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Sammendrag

Escherichia coli finnes i tarmen hos mennesker og varmblodige dyr. De fleste er ufarlige, men
noen grupper av E. coli kan gi sykdom hos mennesker. Shigatoksin-produserende E. coli (STEC)
er en av gruppene av sykdomsframkallende E. coli. Dravtyggere, og saerlig storfe, regnes som
det viktigste reservoaret for STEC. Mennesker kan bli syke av a spise mat som er forurenset
med STEC. Det har vaert utbrudd av sykdom knyttet til mel og ferdiglaget ra kakedeig.
Mattilsynet initierte derfor en undersgkelse av STEC i hvetemel med innsamling av
prgvematerialet i 2021 og pafelgende analyser i 2022.

Det ble samlet inn og analysert 151 prgver av ulike typer hvetemel. Oppformerte prgver ble
undersgkt for utvalgte genetiske markarer. Det ble forsgkt a isolere STEC fra prgver som var
positive for stx; og/eller stx;. Isolater som ble identifisert som STEC ble karakterisert videre
med helgenomsekvensering.

Det ble isolert STEC fra tre av til sammen 151 praver. Disse ble identifisert som STEC
0187:H28 (stxzg), 0155:H21 (stxz,) og O154:H31 (stx14), 0g ingen av isolatene inneholdt eae-
genet. Resultatene fra denne undersgkelsen tyder pa at forekomsten av STEC i hvetemel er
lav. Selv om STEC kan forekomme, ble det i denne studien ikke isolert STEC som inneholdt
virulensfaktorer assosiert med mest alvorlig sykdom eller STEC av serogruppene som er
vanligst rapportert i forbindelse med sykdom. Det ma bemerkes at det er analysert et relativt
lite antall prever. Siden denne typen produkter ikke er undersgkt tidligere i Norge, gir
kartleggingen kunnskap til nytte for naering, myndigheter og kunnskapsinstitusjoner.

Summary

Escherichia coli is present in the gastrointestinal tract of humans and warm-blooded animals,
and are usually harmless. However, some groups of E. coli may cause infections in humans.
Shiga toxin-producing E. coli is one of the groups of pathogenic E. coli. Ruminants, in
particular cattle, are assumed to be the main reservoir of STEC. Humans can be infected by
ingestion of food contaminated with STEC. Outbreaks associated with flour and raw cookie
dough have been reported. The Norwegian Food Safety Authority commissioned a survey of
STEC in wheat flour. The samples were collected in 2021 with subsequent analysis in 2022.

A total of 151 samples of wheat flour were collected and analysed. Enriched samples were
examined for the presence of selected genetic markers. Attempts of isolation of STEC were
carried out from samples that were positive for stx; and/or stx;. Isolates identified as STEC
were further characterized using whole genome sequencing.

STEC was isolated from three of the 151 samples. These were identified as STEC 0187:H28

(Stxzg), O155:H21 (stxz¢) and O154:H31 (stxsgs) and none of the isolates harboured the eae
gene. The results from the present study indicates that the occurrence of STEC in wheat flour
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on the Norwegian market is low. Although STEC was isolated, neither of the STECs harboured
virulence genes associated with serious infection nor belonged to the serogroups most often
associated with disease. It must be taken into account that a low number of samples were
analysed. Since this product has not been analysed in Norway previously, the present survey
provides knowledge for the industry, authorities and knowledge institutions.

Bakgrunn

Escherichia coli finnes i tarmen hos mennesker og varmblodige dyr og er som oftest ufarlige.
Imidlertid finnes det noen grupper av E. coli som kan gi sykdom hos mennesker. Shigatoksin-
produserende E. coli (STEC) er en av gruppene av sykdomsframkallende E. coli. STEC kan
forarsake tarminfeksjon hos mennesker som kan variere fra ukomplisert diaré til mer alvorlig
sykdom, saerlig hos barn. Alvorlig sykdom kan vaere i form av blodig diaré med risiko for
pafglgende nyresvikt (hemolytisk uremisk syndrom; HUS) og eventuelt ded [1, 2].

Fram til og med 2019 ble det rapportert en gkning av antallet tilfeller av STEC hos mennesker
i Norge, med 511 tilfeller i 2019. |1 2020 ble det observert en nedgang til 331 tilfeller, mens
det i 2021 ble rapportert 438 tilfeller [3]. Sammenliknet med antallet tilfeller rapportert for
covid-19 pandemien er det faerre tilfeller, men pandemien gjar det vanskelig a tolke trender
[3]. De vanligst meldte serogruppene er 026, 0103 og 0157 som utgjer til sammen ca. 20 % av
tilfellene, mens «Andre» serogrupper utgjer den sterste gruppen [3].

Shigatoksin-gener (stx) er den viktigste virulensfaktoren hos STEC. Shigatoksinene (Stx) deles
inn i to hovedgrupper; Stx1 og Stx 2, som videre er inndelt i subtyper. Selv om alle STEC
regnes som patogene, er det noen subtyper som er mer assosiert med alvorlig sykdom hos
mennesker enn andre [1, 2]. Blant annet er tilstedevaerelse av genet stx;, oftere assosiert med
HUS enn andre subtyper [2]. STEC kan inneholde flere virulensfaktorer, og gener som koder for
tilhefting til epitelceller i tarmen, f.eks. eae, er viktig.

Dravtyggere, og spesielt storfe, regnes som det viktigste reservoaret for STEC. Mennesker kan
bli syke av a spise mat som er forurenset med STEC. Det er generelt lite litteratur om hvordan
mel kontamineres, men det er rimelig a anta at mel kan forurenses gjennom hele prosessen
[4]. Ville dyr og fugler har vaert nevnt som mulig smittekilde for korn pa akeren [5, 6]. Det er
ogsa lite kunnskap om mikrobiologisk kvalitet av mel. Resultater fra en studie fra Australia fra
2003 [7] indikerte at indikator E. coli kun sporadisk var tilstede i sluttprodukter etter
melproduksjon. | en undersgkelse av ra hvete fra USA ble det isolert eae-positive STEC fra
0,44 % av prevene [8]. Ingen videre karakterisering av isolatene ble rapportert med unntak av
at det ikke var STEC 0157 [8]. Undersgkelser for STEC i mel har vist varierende forekomst i
prgvene og stor variasjon i hvilke STEC som pavises. | en studie fra Canada ble STEC isolert fra
1,7 % av de undersgkte prgvene [9], mens det i studier fra Sveits og Tyskland har blitt isolert
STEC fra rundt 10 % til 19 % av pravene [4, 5, 10]. | de senere arene har det vaert utbrudd
knyttet til mel og ferdiglaget ra kakedeig bade i USA og Canada. Disse utbruddene har vart
forarsaket av STEC 0157:H7 [11, 12], 026 [13], O121 [14, 15], og under ett utbrudd ble det
pavist bade STEC 0121 og 026 [16]. Med bakgrunn i dette bestilte Mattilsynet i 2020 en
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kartlegging av patogene E. coli i hvetemel. Innsamling av pravematerialet skulle forega i 2021
med pafglgende analyser i 2022.

Materiale og metoder

Utvalg og preveinnsendelse

Alle praver ble tatt ut hos detaljist av Mattilsynet i 2021 i henhold til en uttaksplan basert pa
kriterier som sikret tilfeldig utvalg av prever gjennom et helt ar [17]. Pravene skulle besta av
mel av hvete. Prgvene ble oppbevart tert i romtemperatur fram til analysestart, og analyse av
prgvene ble startet innenfor holdbarhetsdato.

Bakteriologiske undersgkelser

Undersgkelse for genetiske markerer i oppformert materiale

Prgvene ble analysert med en modifisert versjon av ISO TS 13136:2012 [18] og delvis som
beskrevet av Gill et al. [6]. Fra hver pakke/prgve ble 100 g hvetemel blandet med 300 ml
temperert bufret peptonvann (BPV-ISO, OXOID, ThermoFisher Scientific). Prgvene ble blandet
godt og inkubert ved 37 °C i 18-24 timer. Etter inkubering ble innholdet i posene blandet godt,
og fra hver pose ble det overfgrt 40 ml materiale til et 50 ml sentrifugerer. Rarene ble
sentrifugert i 5 min ved 500 x g (Multifuge X Pro Series Centrifuge, Thermoscientific). Det ble
tatt ut 1 ml fra supernatanten til DNA ekstraksjon. | tillegg ble det frosset ned to rer med
oppformeringsbuljong og 85 % glyserol (3,3 ml buljong og 1,7 ml glyserol) ved -80 °C for videre
isolering av bakterier. Figur 1 viser analyseflyt for pravene.

DNA ble ekstrahert ved bruk av DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen) i henhold til
produsentens anvisninger. Prgvene ble analysert for tilstedeveerelse av stx;, stx; og eae som

beskrevet i ISO TS 13136:2012 [18]. Primere og prober som benyttet i kartleggingen er angitt i
Tabell 1.

Tabell 1: Oversikt over primere og prober benyttet i kartleggingen

Genetisk

marker Primere/Prober Sekvens (5’ - 3’) Referanser

stx - F TTT GTY ACT GTS ACA GCW GAA GCY TTA CG

stx stx - R CCC CAG TTC ARW GTR AGR TCM ACR TC [18, 19]

stx,  stxi-P FAM-CTG GAT GAT CTC AGT GGG CGT TCT TAT GTA A-BHQ1 !
stx; -P HEX-TCG TCA GGC ACT GTC TGA AAC TGC TCC-BHQ1
eae - F CAT TGA TCA GGA TTT TTC TGG TGA A

eae eae - R CTC ATG CGG AAATAG CCGTTA  [18, 20]
eae - P FAM-ATA GTC TCG CCA GTA TTC GCC ACC AAT ACC-TAMRA

Isolering av bakterier
Pa bakgrunn av resultatene fra de innledende analysene for genetiske markearer, ble prgver
positive for stx; og/eller stx; med Cq-verdi <35 tatt videre for isolering av STEC.
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Det ble tatt opp ett rgr med frossen oppformeringsbuljong (supernatant etter sentrifugering,
frosset ved -80 °C) per prgve som skulle undersgkes videre. Rgrene ble tint raskt i vannbad
ved 50 °C til all is var borte (ca. 2 min) [21]. Deretter stod rerene ca. 1 time i romtemperatur
for 1 ml tint materiale ble overfert til 9 ml fersk BPV-ISO og inkubert ved 37 °C i 2-3 timer.
Prgvene ble fortynnet og deretter ble det sadd ut fra tre fortynninger fra hver pragve pa TBX
og SMAC (begge OXOID, ThermoFisher Scientific), til sammen seks skaler per prave.

Etter inkubering (37 °C i 18-24 timer) ble skalene undersgkt for typiske og mistenkelige
kolonier. Til sammen 50 kolonier ble plukket og punktinokulert pa blodagar, og 10 og 10
kolonier ble slatt sammen i pooler. Disse poolene ble testet for stx gener. Kolonier fra stx
positive pooler ble deretter testet enkeltvis for de samme genene.

Et utvalg av kolonier som var positive for de ulike genene det ble testet for, ble rendyrket og
tatt vare pa for videre identifisering og karakterisering. Isolatene som ble tatt vare pa ble
verifisert som E. coli ved bruk av Matrix Assisted Laser Desorption/lonisation - Time of Flight
Mass Spectronomy (MALDI-TOF MS, Bruker Daltonics GmbH).

100 g mel +

300 ml BPV-ISO - L
Tining og resuskitering av
l frossen
oppformeringsbuljong
Bland og inkuber
ved 37°Ci18-24t l
l Fortynning av prave og
utsaed pa selektive skaler

40 ml 8 '

oppformeringsbuljong - \ °

sentrifugeres ved E \"Q:

500 xgi5min S ) | - )
Etter sentrifugering ‘¢ i1 —= o
1ml oppformerings ] I
buljong til DNA Y -
ekstraksjon Y|

Etter sentrifugering,
l porsjoner av i stx positive
oppformeringsbuljong = = < kolonier, STEG
Real time PCR for % ogglyserol (ca.25% | [ | | \ ‘ - t vider
stx, stx; 0g eae - vol/vol) lagres ved \ = Eaa:e;?(te::sgrfng ved
g &oc LA A
s \
T
l Real time PCR for
stx pé pooler av 10
og 10 kolonier
Forsok pa isolering ) . .
fra pr@ver positive | Hvis positiv for stxi
for stx pooler, test

enkeltkolonier for stx

Figur 1: Oversikt over analyseflyt i kartleggingen av patogene E. coli i hvetemel. Figuren er laget i
BioRender.com.
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Helgenomsekvensering og bioinformatisk analyse

E. coli isolater positive for stx; og/eller stx; ble karakterisert ved helgenomsekvensering
(WGS). DNA fra renkultur av hvert isolat ble ekstrahert med QlAamp DNA Mini kit (Qiagen).
Kvaliteten pa det ekstraherte DNA ble sjekket, etterfulgt av bibliotekspreparering med
Nextera DNA Flex (Illumina). Sekvensering ble deretter utfert pa et Illumina MiSeq instrument
(Illumina) som resulterte i 300 bp paired-end reads som radata.

WGS-data ble analysert i Veterinaerinstituttets in-house plattform, VIGAS-P, med
kvalitetskontroll av radata, assembly (sammensetting av sekvensene), og Multi-Locus-
Sequence Typing av syv gener (7-gene MLST). VIGAS-P er en Galaxy-plattform basert pa IRIDA-
plattformen fra Canada. WGS-dataene ble i tillegg analysert for serotype og tilstedevaerelse av
virulensgener ved hjelp av de web-baserte versjonene av SerotypeFinder 2.0 og
VirulenceFinder 2.0 (https://www.genomicepidemiology.org/services/, brukt 18.10.2022).

Resultater og vurderinger

| perioden 22. januar til 20. desember 2021 ble det samlet inn og undersgkt 151 prgver av mel
fra detaljist. For en mer detaljert oversikt over hvilke meltyper som er analysert, se tabell 2.

Tabell 2: Oversikt over hvilke meltyper som er analysert

Typer mel Antall prever undersekt

Siktet eller finmalt hvetemel 78
Sammalt hvetemel 41
Hvetemel m/fullkorn eller hele korn 6
Hvetemel* 27
Til sammen 151

* Av disse var det 19 prever hvor det kun var oppgitt <hvetemel», mens de resterende atte prgvene var ulike typer spesialmel
som f.eks. pizzamel og tortillamel

Undersokelse for genetiske markarer

Tabell 3 viser oversikt over tilstedevaerelse av de genetiske markgrene stx; og stx; med Cq <35
(resultater for stx; og stx; med Cq >35, og eae er ikke vist). Resultatene benyttes som en
indikator pa om det kan vaere bakterier til stede i prevematerialet som inneholder de ulike
markarene. Som tabell 3 viser, ble de genetiske markgrene pavist i 15 av de 151 (10 %)
analyserte prgvene. Ingen av prgvene var positive for bade stx; og stx,. Paviste stx gener kan
ha ulike arsaker, som tilstedevaerelse av STEC, frie bakteriofager eller rester av genetisk
materiale (for eksempel dede bakterier). Siden PCR paviser genetisk materiale generelt i
prgvene og ikke ngdvendigvis i bakteriene, er det ngdvendig a undersgke om de genetiske
markarene er tilstede i levende E. coli for a kunne si noe om forekomst av potensielt
sykdomsframkallende E. coli.
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Tabell 3: Resultater av screening for stx1 og stx2 fra prever av hvetemel i 2021

Antall prover

Genetisk marker Antall positive prever % positive prover

undersgkt
stxy 151 5 3,3
stx; 151 10 6,6
Til sammen 15 10

Forekomst og vurdering

De 15 prevene som var positive for stx-gener med Cq-verdi <35 ble tatt videre for isolering av
STEC. Det ble isolert STEC fra tre prover (2 % av alle pravene), to av sammalt hvete og en av
hvetemel. Fra de tre positive prgvene ble to isolater fra hver praove karakterisert ved WGS.
Basert pa WGS ble STEC isolatene identifisert som hhv. STEC 0187:H28 (stxz,) sekvenstype (ST)
200, STEC O155:H21 (stxze) ST 949 og STEC 0154:H31 (stxiq) ST 1892 (tabell 4). Isolatene som
kom fra samme prove hadde lik serotype, ST- og stx-subtype. Ingen av isolatene hadde stx-
subtyper som er assosiert med alvorlig sykdom. Subtype stx;qer ofte funnet i eae-negative
STEC isolater og er ikke ofte assosiert med alvorlig sykdom, mens stxz, sjelden er assosiert
med sykdom hos mennesker og ei heller med alvorlig sykdom [2]. Ingen av isolatene hadde
genet som koder for tilheftningsfaktoren intimin (eae). Tre av isolatene, hvorav to fra samme
prave hadde sta1, varmestabilt enterotoksin, som er en virulensmarkar hos enterotoksiske E.
coli (ETEC).

Tabell 4: Resultater fra karakterisering av STEC isolert fra hvetemel

Sekvenstype Andre

Isolatnummer Provemateriale  Serotype (ST) stx-subtype virulensgener

Sammalt hvete,

2021-22-32-k2 . 0154:H31 1892 stX1q

finmalt
2021-22-32-kz9  cammalthvete, 15,4130 4892 stxig

finmalt
2021-22-167-k1 Hvetemel 0155:H21 949 StXxag
2021-22-167-k37 Hvetemel 0O155:H21 949 StXog ehxA, stat
2021-22-888-k9 Sammalt hvete 0187:H28 200 StXxag ehxA, stat
2021-22-888-k20 Sammalt hvete 0187:H28 200 StXog ehxA, stat

Det rapporteres arlig om et fatall sykdomstilfeller knyttet til STEC 0154, 0155 og 0187 fra EU
og Norge til European Centre for Disease Control and Prevention (ECDC), og det er ikke
rapportert alvorlig sykdom, som HUS eller dgdsfall, assosiert med disse serogruppene til ECDC
[22].

I denne kartleggingen ble STEC isolert fra tre av 151 pragver (2 % av prgvene). Tidligere studier
av mel har vist varierende forekomst av STEC i prgver av mel; fra 19 % i en studie fra
Tyskland, til rundt 10 % i to studier fra Sveits og 1,7 % i en studie fra Canada [4, 5, 9, 10], men
det er vanskelig a sammenlikne studiene direkte siden det er brukt ulike tilnaerminger, f.eks.
hvilke meltyper og hvor mye pravemateriale som har blitt undersgkt. | den foreliggende
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studien er det analysert hvetemel, inkludert to praver av speltmel, samt at det er undersgkt
100 g prove. | studien fra Canada ble det analysert hvetemel og 125 g prave [9], mens det i de
nevnte europeiske studiene er undersgkt flere ulike typer mel, samt at det er undersgkt 25 g,
5x 10 g eller 25 g med en eller flere testporsjoner [4, 5, 10].

Det er ogsa stor variasjon i hvilke serotyper, ST-er og stx-subtyper som isoleres. | den norske
undersgkelsen er det ikke pavist STEC av de klassiske serogruppene som er kjent for a gi
alvorlig sykdom, som 026, 0103, 0145 og 0157, men disse har blitt pavist i andre studier [5,
9, 10, 23]. Projahn et al. [23] karakteriserte STEC isolater fra mel i Tyskland, og fant at de
hyppigst paviste STEC var STEC 0187:H28 og STEC 0154:H31. Begge disse serotypene fant vi
ogsa i denne studien. | den samme studien fra Tyskland var ogsa stxz, 0g stxs subtypene som
oftest ble pavist. STEC 0187:H28, stxzg, ST 200 ble ogsa isolert fra melpraver fra Sveits [5].

Resultatene fra denne studien tyder pa at det er lav forekomst av STEC i hvetemel pa det
norske markedet. Selv om STEC kan forekomme, ble det i denne studien ikke isolert STEC som
inneholdt virulensfaktorer assosiert med mest alvorlig sykdom eller STEC av serogruppene som
er vanligst rapportert i forbindelse med sykdom. Det ma bemerkes at det er analysert et
relativt lite antall prgver. Siden denne typen produkter ikke er undersgkt tidligere i Norge, gir
kartleggingen kunnskap til nytte for naring, myndigheter og kunnskapsinstitusjoner.

Takk

Forfatterne retter en stor takk til Mattilsynets inspektgrer som har tatt ut prgvene, og til
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