °C i 23-25
timmar. De flesta E. coli producerar bade R-D-galaktosidas och R-D-glukoronidas och de avlastes som
morkbla till morkt lila kolonier. Det finns undantag, da 3-4 procent av E. coli (t.ex. E. coli O157) ar B-
D-glukuronidas negativa och vaxer som lax-fargade till roda kolonier pa Chromocult, dessa
exkluderades vid analysen.

Statistik

Chi2-test utfordes for att undersoka forekomst av signifikanta skillnader i fynd med avseende pa féarskt
och fryst lammkatt, mellan férs och helt kétt samt mellan olika lander. For korrelation mellan
forekomst av E. coli och forekomst av STEC anvéndes Fisher’s exact test.
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Resultat

Provtagning

Sammanlagt samlades 303 prov av lammkott in, varav 64 prov var fars och resterande 239 prov var
hela kéttbitar. De flesta prov var féarskt kétt och de vanligaste ursprungsléanderna var Nya Zeeland,
Sverige och Irland (tabell 1).

Tabell 1. Férdelning av antalet prov av lammkétt i kartlaggningen.

Ursprung Antal prov Farsk fars Fryst fars Farskt helt Fryst helt
(procent) kott kott

Sverige 95 (31) 45 2 47 1
Nya Zeeland 144 (48) 0 5 102 37
Irland 50 (17) 3 4 43
Ovriga lander! 14 (5) 4 1 0
Totalt 303 52 12 192 47
1 Bvriga ldnder bestar av Island, Spanien och Chile.
STEC

| 144 (48 procent) av 303 analyserade prov kunde STEC detekteras med hjalp av PCR-analys for
generna stx1 och/eller stx2. Totalt isolerades STEC fran 107 (35 procent) av 303 analyserade prov
(tabell 2). Eftersom STEC isolerades fran totalt 107 av de 144 prov som var positiva i PCR-analysen
generar det en isoleringsfrekvens pa 74 procent. Som STEC-positivt prov raknas prov varifran STEC
isolerats. Sammanlagt hittades 123 isolat av STEC vilket betyder att i 16 prov gjordes fynd av tva
olika STEC isolat.

Tabell 2. Fynd av termotoleranta campylobacter, Salmonella, STEC, E. coli och ESBL-bildande E. coli i de 303 analyserade
proven av lammkott.

Antal fynd/antal prov (procent)

Totalt Sverige Nya Zeeland Irland Ovriga linder!
Termotoleranta campylobacter 6/303 (2) 0/95 (-) 1/144 (0,1) 5/50(10) 0/14 (-)
Salmonella 0/303 (-) 0/95 (-) 0/144 (-) 0/50 (-) 0/14 (-)
STEC 107/303 (35) 41/95(43) 27/144(19) 32/50 (64) 7/14 (50)
E. coli 20/303 (7) 8/95 (8) 2/144 (1) 10/50 (20) 0/14 (-)
ESBL-bildande E. coli 2/303 (<1) 0/95 (-) 0/144 (-) 2/50 (4) 0/14 (-)

1 Qvriga lander utgdrs av Spanien, Island och Chile.

| mer &n 60 procent av prov fran Irland kunde STEC pavisas vilket var en signifikant hogre andel
jamfort med prov fran Sverige och Nya Zeeland (Chi2-test, P-varde 0,017 och <0,001) (tabell 2).
Forekomst av STEC i prov fran Sverige var signifikant hogre jamfort med prov fran Nya Zeeland
(Chi2-test, P-vérde <0,001). Ingen signifikant skillnad for forekomst av STEC fanns mellan féarskt och
fryst kott (Chi2-test, P-varde 0,207) eller mellan fars och helt lammkott (Chi2-test, P-véarde 0,204)
(tabell 3). Tabeller med foérekomst av STEC uppdelat per anldggning och land finns i bilaga 1.
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Tabell 3. Antal positiva prov for STEC uppdelat pa olika ldnder, farskt, fryst, fars och helt lammkott.

Antal positiva prov/totalt antal prov (procent)

Totalt Farskt kott Fryst kott Fars Helt kott
Sverige 41/95 (43) 39/92 (42) 2/3 (67) 24/47 (51) 17/48 (35)
Irland 32/50 (64) 30/46 (65) 2/4 (50) 3/7 (43) 29/43 (67)
Nya Zeeland 27/144 (19) 22/102 (22) 5/42 (12) 0/5 (-) 27/139 (19)
Ovriga lander 7/14 (50) 1/4 (25) 6/10 (60) 2/5 (40) 5/9 (33)
Totalt 107/303 (35) 92/244 (38) 15/59 (25) 29/64 (45) 78/239 (33)

1 Qvriga lander utgdrs av Spanien, Island och Chile.

Helgenomsekvensering av de 123 isolaten visade att 45 stycken inneholl stx1-genen, 10 stycken stx2-
genen och 68 bade stx1- och stx2-generna (figur 3). Genen eae pavisades i 3 av de 123 isolaten och i

ett fall var det i kombination med stx2.

Figur 3. Forekomst av stx-gener hos de 123 STEC-isolaten.

Den vanligaste kombination stx-subtyp var stx1c + stx2b, men &ven stx1c respektive stx1a tillsammans

med stx2b var vanligt forekommande. Genen for stx2a detekterades enbart i tre isolat varav ett ocksa

innehdll stx2c (figur 4). Genkombinationen stx2a och eae hittades i enbart ett isolat.
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Figur 4. Forekomst av stx-subtyper i de 123 insamlade STEC-isolaten.

STEC-isolaten tillhdrde 28 olika serotyper och den vanligaste serotypen var O91:H14 (tabell 4). Ett
isolat klassades som STEC 0157:H7, korresponderande prov kom fran Irland. STEC O157-isolatet
hade generna stx2a, stx2c, eae och ehxA, men var ej av undertypen klad 8 (som har en stark koppling
till allvarlig sjukdom hos ménniska). Majoriteten av STEC-isolaten tillhdrde den lagsta
riskklassificeringsniva (niva 5) som enligt FAO/WHO (2018) ar minst associerad till allvarlig sjukdom
(figur 5).
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Tabell 4. Serotyperna av STEC som hittades i kartlaggningen samt information om sekvenstyp, toxinprofil och ursprung.

Serotyp Antal  Sekvenstyp (Antal) Toxinprofil (Antal) Ursprung
091:H14 23 33(23) stxla + stx2b (23) IE, NZ, SE
0174:H8 13 13 (12); okdnd (1) stx1c (4); stx1c + sx2b (9) IE, NZ, SE
0128ab/ac:H2 13 25 (7); 811 (2); 4748 (1); 8381 (1); okind (2)  stx1 (1); stxIc +sx2b(12)  CL, IE, Nz, SE
0146:H21 10 442 (10) stxIc (4); stxlc+sx2b (6)  CLIE, NZ, SE
076:H19 9 675 (9) stx1c (8); stx1c + sx2b (1) IE, NZ, SE
0123/0186:H10 5 3695 (5) stxIc + sx2b (5) IE, NZ, SE
015:H27 5 2388 (5) stx1c (1); stx1c + sx2b (4) IE, SE
06:H10 5 43 (5) stxIc (5) SE
0153/0178:H7 5 278 (5) stxlc (5) IE
0104:H7 4 1817 (4) stx1c (4) NZ, SE
0166:H28 4 1819 (3); 6251 (1) stxlc (3); stxIc+sx2b (1) IS, ES, SE
038:H26 4 10 (4) stxlc (2); stxlc+sx2b (2)  IE, NZ, SE
087:H16 3 2101(3) stx2b (3) IE, NZ, SE
0136:H20 2 398 (2) stxlc (2) SE
0145:H28 2 137 (2) stxla (1); stxlc (1) Nz, SE
05:H19 2 447 (2) stxIc + sx2b (2) IR, NZ
ONT:H14 2 7010 (2) stx2b (2) IR, NZ
ONT:H16 2 336 (2) stxlc (2) NZ
0113:H21 1 223 (1) stx2a (1) IE
0113:H4 1 10 (1) sStxIc + stx2b (1) IE
0130:H11 1 297 (1) sStx2a (1) IE
0157:H7 1 11 (1) sStx2c + stx2a (1) IE
0174:H21 1 677 (1) sStx2c (1) SE
0176:H4 1 57 (1) sStx1c + stx2b + stx2d (1) NZ
075:H8 1 okand (1) stx1c + stx2b (1) CL
078:H4 1 3101 (1) stxlc (1) IE
08:H19 1 201 (1) stx2e (1) SE
0149:H1 1 132 (1) stx1d (1) IE
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Figur 5. STEC isolaten fran lammkott graderade av formaga att orsaka sjukdom efter kombinationer av STEC virulensgener
enligt FAO/WHO (2018). Graderingen bestar av fem nivaer varav niva 1 klassas till storst risk att orsaka allvarlig sjukdom

(diarré (D), blodiga diarré (BD) och hemolytiskt uremiskt syndrom (HUS)).

Kvalitetssakring vid analys av radata fran helgenomsekvensering

Livsmedelsverkets och Folkhalsomyndighetens separata analyser av radata fran
helgenomsekvensering av STEC-isolat genererade samma resultat hos alla de tio analyserade STEC-
isolaten for bestdmning av art, serotypning, subtypning, karaktarisering av virulensgener och
sekvenstyp (ST).

Termotoleranta campylobacter

Termotoleranta campylobacter hittades i sex (2 procent) av 303 prov varav fem prov harstammade
fran Irland och ett fran Nya Zeeland (tabell 2). De sex positiva proven var farskt helt kott (tabell 5).

Av de sex isolaten av termotoleranta campylobacter, var fem Campylobacter coli och ett C. jejuni.
Alla prov med fynd av C. coli var fran Irland och provet med fynd av C. jejuni harstammade fran Nya
Zeeland (tabell 5). Tre av de fem prov med fynd av C. coli var fran samma anlaggning bade i Irland
(slakterianlaggning) och i Sverige (forpackningsanlaggning). Tva av de tre C. coli isolat som kommer
fran samma anlaggning (IR364/SE507) har samma ST (ST827) samt ar ganska lika varandra (64 SNPs
+ 22 rekombinationsevent).
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Tabell 5. Resultat for de termotoleranta campylobacter som hittades i kartlaggningen.

Isolat Provtyp Farskt/fryst Ursprung ST Anlaggning

C. jejuni stek Farskt Nya Zeeland 61 ME77/BE KF 226 EG

C. coli racks Farskt Irland 1773 IR313

C. coli entrecote Farskt Irland 827 IR364/SE507

C. coli hjarta Farskt Irland 1681 Styckad i livsmedelsbutik
C. coli entrecote Farskt Irland 827 IR364/SE507

C. coli ytterfilé Farskt Irland 685 IR364/SE507
Salmonella

Ett av de 303 prov var positiva vid PCR-analys av Salmonella spp. Ingen salmonella kunde dock
isoleras fran den PCR-positiva anrikningsbuljongen.

ESBL-bildande E. coli

I tva av 303 analyserade prov pavisades ESBL-bildande E. coli (tabell 2). Bada proven var
ursprungligen fran Irland och var av typen farsk ytterfilé. Fenotypen var ESBLw (blacwmy-2) respektive
ESBLAa (blactx-m-1) (tabell 6). De tillnorde tva olika sekvenstyper, ST1485 och ST58. Bada E. coli-
isolaten var kansliga mot karbapenemen meropenem, men bar pa en mangd olika
antibiotikaresistensgener (tabell 6).

Tabell 6. Karakterisering av ESBL-bildande E. coli pavisade i lammkott: provtyp, ursprung, fenotyp, sekvenstyp, ESBL-gener,
plasmidreplikontyp och resistensgener.

Provtyp Ursprung Fenotyp ST ESBL-gen Plasmidreplikontyp  Resistensgener

Ytterfilé  Irland ESBLwm 1485 blacmy-2 incQl ant(3”)-la, aph(3”)-lb,
aph(6)-1d, dfrA,mdt, sull,
sul2, tetA

Ytterfilé  Irland ESBLa 58 blacrxm-1 incQ1, incFIB, incFIl, aac(3”)-1V,aadA1l,

incll aph(3”’)-lb, aph(6)-1d,

dfrA, mdfA, sull, sul2,
tetA

E. coli

Totalt pavisades E. coli med kvantifieringsniva dver 10 CFU/g i 20 (6,6 procent) av 303 analyserade
prov (tabell 7). Var femte prov fran Irland inneh6ll E. coli vilket var en signifikant hogre andel jamfort
med prover fran Sverige och Nya Zeeland (Chi2-test, P-varde <0,001 och 0,044) (tabell 7). Det var
aven en signifikant hogre forekomst av E. coli i prov fran Sverige jamfort med prov fran Nya Zeeland
(Chi2-test, P-véarde 0,008). Det storsta antalet E. coli som pavisades var 500 CFU/g i en farsk filé fran
Irland. Fyra prov hade antal lika med eller 6ver 100 CFU/g och de kom fran Irland (n=3) och Nya
Zeeland (n=1). Det var ingen signifikant skillnad mellan farskt eller fryst lammkott (Chi2-test, P-vérde
0,623) och inte heller mellan férs eller helt lammkott (Chi2-test, P-vérde 0,147) (tabell 7).
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Tabell 7. Férekomst av E. coli i det analyserade lammkottet. 1 Ovriga lander bestar av Spanien, Island och Chile.

Antal positiva prov/totalt antal prov (procent)

Totalt Farskt Fryst Fars Helt kott
Sverige 8/95 (8,4) 7/92 (7,6) 1/3 (33) 5/47 (11) 3/48 (6,3)
Irland 10/50 (20) 9/46 (20) 1/4 (25) 1/7 (14) 9/43 (21)
Nya Zeeland 2/144 (1,4) 1/102 (1) 1/42 (2,4) 1/5 (20) 1/139(0,7)
Ovriga 0/14 (-) 0/4 (-) 0/10 (-) 0/5 (-) 0/9 (-)
Totalt 20/303 (6,6) 17/244 (7) 3/59 (5,1) 7/64 (11) 13/239 (5,4)

1 Qvriga ldnder utgdr av Spanien, Island och Chile.

Forekomst av flera bakterier i samma prov

| fyra prov gjordes fynd av bade termotoleranta campylobacter och STEC. 1 11 av de 20 prov som
inneholl E. coli pavisades daven STEC, vilket ar en signifikant korrelation mellan forekomst av E. coli
och forekomst av STEC (p<0,041, Fisher’s exact test). | ett av proven med fynd av ESBL-bildande
E. coli kunde aven termotoleranta campylobacter pavisas och i det andra provet med fynd av ESBL-
bildande E. coli kunde dven STEC pavisas.
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Diskussion

STEC

Forekomsten av STEC i lammkétt var sju ganger hogre dn vad som redovisades for 2017 inom EU, 35
mot 5,3 procent (EFSA, 2018a). Totalt rapporterade fem medlemslénder in 513 prov. Resultaten &r
dock inte direkt jamforbara eftersom olika analysmetodik troligtvis har anvants samt att forekomsten
inkluderar bade far- och getkott i EFSAs zoonosrapportering. | foreliggande kartlaggning isolerades
STEC med immunoblot (isolering av STEC som utrycker toxinet/toxiner) och det &r en bidragande
orsak till den héga isoleringsfrekvensen (74 procent) av STEC fran stx-positiva anrikningsbuljonger. |
en liknande studie av lammkott i Australien erh6lls en snarlik forekomst av STEC (40 procent) som i
denna kartlaggning (Barlow et al., 2006).

Inga svenska studier av forekomst av STEC i lammkaétt finns rapporterade. Daremot visar en studie pa
track fran far provtagna vid slakterier (2007-2008) att 1,8 procent av djuren var positiva for STEC
0157 (Socialstyrelsen, 2014). | féreliggande kartlaggning hittades STEC O157 enbart i ett av de
analyserade proven, vilket kom fran Irland. Aven andra studier har fatt liknande resultat, en
kartlaggning i Storbritannien hittade STEC 0157 i knappt en procent av lammkéttsproven. (Chapman
et al., 2001). | annan en studie fran Irland isolerades STEC 0157 i knappt tre procent av slaktkroppar
av lamm samt i ett av 14 prov av lammféars (Prendergast et al., 2011). Férekomsten av STEC skiljde
sig aven beroende pa vilket ursprung kottet hade, hdgst forekomst var det pa lammkatt fran Irland (64
procent), medan férekomsten i svenskt och nya zeelandskt lammkaott var 43 respektive 19 procent. | en
studie fran Nya Zeeland var férekomsten liknande (17,1 procent) av STEC i inhemskt lammkott
(Brooks et al., 2001).

Enligt flera studier &r stx2-genen starkare kopplad till allvarlig sjukdom hos ménniska och framfor allt
tillsammans med genen eae (Socialstyrelsen, 2014; EFSA, 2013; FAO and WHO, 2018). Fran tre prov
isolerades isolat med bade stx2- och eae-genen. Under 2018 publicerades en rapport av FAO och
WHO dér isolat med subtypen av stx2a tillsammans med genen eae eller aggR anses vara de STEC
typer som oftast orsakar allvarlig sjukdom hos manniska (FAO and WHO, 2018). Aven tidigare
studier har rapporterat att stx2a har starkare koppling till allvarlig sjukdom hos manniska (Byrne et al.
2018; Dallman et al. 2015; Persson et al. 2007). | kartlaggningen var forekomsten av genen for stx2a i
kombination med eae mycket lag, i enbart ett prov hittades den kombinationen hos de isolerade
bakterierna. Aven andra STEC har mojlighet att orsaka allvarlig sjukdom men enligt FAO och WHOs
riskklassningsmodell tillnorde alla utom tre STEC-isolat den lagsta riskklassningsnivan som associeras
till mildare symtom sasom diarré och magkramp hos manniska.

Tidigare baserades riskklassificering av STEC pa serotyp och det finns mer an 400 olika serotyper
som har kopplats samman med sjukdom hos ménniska (Tozzoli and Scheutz, 2014). De vanligast
forekommande serotyperna i kartlaggningen var i fallande ordning O91:H14, O174:H8, 0146:H21,
076:H19 och O128ab/ac:H2. Alla dessa serotyper har kopplats till humanfall (Buvens et al., 2013,
EFSA, 2013; Beutin et al. 2004; FOHM, 2008). Serotyperna 091:H14, 0146:H21 och O128ab/ac:H2
fanns bland de tio vanligaste serotyperna hos personer smittade i Sverige under 2017 (FOHM, 2018).
Omvant sa tillnorde endast ett isolat (0157:H7) fran lammkatt nadgon av de fem vanligaste serotyperna
fran sjuka manniskor: 0157:H7, 026:H11, 0103:H2, 0121:H19 och 0145:H28 (FOHM, 2018). | en
kartlaggning av australiensiskt lammkatt var de vanligaste serogrupperna O91 och 0128 vilket liknar
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resultaten fran denna kartlaggning (Barlow et al., 2006). | en studie fran Tyskland var serotypen
0128:H2 statistiskt mer vanlig pa lammkatt an pa andra kéttslag (kott fran gris, nét, vildsvin,
kronhjort och hare). Aven serotyperna 0146:H21 och O76:H19 associerades med STEC fran
lammkott men inte lika starkt som 0128:H2 (Martin et al., 2011). | samma studie pavisades en
koppling mellan forekomst av stx1c tillsammans med stx2b med livsmedelsprodukter fran far (kott,
opastoriserad mjolk och ost). Aven i foreliggande kartlaggning var narvaron av stx1 tillsammans med
stx2b (36 procent) den vanligaste kombinationen i de hittade STEC-isolaten.

Forekomsten av STEC i svenskt helt lammkdtt (43 procent) var hgre én i en tidigare studie av
svenskt helt notkott dar sex procent av proven var positiva for STEC (Flink, 2016). Kombinationen av
gener som ar kopplade till kad risk for allvarlig sjukdom (stx2 och eae) pavisades varken bland
isolaten fran svenskt helt lammkaétt eller i den tidigare studien av helt svenskt notkétt. Andelen STEC i
utlandskt lammkott var drygt dubbelt s hdg som i utlandskt nétkott (32 respektive 13 procent) och
andelen STEC i lammkott fran Irland var drygt 20 ganger hogre jamfort med notkott fran Irland (64
respektive 3 procent) (Egervarn och Flink, 2014). I utlandskt nétkdtt var forekomsten av STEC-isolat
innehallande generna stx2 och eae lag (sex av 177 prov) vilken aven var lag i utlandskt lammkott (tre
av 303 prov). Av de totalt 28 olika serotyper som pavisades i lammkott var det enbart fyra som dven
pavisades nétkott; 0157:H7, 091:H14, 0113:H21 och 0O8:H19.

Isoleringsfrekvensen av STEC fran de positiva anrikningsbuljongerna var hég (74 procent) jamfort
med andra studier dar en isoleringsfrekvens pa 9-12,5 procent rapporterats (Giacometti et al., 2013;
Giacometti et al., 2012; Marozzi et al., 2016; Vernozy-Rozand et al., 2005). Men jamfort med studien
fran Australien som anvénde en hybridiseringsteknik for att isolera STEC var isoleringsfrekvensen
liknande den som vi erhéll i denna kartldggning (ca 60 procent) (Barlow et al., 2006).

Termotoleranta campylobacter

| denna kartlaggning isolerades termotoleranta campylobacter fran tva procent av de analyserade
proven, varav storsta delen av fynden var Campylobacter coli (fem av sex prov). Alla fynd av
termotoleranta campylobacter gjordes i lammkaétt som importerats fran andra lander, varav huvuddelen
av fynden gjordes i produkter fran Irland (fem av sex prov). | jamforelse med kartlaggningar av
lammkott utforda i andra lander sa ar de erhallna resultaten generellt lagre. Forekomsten var fem
ganger hogre (12 procent) i en undersokning utford pa Irland dér de flesta fynden karaktariserades till
C. jejuni (Whyte et al, 2004) och tre ganger hogre forekomst (7 procent) i kartlaggningar fran
Storbritannien och Nya Zeeland (Little et al., 2008; Wong et al., 2007b). En betydligt hégre andel
campylobacter-positiva prov (43 procent) rapporterades fran en kartlaggning av slaktkroppar av far i
Grekland (Lazou et al, 2014). Aven i den kartlaggningen var C. coli vanligare dn C. jejuni.

Den laga férekomsten av campylobacter &r i paritet med tidigare undersokningar av not- och griskott
samt slaktkroppar av notkreatur och gris (West60 & Lindberg 2002; Lindblad, 2006; Lindblad, 2008).
Forekomsten av termotoleranta campylobacter ar mycket hogre i fagelkétt, framfor allt i farskt
kycklingkdtt, som dr den vanligaste smittk&llan till att drabbas av campylobacterinfektion (EFSA,
2011; Dryselius och Jernberg, 2018). Att campylobacter &r vanligare och forekommer i hogre halter i
farskt kycklingkdtt beror pa att bakterien ar kanslig for frysning och uttorkning (EFSA, 2011). | denna
kartlaggning hittades termotoleranta campylobacter enbart i farskt lammkott.

Typning med helgenomsekvensering av de isolat som hittades i kartlaggningen visade att de tillhdrde
5 olika sekvenstyper (ST). Dessa ST hittas vanligtvis inte hos sjuka manniskor (Dryselius och
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Jernberg, 2018) och med mer detaljerad genetisk karaktérisering (SNP-analys) med de humanisolat
som Folkhalsomyndigheten har samlat in under aren fanns inga isolat fran lammkatt och méanniskor
som var genetiskt lika. En mer detaljerad genetisk karaktéarisering mellan de isolat som hittats i
lammkaott visade att tva C. coli isolat som kom fran samma anlaggning var ganska lika varandra (64
SNPs + 22 rekombinationsevent) och skulle darfor kunna ha samma hérkomst.

Salmonella

En lag forekomst av salmonella i lammkott var forvantad med tanke pa att denna bakterie under lang
tid 6vervakats och bekampats i produktion av foder, djur och livsmedel i Sverige. Det innebadr att i
stort sett allt inhemskt producerat rétt och vitt kétt samt dgg ar fritt fran Salmonella (Lindblad, 2006;
Lindblad, 2008; Livsmedelsverket, 2004). Dock hade det inte varit helt ovantat att hitta en speciell typ
av Salmonella, Salmonella enterica subsp Diarizonae 61:(k):1,5, (7) eftersom den genomsnittliga
forekomsten av S. Diarizonae 61:(k):1,5, (7) hos farbesattningar i Sverige ar 17 procent. Denna
speciella salmonellatyp aterfinns nastan enbart pa far men trots detta &r det mycket ovanligt att den
orsakar sjukdom hos ménniskor (SVA, 2012). | en kartlaggning av Salmonella i lammkott i Nya
Zeeland var forekomsten av salmonella ocksa lag (1,3 procent) (Wong et al. 2007a).

ESBL-bildande E. coli

Inga ESBL-bildande E. coli pavisades pa svenskt lammkétt och forekomsten av ESBL-bildande

E. coli i alla analyserade prov var lag (mindre &n 1 procent). Detta aterspeglar méjligen den generellt
lagre anvandningen av antibiotika till far i forhallande till andra livsmedelsproducerande djur (Davies
et al. 2017; Santman-Berends et al. 2014).

ESBL-bildande E. coli ar ovanliga pa svenskproducerat kott fran gris och nét (SWEDRES/SVARM,
2017). Déaremot innehdll 44 procent av proven fran svenskt kycklingkott ESBL-bildande E. coli i en
tidigare studie (SWEDRES/SVARM, 2016). ESBL-hildande E. coli har hittats i prov fran europeiskt
kott av not och gris, men i mycket lagre omfattning an pa kycklingkétt (EFSA, 2018b). Enligt en
exponeringsuppskattning som Evers et al. (2017) har utfort av ESBL-bildande E. coli fran olika
kottslag har lammkatt valdigt 1ag sannolikhet (0 procent) att exponera den nederldndska populationen
med ESBL-bildande E. coli medan nétkott hade den absolut hogsta sannolikheten (78 procent), foljt av
kycklingkétt (18 procent), griskott (4,5 procent) och kalvkétt (0,1 procent) (Evers et al. 2017).
Exponeringsmodellen beddmde att konsumtionen av notkott, som i Nederlanderna ofta kan vara
otillagat, ledde till en hdgre exponering fér ESBL-bildande E. coli an kycklingkdtt, &ven om
forekomsten av ESBL-bildande E. coli pa kycklingkott var mycket hogre &n pa notkott.

Tva fynd gjordes pa lammkott av irlandskt ursprung, varav ett av de tva ESBL-isolaten var av
fenotypen ESBLa och det andra ESBLw. Férekomsten ligger nagot lagre &n i tva andra studier av
lammkatt dar ESBL-bildande E. coli hittade i 5-7 procent av proven (Lavilla et al., 2008; Ye et al.,
2018). Dock bor tillaggas att det var ganska fa prov analyserade i dessa studier (14-20 prov) vilket gor
det svart att jamfora resultaten. | en annan studie av Ben Slama et al. (2010) hittades ett isolat av
fenotypen ESBLa och ett av fenotypen ESBLu, men dven har var antalet analyserade prov fa (14 st).
Vissa genotyper, sérskilt av CTX-M-typ, som har pavisats hos manniskor, djur och livsmedel hittas
mer frekvent i vissa geografiska omraden (Smet et al. 2010). De vanligast rapporterade genvarianterna
i E. coli fran olika livsmedel pa den svenska marknaden, cmy-2 och ctx-m-1, hittades ocksa i denna
kartlaggning (Egervarn et al., 2011; Egervarn et al. 2014).

LIVSMEDELSVERKETS RAPPORTSERIE —L 2019 NR 04 27



Inga ESLBcarea-bildande E. coli hittades i prov fran lammkatt och bakterierna ar fortfarande ovanliga
hos djur och i livsmedel inom och utanfér EU (Egervarn och Ottosson, 2016). Dock hittades 14
misstankta ESBLcarsa-bildande E. coli i prov fran bade kyckling och kycklingkétt i tva
medlemslander i EU under 2016 (EFSA, 2018b).

E. coli

Forekomsten av E. coli i lammkétt var 6,6 procent med lagst forekomst av E. coli i prov fran Nya
Zeeland (1,4 procent) jamfort med bade prov fran Sverige (8,8 procent) och prov fran Irland (20
procent). Detta stammer dverens med en liknande studie av australiensiskt benldst fryst lammkott dar
E. coli hittades i 8,2 procent av proven (Phillips et al., 2006). Den studien anvéande E. coli Petrifilm
(3M) for att kvantifiera E. coli, precis som analysmetoden i denna kartlaggning detekterar bakteriens
formaga att producera p-D-glukoronidas. De sag inte ndgon korrelation mellan halter av E. coli och
narvaro av E. coli O157. Kartlaggningen av Chapman et al. 2001 anvande en membranbaserad
odlingsmetodik for att haltbestamma E. coli. Metoden &r baserad pa bakteriens formaga att fermentera
glutaminsyra vilket &r en annan metodik an vad som anvandes i denna studie (Chromocult® Coliform
ES-agar). Chromocult® Coliform ES-agar detekterar E. coli som producerar 3-D-galaktosidas och B-
D-glukoronidas vilket ar egenskaper som anvands for att skilja E. coli fran andra koliforma bakterier.
Det finns dock undantag, da 3-4 procent av E. coli inte producerar B-D-glukuronidas och kunde darfor
inte urskiljas med denna analysmetod. Eftersom STEC 0157 och vissa andra STEC-stammar inte
producerar B-D-glukoronidas sa har de inte detekterats som E. coli i var kartlaggning. En svag
signifikant korrelation mellan férekomst av E. coli och forekomst av STEC hittades vilket innebér att
om ett prov var positivt for E. coli sa var sannolikheten storre att provet dven skulle vara positivt for
STEC &n om inga E. coli pavisades i provet. Dock var 90 procent av proven med forekomst av STEC
negativa for E. coli, vilket kan bero pa att olika analysmetoder anvands.
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Slutsats

Resultaten visar att forekomsten av salmonella, termotoleranta campylobacter, ESBL-bildande E. coli
lammkott fran livsmedelsbutiker var Iag. Férekomsten av STEC-bakterien var hégre och kunde
isoleras fran var tredje prov av lammkott. Av de tre vanligaste ursprungslanderna sa var STEC
vanligast i lammkott fran Irland, foljt av Sverige och Nya Zeeland. Karaktéarisering av STEC med
helgenomsekvensering och klassning enligt FAO och WHOs riskklassificeringsmodell visade att de
flesta av isolaten tillh6rde den lagsta av fem riskklasser. Serotypning visade att fa isolat var bland de
fem vanligaste serotyperna som férekommer hos svenska patienter. Dock tillhérde manga isolat de 6
till 10 vanligaste serotyperna som férekommer hos svenska patienter. Sammanfattningsvis tyder
resultaten pa att lammkott inte dr en betydande kélla for STEC-smitta som kan ge allvarlig sjukdom,
men att lammkott kan utgéra en kalla for STEC som foretradesvis ger symtom som diarré och
magkramp.
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Bilaga 1

Tabell 8. Antal prov med svenskt ursprung och férekomst av STEC i lammkott per anlaggning.

Ursprung Anlaggning

Antal prov Antal prov positiva for STEC

Sverige  SE53 9 7
Sverige  SE78 30 13
Sverige  SE347 1 -
Sverige  SE366 1 1
Sverige  SE504 16 6
Sverige  SE507 5 4
Sverige  SE580 13 2
Sverige  SE689 7 3
Sverige  Styckat i butik 2 -
Sverige  SE53/SE78 1 -
Sverige  SE53/SE507 1 1
Sverige  SE78/SE504 5 2
Sverige  SE51 2 1
Sverige  SE53/SE580 1 -
Sverige  Styckat i butik/SE51 1 1
Sverige Totalt 95 41

Tabell 9. Antal prov med irlandskt ursprung och forekomst av STEC i lammkott per anldggning.

Ursprung Anlaggning

Antal prov Antal prov positiva fér STEC

Irland IE313 4 2
Irland IE313/SE507 20 16
Irland IE364/SE507 7 2
Irland IR367 1 -
Irland SE257 2 1
Irland SE507 6 4
Irland SE567 6 3
Irland Butiksstyckad 1 1
Irland Okéant 3 3
Irland Totalt 50 32
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Tabell 10. Antal prov med nya zeeldndskt ursprung och forekomst av STEC i lammkétt per anlaggning.

Ursprung Anlaggning Antal prov Antal prov positiva for STEC
Nya Zeeland ME51 2 -
Nya Zeeland ME78 2 -
Nya Zeeland ME128 31 2
Nya Zeeland ME130 13 3
Nya Zeeland ME130/SE689 1 -
Nya Zeeland ME132 1 -
Nya Zeeland ME188 2 1
Nya Zeeland ME39 6 -
Nya Zeeland ME42 2 -
Nya Zeeland ME47 1 -
Nya Zeeland ME56 5 1
Nya Zeeland ME77/BE KF 226 2 2
Nya Zeeland ME78 13 2
Nya Zeeland MES86 9 3
Nya Zeeland SE257 15 5
Nya Zeeland SE258 1 1
Nya Zeeland SE264 2 -
Nya Zeeland SE5101 10 -
Nya Zeeland SE5102 1 -
Nya Zeeland SE567 3 -
Nya Zeeland SE609 1 -
Nya Zeeland SE689 15 4
Nya Zeeland SPM135 3 3
Nya Zeeland SPM51 1 -
Nya Zeeland Okant 2

Nya Zeeland Totalt 144 27

Tabell 11. Antal prov med ursprung fran évriga lander och forekomst av STEC i lammkott per anlaggning.

Ursprung Anlaggning Antal prov Antal prov positiva fér STEC
Chile CL12-01 2 2
CL12-05 1 -
Okant 2 1
Island ISA032 3 1
Okant 1 1
Spanien SE567 5 2
Ovriga linder Totalt 14 7
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