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Sammendrag

Shigatoksinproduserende Escherichia coli (STEC), ogsé kalt Verotoksinproduserende E. coli (VTEC)
har tilstedevarelse av gener som koder for Shigatoksin (szx). Noen STEC har i tillegg det intimin-
kodende genet eae, og denne kombinasjonen av virulensgener gjor at de kan forarsake alvorlig
sykdom som hemorrhagisk kolitt og hemolytisk uremisk syndrom (HUS) hos mennesker. Ikke alle
STEC er humanpatogene, men spesielt Shigatoksin med subtype stx,, er ofte assosiert med de mest
alvorlige sykdomstilfellene. STEC har sitt naturlige reservoar i storfetarm, og smitte til mennesker

skjer hovedsakelig ved konsum av fekalt kontaminerte naringsmidler eller kontakt med dyr.

I denne studien skulle forekomsten av patogene STEC, med hovedvekt pé stx,,-genet, undersekes i
norsk storfekjottdeig. P& forhdnd hadde 308 kjattdeigpraver blitt screenet for stx|, stx, og eae, samt de
O-gruppe assosierte genene for 026, 0103, 0145 og O157. I denne masteroppgaven ble 71 stx,-
positive prever inkludert og screenet med PCR for subtype stx,,. Det ble gjort forsek pé & isolere stx;,-
positive E. coli fra PCR-positive prever, som videre ble karakterisert for & undersgke hvilke
virulensgener isolatene berer. Det ble ogsé gjort forsek pa & isolere . coli som var positive for stx- og

eae-gener, og negative for undersgkte O-grupper i screeningen.

Resultatene i denne studien viste at ni av de 71 prevene var positive for stxp,-genet. Ved pafelgende
forsek pé isolering, ble stxy,-positive E. coli isolert fra to av ni prever. Fire stxp,-positive STEC-
isolater fra to ulike kjettdeigpraver ble karakterisert, og resultatene fra O-gruppe typingen viste at
ingen av de vanligste serogruppene assosiert med sykdom hos menneske ble pavist.
Virulenskarakteriseringen viste at de stx,,-positive STEC isolatene ogsa var stxi,-positve og stxc-,
stx14- 0g eae-negative. Resultatene fra helgenomsekvenseringen bekreftet for gvrig at dette var tilfellet
for de to undersgkte isolatene (en fra hver prove), i tillegg til at isolatene hadde gener for ulike
virulensfaktorer. Helgenomsekvensering avslerte ogsa at isolatene var av serotype O22:H8 og

0153/0178:H19.

Resultatene fra denne studien indikerer at forekomsten av stx,,-positive E. coli i norsk kjettdeig er lav.
Det finnes ikke, sa vidt vi vet, lignende studier pa forekomsten av stx, 1 kjottdeig eller neringsmidler
generelt, slik at sammenlignbare data ikke er tilgjengelig. STEC-isolatene var stx,, og stxi, positive,
noe som antyder at isolatene kan vare humanpatogene. Allikevel ble ingen av de vanligste
serogruppene assosiert med sykdom, og heller ikke det intimin-kodende genet eae pavist. Isolatene
hadde derimot gener for andre potensielle virulensmekanismer. Basert pa isolatenes virulensprofil kan

man ikke utelukke sannsynligheten for at de kan forarsake sykdom hos mennesker.



Summary

Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC), also known as Verotoxin-producing E. coli (VTEC),
harbor genes encoding Shiga toxins (stx). Some STEC also harbor the intimin-coding gene eae, and
this combination of virulence genes is highly associated with severe disease in humans, such as
hemorrhagic colitis and hemolytic uremic syndrome (HUS). Not all STEC are pathogenic to humans,
but especially Shiga toxin subtype stx,, is associated with the most severe cases of human infection.
STEC has its main reservoir in cattle, and fecal contamination of food products and contact with

animals are the main vehicle of transmission.

In this study, the occurrence of pathogenic STEC, with main focus on the stx,,-gene, was examined in
Norwegian minced meat. Previously, 308 minced meat samples were screened for the presence of stxy,
stx, and eae, as well as the O-serogroup associated genes for 026, 0103, O145 and O157. In this
thesis, 71 stx,-positive samples were included and screened by PCR for subtype stx,,. It was attempted
to isolate stxp,-positive E. coli from PCR-positive samples. Further on, stxp,-positive isolates were
characterized to investigate which virulence genes the isolates carry. In addition, E. coli positive for

stx- and eae-genes, and negative for the tested O-groups, were attempted isolated.

The results in this study indicated that nine out of 71 of the minced meat samples were positive for the
Stxp,-gene. stx,-positive STEC were isolated from two out of nine samples. Four stxp,-positive STEC,
from two different minced meat samples, were further characterized, and the typing of O-groups
showed that none of the common serogroups involved in human disease were identified. Moreover,
determination of virulence genes revealed that the stx,,-positive STEC isolates were stx1,-positve and
stxie-, stx1g- and eae-negative. The whole genome sequencing confirmed the presence of virulence
genes for the two examined isolates (one from each samples). In addition, the isolates possessed
several other genes encoding different virulence factors. The whole genome sequencing also estimated

that the isolates had serotypes O22:H8 and O153/0178:H19.

The results from the present study indicate that the occurrence of stx,,-positive E. coli in Norwegian
minced meat is low. To the best of our knowledge, it has not been published similar studies on the
prevalence of stx,, in minced meat or food products, and no comparable data is available. The STEC-
isolates were stx,, and stx;, positive, indicating that they might be pathogenic to humans. Despite this,
none of the most common serogroups associated with human disease, nor the intimin-coding gene eae
were detected. On the other hand, the isolates did possess genes encoding other virulence mechanisms.
Thus, based on the virulence profile, one cannot rule out the possibility that the isolates may cause

infection in humans.
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1. Introduksjon

1.1 Escherichia coli

Escherichia coli (E. coli) tilherer familien Enterobacteriaceae, og er en Gram-negativ, ikke
sporedannende, fakultativ anaerob stavbakterie. I tillegg er bakterien mobil ved hjelp av
flageller. E. coli er en del av normalfloraen til alle varmblodige dyr og mennesker. De fleste
stammene er apatogene, og benyttes hyppig som indikatorbakterie for fekal forurensning.
Noen varianter har imidlertid egenskaper (virulensgener) som gjor at de kan forérsake

sykdom hos mennesker (Tenaillon et al., 2010).

E. coli er en mangfoldig art med stor grad av fenotypisk og genotypisk diversitet. Bakterienes
genom inneholder mellom 4200 og 5500 gener, hvorav under 2000 av disse genene er
konservert hos alle E. coli-stammer og regnes som E. coli sitt kjernegenom («the core

genomey). Den resterende delen av genomet varierer mellom stammer (Scheutz, 2014).

E. coli sitt plastiske genom gjer at den kan vare alt fra en normalt forekommende
tarmbakterie til en alvorlig patogen. Siden apatogene- og patogene E. coli vil kunne vare
tilstede samtidig, er det essensielt 4 kunne differensiere mellom disse. En av flere
typingsmetoder for E. coli serotyping baserer seg pa fenotypiske O- (lipopolysakkarid, LPS),
H- (flagell) og K- (kapsel) antigener. O- og H-antigener definerer serogruppe (kun O-
antigener) og serotype (O- og H-antigener) (Kaper et al., 2004). S& mange som 173 O-
antigener, 56 H-antigener og 80 K-antigener er blitt beskrevet for E. coli-serotyper (Tenaillon
et al., 2010). I dag benyttes ogsa flere molekylerbiologiske typingsmetoder for a

sammenligne og skille E. coli-stammer, for eksempel ved pavisning av ulike virulensgener.

Basert pé fenotypiske egenskaper, kliniske symptomer og spesifikke virulensfaktorer, er
patogene E. coli kategorisert inn 1 patotyper. E. coli patotyper involvert i ekstraintestinale
infeksjoner kalles «Extra intestinal pathogenic E. coli», EXPEC, og omfatter
urinveisinfeksjoner og sepsis/meningitt. Patotyper involvert i intestinale infeksjoner
(intestinale patotyper) er assosiert med diaré og bestar av seks definerte kategorier:
enteropatogene E. coli (EPEC), Shigatoksinproduserende E. coli (STEC) ogsa kalt
Verotoksinproduserende E. coli (inkluderer enterohemorrhagisk E. coli, (EHEC)),

enterotoksinproduserende E. coli (ETEC), enteroinvasive E. coli (EIEC), enteroaggregative E.



coli (EAEC) og diffus adherente E. coli (DAEC) (Croxen & Finlay, 2009; Kaper et al., 2004;
Scheutz, 2014). Patotypen det er fokusert pa i denne masteroppgaven er STEC.

1.2 Shigatoksinproduserende E.coli (STEC)

Shigatoksinproduserende E. coli (STEC), synonymt med Verotoksinproduserende E. coli
(VTEC) er blant de mest virulente E. coli-stammene (Tozzoli & Scheutz, 2014). STEC har
tilstedevaerelse av gener som koder for Shigatoksin (s#x). Noen STEC har 1 tillegg gener for
adhesjon, og denne kombinasjonen av virulensgener gjor at de kan forarsake alvorlig sykdom
som hemorrhagisk kolitt og hemolytisk uremisk syndrom (HUS) hos mennesker (Kaper et al.,
2004; Paton & Paton, 1998). STEC brukes som et generelt begrep pa E. coli-stammer som
inneholder stx-gener, mens enterohemorrhagisk E. coli (EHEC) ofte brukes om
humanpatogene varianter av STEC som ogsé inneholder «locus of enterocyte effacement»

(LEE) og dermed evnen til adhesjon (Kaper et al., 2004).

Fler enn 472 STEC-serotyper er blitt beskrevet, men kun et fatall av disse har blitt assosiert
med sykdom hos menneske. STEC O157:H7 er den vanligste serotypen, men det har vist seg
at mange non-O157:H7-stammer ogsé er av signifikant betydning med tanke pa sykdom. De
vanligste non-O157:H7 serogruppene assosiert med sykdom hos menneske er 026, 0103,
Ol111, og O145 (Scheutz, 2014). Humanpatogene STEC er for ovrig ikke begrenset til disse

serogruppene.

1.3 STEC virulensfaktorer

STEC har flere gener som er viktig for virulens, men det varierer hvilke gener som er tilstede
1 de ulike stammene. Den aller viktigste virulensfaktoren er evnen til & produsere Shigatoksin
(Stx), som finnes i alle STEC. For de fleste humanpatogene STEC er 1 tillegg bakteriens evne
til adhesjon («attaching and effacing») med blant annet eae-genet som koder for proteinet

intimin viktig.

E. coli-stammer som inneholder bade stx-kodende gener og det intimin-kodende genet eae er
oftest assosiert med de mest alvorlige sykdomstilfellene forarsaket av STEC (Paton & Paton,
1998). Kombinasjonen av gener for toksinproduksjon og evne til kolonisering er nedvendig

for & gjere E. coli patogen, mens kun stx-gener ikke er tilstrekkelig (Kaper et al., 2004).



1.3.1 Shigatoksin

stx-genene sitter 1 bakteriofager som er inkorporert i bakteriegenomet. stx-genene uttrykkes
nar bakteriofagen gér fra lysogen til lytisk syklus, og toksinet frigis ndr bakteriecellen lyserer.
Frigjort Shigatoksin vil virke pé vertscellen, mens frigjorte bakteriofager med stx-gener kan

spres og potensielt infisere nye E. coli (genetisk overforing ved transduksjon).

stx-genene koder for flere toksiner, der stx; og stx; er de to hovedtypene. STEC kan produsere
stxi, stx; eller begge varianter, men E. coli-stammer som koder for stx, er assosiert med mer
alvorlig sykdomsforlep og komplikasjon med HUS enn de som barer gener for stx; (Melton-
Celsa, 2014; Paton & Paton, 1998; Scheutz et al., 2012b). stx; inkluderer tre subtyper; stx,,
Stx1c O Stxiq, MeNS stx; bestar av syv subtyper; stxza, Stop, StXac, StXad, SEXe, StXor O Stx2g. De
ulik subtypene er forbundet med ulik sykdom og alvorlighetsgrad. stxa, Stx2a, Stx2c 0g Stx2q €T
assosiert med infeksjonen hos menneske. Andre subtyper er derimot 1 hovedsak forbundet
med STEC-infeksjon hos dyr, og spesielt stx;. er vist & forarsake edemsykdom hos gris. stxor -
genet er opprinnelig isolert 1 STEC fra duer (Melton-Celsa, 2014; Scheutz et al., 2012b).
Spesielt STEC-stammer med gener som koder for stx;, er assosiert med utvikling av HUS
(Boerlin et al., 1999; Friedrich et al., 2002; Jenkins et al., 2003; Melton-Celsa, 2014; Persson
et al., 2007).

Shigatoksinet er en avgjerende faktor for utvikling av sykdom og HUS. Stx produseres 1
tykktarmen, og gar derifra med blodstremmen til nyrene, der det inhiberer proteinsyntesen og
skader endotelcellene 1 nyrene. Skaden kan fere til HUS som igjen kan medfere permanent
nyresvikt. Stx kan ogsa gi lokal skade i tykktarmen, som resulterer 1 blodig diaré,

hemorrhagisk kolitt og nekrose (Kaper et al., 2004).

Pasienter med hemorrhagisk kolitt mé ikke behandles med antibiotika, da det er vist at dette er

assosiert med okt risiko for utvikling av HUS (Croxen et al., 2013).

Deadeligheten hos barn med HUS er 3-5 %, og ca. 10 % av barn < 10 ar som har gjennomgatt
STEC-assosiert HUS utvikler kronisk nyresvikt (Franer et al., 2016). HUS er vanligste arsak
til akutt nyresvikt hos barn (Franer et al., 2016).



1.3.2 Intimin

En del humanpatogene STEC kan ogsa inneholde LEE (Locus of enterocyte effacement), en
patogenitetsoy 1 genomet som blant annet inneholder genene som koder for intimin (eae) og

type III sekresjonssystem (Franzin & Sircili, 2015).

eae-genet koder for proteinet intimin. Intimin er viktig for at bakteriene skal kunne feste seg i
tarmen hos mennesker og er regnet som hovedérsaken til selve diareen (Kaper et al., 2004;

Mora et al., 2007).

Ved hjelp av bakteriens type I1I sekresjonssystem (T3SS) kan det dannes forbindelse («nal»)
mellom bakterie og tarmepitel. Gjennom denne «ndlen» kan bakterien overfore sin egen
spesifikke reseptor (Translocated intimin receptor, Tir) til overflaten av epitelcellene.
Kontakten mellom bakterie og vertscelle initierer cellulere responser i epitelcellene, og det
dannes en pidestall-lignende struktur som omslutter bakterien. Denne strukturen medferer tett
kontakt mellom bakterie og epitelcelle. De fleste genene som koder for denne typen
adhesjonsmekanismen er lokalisert pa LEE pa bakteriekromosomet (L’ Abée-Lund &

Wasteson, 2015; Stevens & Frankel, 2014).

Tilstedeverelse av LEE 1 STEC gir disse en fordel med hensyn pé kolonisering til
tarmepitelcellene, og eae-positive STEC er ofte involvert ved alvorlig sykdom. Det finnes for
ovrig LEE-negative STEC, som har veert arsak til sporadiske tilfeller og utbrudd av
hemorrhagisk kolitt og HUS (Mora et al., 2007; Scheutz, 2014). Dette viser at det finnes andre
potensielle mekanismer for adheranse, men betydningen av disse virulensfaktorene er ikke

like etablert som intimin (Kaper et al., 2004).

1.4 STEC reservoar, overfgring og sykdom

Patogene STEC har sitt naturlige reservoar 1 tarmen til drevtyggere, og bakterien blir ofte
isolert fra storfe. Dyrene er vanligvis friske smittebarere (Madic et al., 2009; Sperandio &
Nguyen, 2012). STEC er en zoonotisk overforbar bakterie, og smitte til mennesker skjer
hovedsakelig ved konsum av mat og vann kontaminert med avfering fra dyr som er barere av
STEC. Direkte kontakt med dyr og smittede mennesker har ogsa vist seg a vere en viktig

overfaringsvei for STEC (Croxen et al., 2013; Hunt, 2010).



Spesielt kjottdeig som ikke har blitt godt nok varmebehandlet og upasteurisert melk- og
meieriprodukter er assosiert med sykdomstilfeller med STEC. Ogsa fekal kontaminering av
spesielt matvarer som spises ra (eks. salat, spirer, spinat) har veert ansvarlig for flere tilfeller
av matbdren sykdom (Croxen et al., 2013; Hunt, 2010). STEC er resistente 1 miljoet, og kan
overleve lav pH, lave temperaturer, forholdvis hey saltkonsentrasjon og lav vannaktivitet. De
er derimot ikke spesielt varmeresistente, og overlever ikke pasteurisering eller koking

(L’ Abée-Lund & Wasteson, 2015).

Infeksjon med STEC kan forarsake et bredt spekter av symptomer, som varierer fra mild diaré
til hemorrhagisk kolitt (blodig diar¢), i tillegg til risiko for utvikling av hemolytisk uremisk
syndrom (HUS) (Auvray et al., 2009; Madic et al., 2009). STEC-infeksjon har i motsetning til
de andre patogene E. coli lav infektiv dose, som er estimert til & veere < 100 bakterier (Kaper
et al., 2004). Alvorlighetsgrad av sykdom kan variere mellom blant annet ulike serotyper, stx-
subtype og tilstedeverelse av andre virulensfaktorer. Inkubasjonstiden er vanligvis pé 3-4
dager, og symptomer inkluderer vanligvis diaré¢, som kan utvikle seg til blodig diaré, etterfulgt

av feber, magekramper og oppkast (Croxen et al., 2013).

1.5 Forekomst av STEC-infeksjon hos mennesker

Den globale forekomsten av STEC-infeksjon er ukjent, men basert pa data innhentet fra 21
land fordelt mellom 10 av 14 subregioner av verdens helseorganisasjon (World Health
Organization, WHO), er det estimert at STEC forarsaker 2 801 000 tilfeller akutt sykdom,
3890 HUS-tilfeller og 230 dedsfall arlig (Majowicz et al., 2014).

I USA ble det 1 folge Centers for Disease Control and Prevention (CDC) rapportert totalt 465
laboratorie-bekreftede tilfeller av STEC O157 og 807 laboratorie-bekreftede tilfeller STEC
non-1571 2015 (CDC, 2015).

12016 ble det 1 folge European Food Safety Authority (EFSA) og European Centre for
Disease Prevention and Control (ECDC) bekreftet 6378 tilfeller med STEC-infeksjon i
Europa (EFSA & ECDC, 2017). I Norge har STEC-infeksjon vert meldingspliktig siden
1995, og det ble 1 folge meldingssystem for smittsomme sykdommer (MSIS) meldt 239
tilfeller av infeksjon med STEC 1 2016. I &r 2013, 2014 og 2015 var derimot antall meldte
tilfeller henholdsvis 103, 151 og 221. Til forskjell fra de fleste andre zoonoser har antall

sykdomstilfeller forarsaket av STEC generelt vert stigende de siste 10-15 arene. Over



halvparten av disse er smittet i Norge. Arsaken til gkningen kan delvis forklares med okt
oppmerksomhet og provetaking etter flere tidligere STEC-utbrudd, samt nye metoder for
diagnostikk, men utviklingen er allikevel bekymringsverdig pa grunn av bakteriens potensiale
til & gi sveert alvorlig sykdom og felgetilstander (Folkehelseinstituttet, 2017;
Veterinarinstituttet, 2017). I folge MSIS-statistikk er det hittil 1 ar rapportert 182
sykdomstilfeller fordrsaket av STEC (http://www.msis.no/).

1.6 Matbarne utbrudd forarsaket av STEC

STEC har vert arsak til mange matbarne utbrudd, spesielt i den industrialiserte delen av
verden. Mange av sykdomstilfellene forarsaket av STEC er sporadiske, og smittekilden blir
aldri identifisert (Madic et al., 2009). Bakterien ble oppdaget som érsak til sykdom hos
menneske forste gang 1 USA pé 1980-tallet, da STEC O157:H7 forarsaket en rekke utbrudd 1
forbindelse med understekte hamburgere. Senere har flere matvarer blitt forbundet med
sykdom, som blant annet polser, upasteurisert melk og ost, salat og spirer (Kaper et al., 2004;

O'Brien et al., 1993).

Sykdom og utbrudd med STEC var lenge kun forbundet med serotype O157:H7, men det ble
etter hvert klart at STEC som gir infeksjon hos menneske omfatter langt flere serotyper. De
vanligste non-O157:H7 serogruppene som har veert arsak til alvorlig sykdom og utbrudd er
026, 091, 0103, 0111, O121 og O145 (Haugum et al., 2014; Perelle et al., 2004; Silva et al.,
2017).

Det er rapportert utbrudd av STEC over store deler av verden, og de storste utbruddene er
beskrevet fra USA, Japan, Canada og Tyskland; det sterste utbruddet 1 USA 1 1993 kunne
spores tilbake til kjottdeig forurenset med E. coli O157:H7. Hamburgere stekt uten hgy nok
kjernetemperatur var arsaken til at flere hundre mennesker ble syke, tre barn dede og flere
fikk permanent nyreskade. I Japan i 1996 var reddiker forurenset med E. coli O157:H7
arsaken til at 8000 skolebarn ble syke, hvorav 12 dede. Canada hadde 1 2000 et utbrudd med
E. coli O157:H7 som skyldes drikkevann forurenset med feces fra beitedyr (Kaper et al.,
2004; O'Brien et al., 1993; Silva et al., 2017).

12011 var E. coli O104:H4 arsaken til et internasjonalt utbrudd, men som hovedsakelig
rammet Tyskland. Det skulle vise seg at dette var en uvanlig stamme (EAEC O104:H4) som

ved genetisk overforing hadde fétt stx-bakteriofager integrert i sitt genom, og dermed evnen



til & produsere Shigatoksin. Utbruddet forte til over to tusen tilfeller med gastroenteritt, totalt
46 dedsfall og 782 tilfeller med HUS. Epidemiologiske analyser identifiserte spirer som den
mest sannsynlige kilden til infeksjon, men dette ble ikke bekreftet av laboratorieanalyser

(Buchholz et al., 2011; Navarro-Garcia, 2014).

I 1999 hadde Norge sitt forste matbarne utbrudd forarsaket av STEC. Norskprodusert salat
kontaminert med E. coli O157:H7 ble identifisert som arsaken til fire tilfeller av STEC-
infeksjon (Folkehelseinstituttet, 2018). 1 2006 hadde Norge et nasjonalt utbrudd med en
sjelden STEC-variant; stx;-positiv E. coli O103:H25. Flere enn halvparten av pasientene
utviklet HUS, noe som indikerte at denne varianten var spesielt virulent. I alt 17
sykdomstilfeller ble registrert og ti barn utviklet HUS, hvor av ett barn dede. Smittekilden ble
sporet tilbake til morrpolse (Schimmer et al., 2008; Sekse et al., 2009). 1 2009 hadde Norge
igjen et nasjonalt utbrudd som skyldes sorbitolfermenterende E. coli O157, der 13 barn ble

syke, ni utviklet HUS og én person dede. Smittekilden forble ukjent (Franer et al., 2016).

1.7 STEC - forekomst i dyr og mat

Zoonoser er infeksjonssykdommer som kan smitte fra dyr til mennesker (eller omvendt), og
smitte kan blant annet skje indirekte gjennom kontaminerte matvarer (Veterinersinstituttet,
2017). Som nevnt har STEC sitt naturlige reservoar hos drevtyggere, sa@rlig 1 storfetarm, og
omtrent 75 % av alle STEC-utbrudd er relatert til inntak av kontaminert storfeprodukter
(Sperandio & Nguyen, 2012). Gjennom slakteprosessen kan dyr som er barere av STEC
kontaminere egen og andre slakteskrotter, og pd den méten komme inn i naeringsmiddel-
kjeden. Gode slakterutiner og prosessering av slakt er derfor viktig for & redusere sjansen for
fekal kontaminering og dermed forhindre at STEC kommer inn i produktet (Croxen et al.,
2013; Hussein & Bollinger, 2005). Fare for kontaminering gjelder forst og fremst deig- og
farseprodukter, inkludert produkter som ikke varmebehandles. Ved konsum av helt kjott, som
for eksempel biffstykker, vil vanlig varmebehandling/overflatebehandling drepe STEC som
eventuelt befinner seg pd overflaten av kjettstykket. I deigprodukter vil derimot bakterien
kunne vere tilnermet jevnt fordelt i hele produktet og ved varmebehandling uten hey nok

kjernetemperatur vil STEC kunne overleve (L’ Abée-Lund & Wasteson, 2015).

Det har vert gjennomfort flere kartlegginger og undersgkelser med hensyn pé forekomsten av

STEC i storfe. I 1995 ble 1970 avferingsprover fra 197 norske storfebesetninger undersokt for



E. coli O157. Resultatene viste at seks dyr (0,3 %) fra to besetninger (1 %) var positive for
0157, og isolatene hadde gener for stx), stx; og eae (Vold et al., 1998). Fra januar 1998 til
desember 1999 ble 1541 storfe og 665 sau fra henholdsvis 848 og 605 norske besetninger
undersokt for E. coli O157:H7. Tre prover (0,19 %) fra ulike storfebesetninger var positive for
E. coli O157:H7, hvorav alle tre isolater hadde gener for stx; og eae, mens ett isolat ogsa var
baerer av stx;-genet. Resultatene viste ogsa at ingen av de 665 prevene fra sau var positive for
E. coli O157:H7 (Johnsen et al., 2001). I 2002 ble 50 norske storfebesetninger undersekt for
forekomst av E. coli O157 og stx-kodende gener, og resultatene fra studien viste at O157 ikke
ble isolert fra noen av de 680 undersegkte kyrene, mens stx-genet ble pavisti 61 % av provene
og hos alle de 50 besetningene (LeJeune et al., 2006). I 2014 ble forekomsten av de fem
vanligste STEC serogruppene undersekt i norsk storfe. Resultatene viste at STEC ble pévist 1
10, 6 % av besetningene, med O26 som den vanligste serogruppen. Forekomsten av STEC
026 var pd 5,6 %, mens O103 og O157 var begge pa 2,2 %. Forekomsten av STEC O111 og
0145 var svert lav, og var pa henholdsvis 0 og 0,6 % (Sekse et al., 2015).

Etter STEC O103:H25-utbruddet 1 2006 startet et toarig kartleggingsprosjekt, der
Veterinrinstituttet pa oppdrag fra Mattilsynet skulle underseke forekomsten av STEC 026,
0103, O111, O145 og O157 1 norske sauebesetninger. Til sammen 585 besetninger ble
undersokt, og resultatene viste at forekomst av STEC O103:H2 og O157 var pa henholdsvis
0,7 % 0g 0,9 %. I tillegg ble det pavist eae-positive, men stx-negative E. coli O103:H2 og
O103:H25 1 henholdsvis 3,1 og 5,8 % av besetningene. STEC O26:H11 ble pdvist 10,8 % av
besetningene, og eae-positive, stx-negative E. coli 026:H11 1 15,9 % av besetningene. STEC
O111 og O145 ble ikke pavist 1 noen av besetningene, men det ble pavist eae-positive, stx-

negative E. coli O145 hos 28, 9 % (Urdahl et al., 2009).

Norge importerer hvert ar kjott fra land utenfor EU/E@S, men kunnskapen om forekomsten
av patogene E. coli fra disse landene er varierende. I perioden 2011-2012 gjennomferte derfor
Veterinarinstituttet pa oppdrag fra Mattilsynet en kartlegging av STEC 026, 0103, O111,
0145 og O157 fra importert kjott. Resultatene viste at STEC 026, O111, O145 og O157 ikke
ble pavist i noen av de 177 og 13 forsendelsene med henholdsvis storfekjott og sauekjott. Det
ble derimot isolert eae-positive E. coli O26 (samtlige var stx-negative) i prover fra fem av de
totalt 177 forsendelser (2,8 %) med storfekjett; tre fra Swaziland, én fra Brasil og én fra
Uruguay. Fra de 13 partiene med sauekjott ble det ogsa isolert én stx;-positiv og eae-positiv

E. coli 0103 fra en av provene fra Uruguay. Det skal nevnes at antallet provetatte partier med



sauekjott var for lavt til & kunne si noe om den reelle forekomsten 1 importert sauekjott fra

disse landene (Johannessen et al., 2012).

12015/2016 ble det gjort en proveinnsamling 1 Sverige, der forekomsten av STEC 1 svensk
storfekjott skulle undersgkes. Resultatene viste at av de totalt 300 prevene som ble analysert,
ble STEC pavist i seks (2 %) av provene. Ved karakterisering av isolatene fant man at fire
isolater inneholdt sx,-genet og to isolater inneholdt bade stx;-og stx,-genet. For gvrig hadde

ingen av de seks STEC-isolatene tilstedeverelse av eae-genet (Livsmedelsverket, 2016).

I drene mellom 1995-2003 ble forekomsten av STEC O157:H7 og non-O157 1 spansk
kjettdeig undersokt. Proveinnsamling foregikk i Lugo, Spania. Tilsammen 785
kjettdeigprover ble samlet inn fra 30 ulike dagligvarebutikker. STEC ble pavist i 95 (12 %) av
kjettdeigprovene; STEC O157:H7 ble isolert fra tte prover (1 %), og non-157 STEC ble
isolert fra 90 prover (11 %). 96 isolater ble videre karakterisert, hvorav 29 % og 51 % hadde
gener for henholdsvis stx; og stxz, og 20 % hadde bade stx;- og stx,-gener. Virulensgenet eae

ble pavist 126 % av isolatene (Mora et al., 2007).

I en studie fra Frankrike 1 2006 ble 164 kjottedeigpraver screenet for tilstedevarelse av stx-
gener med PCR, og videre ble stx-positive prever analysert for 026, 0103, O111, 0145 og
O157. Resultatene viste at 27 kjettdeigprover (16 %) var positive for stx-genet. Ni av disse
var ogsa positive for minst én av de fem serogruppene forbundet med alvorlig sykdom hos
menneske (Auvray et al., 2007). I en annen studie fra Frankrike ble 300 kjottdeigprover
screenet for tilstedeverelse av stx og de fem vanligste STEC serogruppene forbundet med
alvorlig sykdom. Resultatene vist at 45 prover var stx-positive (15 %). Forekomsten av E. coli

026, 0103, 0111, O145 og O157 1 kjettdeig var pa 2,6 % (Perelle et al., 2007).

Det gjennomferes ingen rutinemessig overvakning av STEC 1 norske naringsmidler, men 1
perioden 1996-2004 ble flere tusen ulike matvarer undersgkt for STEC O157. Resultatene fra
ulike overvikningsprogrammer og prosjekter viste at kun atte norske storfeslakt og to norske

saueslakt var positive (L’ Abée-Lund & Wasteson, 2015; Veterinarinstituttet, 2015).



1.8 Pavisning av STEC

Som nevnt innledningsvis er E. coli en mangfoldig art, og det er essensielt 4 kunne
differensiere mellom patogene- og apatogene stammer ved pavisning av bakterien. STEC
overfores hovedsakelig til mennesker ved konsum av kontaminerte matvarer, og via fekal
kontaminering og krysskontaminering kan forurensning med STEC omfatte et bredt spekter
av neringsmidler. Behovet for raske og sensitive laboratoriemetoder er derfor vesentlig for &
kunne pavise bakterien fra ulike matriksprever (Fratamico et al., 2009; Verhaegen et al.,

2016).

STEC O157:H7 er den vanligste serotypen forbundet med sykdom, men non-O157:H7 STEC-
serotyper har 1 gkende grad blitt rapportert som en viktig arsak til alvorlig sykdom og utbrudd
(Haugum et al., 2014; Verhaegen et al., 2016). Etter det forste utbruddet med E. coli O157:H7
ble det utviklet standardmetoder for pavisning av denne serotypen (blant annet nordisk
metodikkomité for naeringsmidler, NMKL, nr.164: E. coli O157 - pavisning i naeringsmidler
og for). Isolering av STEC O157 ble tradisjonelt gjort ved immunomagnetisk separasjon
(IMS), en teknikk som baserer seg pé at E. coli O157:H7 separeres fra matriks (etter
oppformering av proven) ved hjelp av magnetiske kuler dekket med spesifikke antistoffer
rettet mot O157-antigenet (EFSA, 2013; L’ Abée-Lund & Wasteson, 2015). Prinsippet med
metoden er a redusere bakgrunnsflora (Paton & Paton, 1998; Verhaegen et al., 2016). Videre
dyrkes kule-bakteriekomplekset pd blant annet MacConkey agar med sorbitol (SMAC), som
er et selektivt medium for ikke-sorbitolfermenterende O157:H7, etterfulgt av agglutinering
med anti-O157 antiserum. Denne serotypen skiller seg biokjemisk fra andre STEC ved at den
mangler evnen til & fermentere sorbitol, og kan derfor lett gjenkjennes vet at de danner
fargelose/klare kolonier pé slikt medium. Dette er en palitelig metode for & isolere og
identifisere E. coli O157:H7, men sorbitolfermenterende O157:H- og andre STEC-serotyper
vil derimot ikke kunne skilles fra andre E. coli da disse fermenterer sorbitol og danner rosa
kolonier pd SMAC-agar (Croxen et al., 2013; Haugum et al., 2014). Ogsé andre selektive
medium som baserer seg pa kjente biokjemiske egenskaper for O157:H7 benyttes, som for
eksempel cefixim telluritt sorbitol-MacConkey (CT-SMAC) agar (cefixim og telluritt
inhiberer andre E. coli) og CHROMagar O157 (E. coli O157:H7 er B-glukuronidase-negativ).
Det finnes ogsd kommersielt tilgjengelige magnetiske kuler rettet mot de vanligste O-
antigenene assosiert med sykdom hos menneske, og IMS kan derfor benyttes ved isolering av

enkelte non-O157 STEC, med etterfolgende utsding/dyrking og verifisering (EFSA, 2013).
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Etter hvert som non-O157:H7 og O157:H- (sorbitolfermenterende) E. coli 1 skende grad har
veert arsak til sykdom hos menneske, har det blitt nedvendig & endre metodene for pavisning.
Metodene er nd i sterre grad basert pd pdvisning av stx-gener, heller enn identifisering av
serogrupper. Molekylarbiologiske metoder har blitt utviklet for pavisning av STEC, og 12012
ble en ny internasjonal standard gitt ut (ISO/TS13136:2012(E)). Denne metoden baserer seg
pa pavisning av stx og eae-virulensgener, og i tillegg bestemmelse av serogruppe-assosierte

gener 026, 0103, O111, O145 og O157 ved bruk av real-time PCR (Verhaegen et al., 2016).

Metoden krever forst oppformering av matriksprever (feces eller matvarer) og ekstraksjon av
DNA, for provene screenes for tilstedevaerelse av stx- og eae-gener med real-time PCR. Ved
pavisning av stx og eae blir det videre utfort serogruppe-spesifikk PCR. Péfelgende isolering
av STEC-stammer er imidlertid nedvendig for & bekrefte at positivt PCR-signal er fremkalt av
gener som er tilstede i levende bakterieceller (bekrefte at virulensgenene er tilstede i1 de
isolerte koloniene) (ISO/TS13136:2012(E)). Isoleringen er dyrkingsbasert, og denne
prosessen er bade tid- og arbeidskrevende. I tillegg kan blant annet valg av
oppformeringsmedium og isoleringsmedium som favoriserer vekst av STEC vere avgjerende
for resultatet (Verhaegen et al., 2016). Etter isolering folger identifisering og eventuell

karakterisering av bakterieisolater.

Pavisning av STEC gjeres hovedsakelig med disse standardiserte fenotypiske og genotypiske
laboratoriemetodene, og for & kunne skille isolater er det stort sett nedvendig & kombinere
flere av disse, noe som er bade kostbart og arbeidskrevende (Joensen et al., 2014). Som et
alternativ til dette benyttes 1 skende grad DNA-sekvenseringsmetoder, der rekkefolgen
(sekvensen) til nukleotidbasene i DNA bestemmes. Ved helgenomsekvensering (Whole
genome sequencing, WGS) sekvenseres hele genomet, noe som krever at DNA forst deles opp
1 flere fragmenter som sekvenseres hver for seg, for sekvensene settes sammen igjen til en
konsensus. Denne tiln@ermingen har vist seg 4 vare et nyttig og verdifullt verktoy for

karakterisering av STEC og andre patogene bakterier (Joensen et al., 2014).
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1.9 Formalet med oppgaven

STEC har sitt naturlige reservoar 1 tarmen til drevtyggere, og bakterien blir ofte isolert fra
storfe. Smitte til menneske kan blant annet skje ved konsum av fekalt kontaminerte
naringsmidler, og spesielt stammer med gener for stx;, er assosiert med de mest alvorlige
sykdomstilfellene. S& vidt vi vet er heller ikke stx;,-positive STEC undersekt 1 neringsmidler
tidligere. Med bakgrunn 1 dette skulle forekomst av STEC, med hovedvekt pa stx,,-genet,

undersokes 1 norsk storfekjottdeig.

I det innledende kartleggingsprogrammet hadde 308 kjottdeigprover blitt screenet for stx-
gener, og 71 stx;-positive prover ble inkludert 1 denne masteroppgaven. Ogsé screeningprover
positive for stx- og eae-gener, og som i tillegg var O-gruppe negative ble inkludert. Formalet

med denne masteroppgaven var:

1. Undersgke for forekomst av stx»,-genet 1 norsk storfekjottdeig
ii.  Forsegke & isolere stxz,-positive STEC fra PCR-positive kjettdeigprover
iii.  Identifisere og karakterisere stx,,-positive STEC-isolater
iv.  Forseke 4 isolere E. coli positive for stx og eae, og negative for undersgkte O-grupper,

fra tilsvarende PCR-positive kjettdeigprover.
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2. Materialer og metoder

2.1 Materialer

Pa oppdrag fra Mattilsynet skulle patogene STEC kartlegges 1 norske kjottvarer. 2017 samlet
Mattilsynet inn 308 kjettdeig- og karbonadedeigprover av storfe fra et representativt utvalg av
dagligvarebutikker over hele Norge. DNA ble ekstrahert fra samtlige prover kjottdeig- og
karbonadedeig (omtales 1 denne oppgaven som «kjettdeig»), og hadde pd forhand blitt
screenet for virulensgenene stx og eae og folgende O-grupper: 026, 0103, 0145 og O157.

Proveopparbeidingen som hadde blitt utfert pa forhdnd var som felger; 25 g kjottdeig ble veid
opp direkte 1 en stomacherpose. Deretter ble 225 ml bufret pepton vann (BPV,
Medieproduksjon, Veterinerinstituttet) tilsatt, for prevene ble homogenisert og satt til
oppformering ved 37 °C = 1 °C 1 18-24 timer. Etter oppformering ble 1 ml av kulturen brukt
til & ekstrahere DNA. Dette ble gjort 1 henhold til leveranderens instruksjoner (DNeasy®
Blood & Tissue Kit, Qiagen, Hilden, Germany). DN A-konsentrasjonen ble méalt pa NanoDrop
og deretter brukt som templat for screening med real-time PCR for tilstedevaerelse av stx), stx;
og eae. Prover positive for stx og eae ble testet for serogruppe-assosierte gener (026, 0103,
0145 og O157). Prever med pavist O-gruppe har blitt fulgt opp videre i kartleggings-

programmet.

Ferdig ekstrahert DNA ble oppbevart ved -18 °C for videre analyser. En andel av den
oppformerte buljongen ble blandet og frosset ned med 85 % konsentrert glyserol. I 10 ml
Kryorer utgjorde dette en sluttkonsentrasjon pa 15 % glyserol. Rerene ble lagret ved -80 °C,

og senere brukt til isolering av bakterier.

Dette er det ferdige materiale jeg startet & jobbe med 1 min masteroppgave, men for a fa

forstdelse for hele prosessen ble proveopparbeidelsen gjort «fiktivty.
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2.1.1 Referanse/kontrollstammer

Det ble benyttet positive og negative kontroller 1 samtlige av laboratorieforsgkene.

Kontrollstammene berer de genene/herer til 1 den serogruppen som man ensket & pdvise, og

er oppgitt i tabell 1. De negative kontrollene bestod av milliQ vann uten templat.

Tabell 1. Kontrollstammer benyttet i laboratorieforsgkene

Malgen/

Kontrollstamme Serotype Metode Referanse
serogruppe
. EDL933, D2653/ O157:H7
2a
VI 60299
stxy stx;, | EDL933, D2653/ O157:H7 (Scheutz et al., 2012a)
eae VI 51048
0145 A08/VI 51046 O145:H28 Real-time PCR
026 GO08/VI 51052 026:H11
o111 C08/VI 51048 Ol111:H- ’
0157 DO8/VI 51049 0157:H7 European Union
0103 Reference Laboratory
0103 E08/VI 51050 VTEC (EU-RL-VTEC)
091 FO8/VI 51051 O91:H14
0121 B08/VI 51047 O121:H19
0113 CRL-464 O113
0128 T4/97 (D3546) O128:H2
0146 EC Norway NVI 257 | Ol146:H21 Serologisk Seheuts ot al.. 2012
0104 H519 0104: K-H12 (Scheutz et al., 2012a)
055 Su 3912-41 O55:H-
045 European Union
045 EU-RL-VTEC-EF-129 Reference Laboratory
VTEC (EU-RL-VTEC)
SIX1a EDL933, D2653 O157:H7 Konvensjonell
StX1c DG131/3, D3602 O174:H8 PCR (Scheutz et al., 2012a)
StX1q MHI813, D3522 O8:H19
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2.2 Metoder

En oversikt over de ulike trinnene i laboratorieforsekene er vist i figur 1, og de forskjellige

metodene som har blitt benyttet er beskrevet under.
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2.2.1 Polymerase chain reaction - PCR

Polymerase chain reaction (PCR) er en veletablert laboratorieteknikk for amplifisering av
spesifikke DNA-fragmenter. Hensikten med PCR er a lage nok kopier av det omradet pa
DNA som man ensker & undersgke (malgenet). Real-time PCR reaksjonen inneholder blant
annet primere, en fluoriserende probe, en termostabil 7ag DNA polymerase, nukleotider og
templat DNA. PCR-reaksjonen starter med at temperaturen ekes slik at templatet denaturerer
og separeres til enkelttradet DNA. I neste steg senkes temperaturen slik at primerne kan binde
til sin komplementare sekvens pd DNA. Reaksjonstemperaturen eker deretter noe og

polymerasen forlenger primerne og syntetiserer med det en ny DNA-trad.

I real-time PCR kan PCR-produktet kvantifiseres ved hjelp av prober merket med et
fluoriserende fargestoff. Proben binder spesifikt til det omrddet pA DNA som skal
amplifiseres. Nar DNA syntetiseres degraderes proben og det fluoriserende fargestoffet frigis.
Akkumulering av fluorescenssignal over en viss terskelverdi gir et mél, en Ct-verdi, pa hvor
mye templat det er 1 proven. Ved hjelp av antall sykler kjort kan opprinnelig mengde templat
beregnes. I denne masteroppgaven har real-time PCR kun blitt benyttet som en kvalitativ

indikator pé tilstedevarelse eller fravaer av mal-DNA.

2.2.1.1 Real time-PCR

DNA ekstrahert ved enten koking eller kit (beskrevet i henholdsvis punkt 2.2.2.1 og 2.2.2.2)
ble brukt som templat for PCR-reaksjonen. Ferdig mastermix og DNA-templat ble tilsatt i
sine respektive brenner. Provene ble kjort pa enten Stratagene Mx3005P qPCR Systems
(Agilent Technologies, Germany) eller CFX96™Real-Time System (Bio-Rad Laboratories,
USA) og resultater ble avlest i henholdsvis MxPro- og CFX Manager 3.1-programvare.

2.2.1.2 Primere og prober for real-time PCR

Primere og prober benyttet for deteksjon av virulensgener og O-antigener med real-time PCR
er vist i tabell 3. I tabellen er primere og prober oppgitt som henholdsvis forward primer,

revers primer og probe.
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Tabell 2. Real-time PCR-program

Malgen/serogruppe | Real-time PCR-program Tid (sekunder) Temperatur (°C)
Pre-PCR: aktivering av polymerase
. 180 95
og denaturering av templat
. PCR 35/40 sykler
2 Trinn 1: Denaturering 3 95
Trinn 2: Annealing og DNA- 30 60
syntese
Pre-PCR: dekontaminering 120 50
stxy/stxy duplex, Ere(—iPCR: ak‘Flvermg av polymerase 600 95
g denaturering av templat
eae, IAC, 0157, PCR 45 svkl
0111, 026, 0103, DI SYRCET
0145 Trinn 1: Denaturering 15 95
Trinn 2: Annealing og DNA-
60 60
syntese

Tabell 3. Primere og prober benyttet for amplifisering av virulens- og O-antigener med real-

time PCR
Mailgen Amplikon
(sero- Primer/probe Sekvens (5°-3°)* storrelse Referanse
gruppe) (bp)
VT2a-QfLNA1 GGCGGHTTTT+ATT+TGCATTA+G** Tomas
VT2a-QfLNA2 CG+TC+AAC+CTT+CACTGT+A** Jé‘;:g:l’st
veterinar-
$tx2a HEX- 13 medicinska
VT2a-Qp CRCAATCCGCCGCCATTGCATTAACAGA anstalt
A-BHQI (SVA),
Perskomm.
TTT GTY ACT GTS ACA GCW GAA GCY
stxI-forw
ggé giG TTC ARW GTR AGR TCM ACR ISO/TS
stxq stxl-rev TC 131 13136:2012
S (E) Annex E
stx]-probe 5’-FAM-CTG GAT GAT CTC AGT GGG CGT
TCT TAT GTA A-BHQI1-3’
TTT GTY ACT GTS ACA GCW GAA GCY
stx2-forw
ggé giG TTC ARW GTR AGR TCM ACR ISO/TS
Stx; stx2-rev TC 128 13136:2012
(E) Annex E
stx2-probe HEX-TCG TCA GGC ACT GTC TGA AAC
TGC TCC-BHQI1
eae-forw CAT TGA TCA GGA TTT TTC TGG TGA TA ISO/TS
eae eae-rev CTC ATG CGG AAA TAG CCG TTA 102 13136:2012
cae-probe FAM-ATA GTC TCG CCA GTA TTC GCC (E) Annex E
ACC AAT ACC-TAMRA
rfbE (0157) forw TTT CAC ACT TAT TGG ATG GTC TCA A ISO/TS
rfbE rfbE (0157) rev CGA TGA GTT TAT CTG CAA GGT GAT 28 13136:2012
(0157) HfbE (O157) probe FAM-AGG ACC GCA GAG GAA AGA GAG (E) An'nex E
GAA TTA AGG-TAMRA
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CGA GGC AAC ACA TTA TAT AGT GCT

wbdl-O111-F TT
ISO/TS
wbdl whdl-O111-R TTT TTG AAT AGT TAT GAA CAT CTT 146 13136:2012
(0111) GTTTAGC (E) Annex E
whdl-O111-probe FAM-TTG AAT CTC CCA GAT GAT CAA
CAT CGT GAA-TAMRA
wzx-026- forw CGC GAC GGC AGA GAAAATT 1SO/TS
wzx wzx-026-rev AGCAGG CTT TTA TAT TCT CCA ACT TT 135 13136:2012
(026) wzx-026- probe FAM-CCC CGT TAA ATC AAT ACT ATT (E) An'nex E
TCA CGA GGT TGA-TAMRA
0145wzy2-F ATA TTG GGC TGC CAC TGA TGG GAT
wzy O145wzy2-R TAT GGC GTA CAA TGC ACC GCA AAC 310 (Fratamico
(0145) 0145wzy-P FAM-AGC AGT GGT TCG CGC ACA GCA et al., 2009)
TGG T-BHQI1
wzx-0103-F CAA GGT GAT TAC GAA AAT GCA TGT-3’ ISO/TS
?3103) wzx-0103-R GAA AAA AGC ACC CCC GTA CTT AT 99 13136:2012
wzx-0103-probe FAM-CAT AGC CTG TTG TTT TAT-MGB (E) Annex E

* Isekvensener Y (C, T), Ser (C, G), Wer (A, T), Rer (A, G) og M er (A, C).

** LNA teknologi

En intern amplifikasjonskontroll (IAC) er tilsatt for pavisning av eae, og benyttes for a kunne

oppdage falsk-negative resultater som blant annet kan skyldes PCR-inhibitorer, og for &

kontrollere at DNAet fungerer som det skal i PCR-reaksjonen. Reagenser til IACen kommer i

et kit (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific), og bestar av primere og probe (10x
Exogenous Internal Positive Control (Exo IPC) Mix), IAC mal-DNA (Exo IPC DNA) og en
blokklgsning (10x Exo IPC Block).

2.2.2 DNA ekstraksjon

2.2.2.1 DNA ekstraksjon ved koking

DNA ekstraksjon ved koking ble utfert ved at en podeose kolonimateriale ble suspendert i et

1,5 ml ror bestdende av 100 pl milliQ vann. Rerene ble plassert pa en varmeblokk (Techne,

Staffordshire, England) og kokt ved 100 °C 1 10 min, fer sentrifugering (Eppendorf AG,

Hamburg, Germany) ved 10 000 rpm 1 ytterligere 10 min. Ved denne ekstraksjonsmetoden

lyserer cellen slik at DNAet slipper ut og legger seg i1 supernatanten ved sentrifugering.

DNAet ble benyttet som templat for real-time PCR.
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2.2.2.2 DNA ekstraksjon med QIAamp DNA Mini Kit

DNA fra stxy,-positive isolater ble ekstrahert ved QIAamp DNA Mini Kit® (Qiagen, Hilden,
Germany), en metode som resulterer i et renere og mer stabilt DNA. DNA ekstraksjonen ble
utfort 1 henhold til Qiagens protokoll for bakterier «kDNA Purification from Tissues». | punkt
11 1 prosedyren ble det benyttet 100 ul 10mM (0,01 M) Tris som elueringsbuffer 1 stedet for
Buffer AE.

Etter DNA-ekstraksjon ble NanoDrop 2000 Spectrophotometer (Thermo Scientific, USA)
benyttet til & mile DNA-konsentrasjon- og renhet.

DNA -ekstraktet ble lagret ved -18 °C, og senere brukt som templat for real-time PCR og

konvensjonell PCR, samt til innsendelse for helgenomsekvensering (punkt 2.2.7.3).

2.2.3 Screening av kjgttdeigpregver for tilstedevarelse av stxza med real-time PCR

Pé forhdnd hadde DNA ekstrahert fra kjottdeigprover blitt brukt som templat for screening
med real-time PCR for tilstedevarelse av stx), stx; og eae. Prover med pavist stx,-gen ble
videre screenet for subtype stx;,. En reaksjonsblanding (totalt volum 20 ul) bestdende av 10
ul Brilliant 111 Ultra-Fast QPCR Master Mix, 0,66 pl 10 uM forward primer (Exiqon,
Vedbaek, Denmark), 0,66 ul 10 uM revers primer (Exiqon, Vedbaek, Denmark), 0,2 ul 10
uM probe (Exiqon, Vedbaek, Denmark), 3,48 ul milliQ vann og 5 ul DNA templat ble brukt

for hver reaksjon.

En oversikt over primere og prober er vist i tabell 3. Provene ble amplifisert med real-time

PCR (Stratagene Mx3005P) som beskrevet i tabell 2, og analysert i MxPro-programvaren.

2.2.4 Isolering av stxza-positive E. coli fra PCR-positive kjgttdeigprgver

Det ble gjort forsek pa & isolere bakterier fra prover med stx,-positivt PCR-resultat.
Oppformert buljong lagret pa -80 °C ble tint i vannbad ved 50 °C til prevene akkurat var tint
(ca. 1 minutt). For & oppnd best mulig vekst ble provene resuscitert ved inkubering 1
romtemperatur i 1 time, for 1 ml ble overfort til 9 ml BPV-ISO (Bufret pepton vann,
Medieproduksjon, Veterinarinstituttet) og inkubert ved 37 °C = 1 °C 1 2-3 timer (Ternent et
al., 2004). Den ferdige kulturen ble blandet med en Vortexer (Scientific Industries, USA) for
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det ble lagd en fortynningsrekke fra 10 til 10~ (1 ml kultur til 9 ml BPV-ISO). Deretter ble
10 pl fra 107 og 107 fortynninger sadd ut p4 CHROMagar™ 0157 (Medieproduksjon,
Veterinerinstituttet) og SMACagar (Sorbitol Mac Conkey agar) (Medieproduksjon,
Veterinrinstituttet) skaler med en podegse. Skélene ble inkubert ved 37 °C = 1 °C 1 18-24

timer.

Videre ble ISO/TS 13136:2012, Annex F — isolering av STEC stammer, fulgt med noen
modifikasjoner; 50 enkeltkolonier med karakteristisk E.coli morfologi ble plukket,
punkinokulert pa en blodagarskil (Medieproduksjon, Veterinarinstituttet) og pooleti 1,5 ml
Eppendorfrer med 100 pl milliQ vann (5 eller 10 kolonier per pool). Den punktinokulerte
blodagarskalen ble inkubert over natten ved 37 °C = 1 °C. DNA fra poolene ble ekstrahert ved
koking (som beskrevet i punkt 2.2.3.1) og brukt som templat for pavisning av stx;,-gener med
real-time PCR (PCR-programmet er vist i tabell 2). Dersom en pool var positiv ble DNA fra
enkeltkoloniene testet for tilstedeverelse av stx;, pa samme maéte som beskrevet over.
Gjeldende koloni ble ogsé sadd ut pa blodagar. Pooler der det ikke var mulig & pavise stx;,-

genet ble rapportert som PCR-negative (ingen Ct-verdi).

Identifisering av isolater ble gjort med MALDI-TOF som beskrevet 1 punkt 2.2.6, for stx),-
positive isolater ble slemmet opp 1 frysebuljong (Kryorer bestdende av HIB med 15 %
glyserol, Medieproduksjon, Veterinarinstituttet) og lagret pa -80°C for senere bruk.

2.2.5 Isolering av stx- og eae-positive E.coli fra PCR-positive Kkjgttdeigprgver

Det ble gjort forsek pa & isolere E. coli som var positive for stx- og eae-gener, og som var O-
gruppe negative pa screeningen. Dette ble gjort pd samme mate som prosedyren for de stx;,-
positive matriksprevene (punkt 2.2.4). Dersom en pool var positiv for bde stx og eae ble
DNA fra enkeltkolonier testet, og ved tilstedeverelse av begge gener i én/samme koloni
(stx)/stx; og eae) var progven 4 regne som positiv. Ved pavisning av stx-virulensgener ble det
brukt en stx;/stx;-duplex PCR. Ved amplifisering av eae ble det inkorporert en intern

amplifikasjonskontroll, IAC (TagMan®, Applied Biosystems), som beskrevet i punkt 2.2.1.2.

PCR-programmet er vist i tabell 2. Primere og prober, samt mastermikssammensetning er a
finne 1 henholdsvis tabell 3 og 4. De provene der det var mulig 4 isolere E. coli med stx- eller
eae-genet ble slemmet opp 1 frysebuljong (Kryorer bestdende av HIB med 15 % glyserol,

Medieproduksjon, Veteringrinstituttet) og lagret pa -80°C.
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2.2.6 Identifisering av E. coli med MALDI-TOF

Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF
MS) er en etablert metode for identifisering av mikroorganismer. Isolater ble identifisert med
MALDI-TOF ved at ferske kolonier sadd ut pa blodagar og inkubert ved 37 °C over natt. En
enkeltkoloni ble plukket med en tannpirker og overfort til en stilplate. Det ble tilsatt 1ul 70 %
maursyre for platen ble satt til 4 terke. Sa ble 1ul MALDI-TOF matrix (Bruker, Bremen,
Germany) tilsatt til det torre kolonimateriale, og nér stalplaten var terr ble den plassert i
MALDI-TOF instrumentet (MALDI Biotyper Microflex, Bruker). MALDI Biotyper
programvaren (Bruker, Bremen, Germany) sammenligner preven opp mot en database, og
angir med logaritmen til et tall mellom 0 og 1000, hvilken slekt og art bakterien mest

sannsynlig tilherer. En treffverdi («score value») > 2 vurderes som palitelig.

2.2.7 Karakterisering av stxza-positive isolater

Stxp,-positive isolater ble karakterisert ved hjelp av bade fenotypiske metoder (serotyping) og

genotypiske/molekylare metoder (konvensjonell- og real-time PCR).

2.2.7.1 O-gruppe typing

Bestemmelse av de fem vanligste serogruppene; O157, O111, 026, 0103 og 0145, ble gjort
med real-time PCR. For kontrollstammer, se tabell 1. PCR-program og primere/prober som
ble benyttet er oppgitt i henholdsvis tabell 2 og 3. Sammensetning av mastermix for hver av

de fem O-gruppene er beskrevet i tabell 4.

Bestemmelse av O-antigenene 045, 055, 091, 0104, O113, O121, O128 og O146 ble utfort
serologisk. Metoden baserer seg pa prinsippet om at reaksjon mellom antigen og antistoff
agglutinerer, dvs. klumping av antistoffer og antigener; nar kokt bakteriekultur blandes
sammen med antiserum spesifikt for bakteriens overflateantigener bindes cellene sammen via

antigen-antistoffbindinger. Disse kan sees som agglutinasjoner.

Heart infusion buljong (HIB) ble inokulert med kolonimateriale og inkubert ved 37 °C = 1 °C.
Etter 18-24 timer ble HIB-buljongen kokt, avkjelt til romtemperatur og tilsatt til brenner pa en

mikrotiterplate sammen med respektivt antiserum. Platen ble dekt med tape og inkubert ved
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50 °C £ 1 °C, og etter 18-24 timer ble resultatene lest av. Agglutinering sees som et jevnt
dekke 1 hele brennen, og tolkes som positiv reaksjon, mens en velavgrenset «knapp» 1 bunnen

av brennen tyder pd negativ reaksjon.

Tabell 4. Sammensetning av mastermiks for amplifisering av virulensgener stx,/stx; og eae,
og O-antigener; 0157, O111, 026, 0103 og 0145 med real-time PCR

Komponent (ul) stxy/stx,* eae*™ 0157 | 0111 026 0103 | 0145

Brilliant III Ultra-Fast

OPCR Master Mix 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5
Forward primer (50 uM) 0,5 0,3 0,25 0,5 0,25 0,25 0,3
Revers primer (50 uM) 0,5 0,3 0,25 0,5 0,25 0,25 0,3
Probe (5 uM) 1,0* 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
milliQ vann 4,5 2.9 6 5,5 6 6 5,9
DNA templat 5 5 5 5 5 5 5
Totalt volum 25 22 25 25 25 25 25

* For stx-typing benyttes en stx/stx; primer-duplex. Det tilsettes 1 pl probe FAM og 1 ul probe HEX for
henholdsvis stx; og stx,.

** Her er det inkorporert en intern amplifikasjonskontroll (IAC) bestdende av 2,5 ul 10x Exo IPC Mix og 0,5 pl
Exo IPC DNA per reaksjon som tilsettes mastermiksen, og det totale volumet ender pé 25 ul. Det benyttes i
tillegg en ekstra brenn for block der 5 ul 10x Exo IPC Block tilsettes i stedet for DNA templat.

2.2.7.2 Virulens karakterisering

Ved bruk av real-time PCR skulle stx,,-positive isolater testes for tilstedevaerelse av stx;- og
eae-virulensgener. Mastermikskomposisjonen er beskrevet i tabell 4. For referansestammer se

tabell 1, for PCR-program se tabell 2 og for primere og prober se tabell 3.

Isolatene der stx) ble pavist ble videre subtypet. Subtyping av stx;,, stxic og stxiq ble utfort

med konvensjonell PCR etterfulgt av gelelektroforese.

PCR-reaksjonen ble utfort i en 25 pl reaksjonsblanding bestdende av: 12 pl Mastermix
(HotStart, Qiagen), 1 ul av hver av de fire primerne for vix/c og vixid (5 uM), 2 ul av hver av
de to primerne for vexZa (5 uM), 3 pl milliQ vann og 2 ul DNA-templat. Samtlige primere
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kan brukes i en PCR-triplex for subtyping av stx;, og en oversikt over disse er vist i tabell 5.

PCR ble kjort under forholdene som vist i tabell 6 (BIO-RAD T100™Thermal Cycler).

PCR-produktene ble visualisert med gelelektroforese. 10 ul PCR-produkt ble blandet med 2,5

ul gelloading buffer (6 x DNA Gel Loading Dye, Thermo Fisher Scientific) og separert pa 1,5

% agarosegel (lagd 1 TBE-buffer) og farget med 10 pl Gelred (Thermo Fisher Scientific).
Gelen ble kjort pa 80 V 0og 400 mA 1 90 minutter. GeneRuler™ 50 bp DNA ladder (Thermo
Fisher Scientific) ble brukt som sterrelsesmarker. Gelen ble fotografert med BIO-RAD

Molecular Imager® ChemiDoc™ XRS+ Imaging System (Bio-Rad Laboratories).

For ytterligere detaljer om metoden henvises det til (Scheutz et al., 2012a).

Tabell 5. Primere benyttet til stx;-subtyping

Amplikon
Subtype Primer* Sekvens (5°-3°) storrelse Referanse
(bp)
sty vixla-F1 | CCTTTCCAGGTACAACAGCGTT 478
! vixla-R2 | GGAAACTCATCAGATGCCATTCTGG
sty vixIc-F1 CCTTTCCTGGTACAACTGCGGTT 250 (Scheutz et
¢ vixIc-R1 | CAAGTGTTGTACGAAATCCCCTCTGA al., 2012a)
CAGTTAATGCGATTGCTAAGGAGTTTAC ’
vixld-F1
Stx1q C 203
vixld-R1 | CTCTTCCTCTGGTTCTAACCCCATGATA

* ] tabellen er vix = stx

Tabell 6. PCR-program for subtyping av stx;

Mailgen Konvensjonell PCR-program Tid (sekunder) Temperatur (°C)
Trinn 1: Taq aktivering 900 95
Trinn 2 50 94
Multiplex stx, PCR 35 sykler Tr¥nn 3 40 62
Stee. st Trinn 4 60 72
fo Trinn 5 180 72
Trinn 6: Lagring av PCR -produkt
.. ° 0 4
for kjering pa agarosegel
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2.2.7.3 Helgenomsekvensering

Som beskrevet i punkt 2.2.2.2 ble DNA ekstrahert ved QIAamp DNA Mini Kit® (Qiagen,
Hilden, Germany) og DNA-kvalitet ble malt med NanoDrop 2000 Spectrophotometer
(Thermo Scientific, USA). DNA fra to isolater (se tabell 9) ble sendt til GATC Biotech for

helgenomsekvensering.

2.2.7.4 Analyse av helgenomsekvenser

Rédata mottatt fra GATC Biotech ble kvalitetskontrollert i programmet FastQC og deretter
ble sekvensene trimmet for a fjerne adaptersekvenser i Trimmomatic (Bolger et al., 2014). De
trimmede sekvensene ble deretter assemblet til contigs 1 Spades (Bankevich et al., 2012).
Preprosesseringen av dataene var ikke en del av oppgaven, og derfor utfert av andre. Web-
basert verktoy fra Center for Genomic Epidemiology (CGE) har blitt benyttet for & analysere

dataene, tilgjengelig pé http://www.genomicepidemiology.org/. Assemblet sekvens fra Spades

ble benyttet. Serotype og virulensgener ble identifisert henholdsvis ved hjelp av serveren

SerotypeFinder 1.1 (Joensen et al., 2015) og VirulenceFinder 1.5 (Joensen et al., 2014).
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3. Resultater

3.1 Screening av DNA ekstrahert fra kjgttdeigprgver for pavisning av stxza

Tidligere screening av de 308 kjottdeigpravene viste at stx;-genet ble pavisti 71 (23 %) av
prevene. Disse 71 stx,-positive prevene ble videre screenet for stxp,. Resultatene viste at stxo,-

genet var tilstede 1 ni av de 71 (12,7 %) provene (Ct-verdier 31,55-42,11).

Vedlegg 1 viser en oversikt over resultatene fra real-time PCR. Pa screeningen er Ct-verdier

kun oppgitt for stxz,.

3.2 Isolering av stxza-positive E. coli

Screening med real-time PCR viste at stxy,-genet var tilstede i totalt ni kjettdeigprover. stxa,-
positive E. coli ble forsegkt isolert fra PCR-positive matriksprover (oppformert buljong lagret
pa -80 °C). Resultatene viste at det var mulig & isolere stx,-positive E. coli fra to av de ni
provene (prove 2017-22-212 og 2017-22-576). Totalt ti stx,-positive kolonier ble isolert og
identifisert med MALDI-TOF. Fra de resterende syv PCR-positive matriksprovene var det

ikke mulig & isolere stxp,-positive kolonier.

Tabell 7 viser en oversikt over de stx,-positive isolatene, med informasjon om prevenummer,
type agarmedium, kolonimorfologi og resultater fra MALDI-TOF. Tabellen viser at det ble
isolert fem stx,-positive kolonier, bide fra prove 2017-22-212 og 2017-22-576. Vedlegg 2
viser kolonimorfologi pa to ulike agarmedium. MALDI-TOF analysen bekreftet ni av de ti
undersokte isolatene som E. coli (en fullstendig oversikt over MALDI-TOF resultatene er vist

1 vedlegg 3).

Tabell 7. En oversikt over stxp,-positive isolater

# | Preve ID Koloni nr. | Isolert fra Kolonimorfologi MALDI-TOF
1 |2017-22-212 10 CHROMagar Bla E. coli
2 | 2017-22-212 15 CHROMagar Bla E. coli
3 |2017-22-212 37 SMACagar Stor, lys rosa E. coli
4 |2017-22-212 38 SMACagar Stor, lys rosa E. coli
5 |2017-22-212 44 SMACagar Stor, lys rosa E. coli

25




6 |2017-22-576 23 CHROMagar Bla med merk prikk E. coli
7 | 2017-22-576 29 SMACagar Mork rosa E. coli
8 | 2017-22-576 32 SMACagar Rosa med mork prikk | Enterobacter asburiae
9 |2017-22-576 39 SMACagar Stor, lys rosa E. coli
10 | 2017-22-576 47 SMACagar Stor, lys rosa E. coli

3.3 Isolering av stx- og eae-positive E. coli

P& forhnd hadde 308 kjettdeigprover blitt screenet for tilstedevaerelse av stx- og eae-gener.

Prover positive for begge virulensgenene ble testet for serogruppe-assosierte gener (026,

0103, 0145 og O157), og de som var negative for undersgkte O-grupper skulle undersogkes

videre 1 denne oppgaven. E. coli med gener for stx og eae ble forsekt isolert fra 15

kjettdeigprover (4,9 % av det totale antallet). Pooler med DNA fra isolatene ble brukt som

templat 1 real-time PCR, og resultatene viste at stx- og eae ble pavist i tre av provene (2017-

22-576,2017-22-709 og 2017-22-979). Resultatene viser ogsa at ingen av de isolerte

koloniene hadde tilstedevarelse av bade stx- og eae-gener, og siden dette var et kriterium for

videre karakterisering ble ingen av isolatene inkludert videre.

Tabell 8 gir en oversikt over prevenummer, type agarmedium og morfologien til koloniene

som ble isolert. Tabellen viser at to isolater var bade stx;- og stx,-positive.

Tabell 8. En oversikt over stx- eller eae-positive isolater

# Prove ID Koloni nr. | stx; | stx, | eae | Isolert fra Kolonimorfologi
1 2017-22-576 31 - - + | SMACagar Rosa med merk prikk
2 2017-22-576 32 + + - SMACagar Stor, lys rosa

3 2017-22-576 33 - - + SMACagar Stor, lys rosa

4 2017-22-576 36 - - + SMACagar Stor, lys rosa

5 |2017-22-709 21 - - + | CHROMagar Bla

6 2017-22-709 27 - - + SMACagar Stor, lys rosa

7 2017-22-709 28 - + - SMACagar Stor, lys rosa

8 2017-22-979 36 - - + SMACagar Stor, lys rosa

9 2017-22-979 37 - - + SMACagar Stor, lys rosa

10 | 2017-22-979 40 + + - SMACagar Stor, lys rosa
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3.4 Karakterisering av stxza-positive E. coli

Totalt fire stxa-positive E. coli-isolater fra to ulike kjettdeigprover (2017-22-212 og 2017-22-
576) ble videre karakterisert. Disse ble isolert fra to ulike agarskéler, og der flere kolonier

hadde lik morfologi pa samme agarmedium, ble den med lavest Ct-verdi valgt.

3.4.1 O-gruppe typing

Pavisning av de fem vanligste O-serogruppene assosiert med sykdom hos mennesker; O157,
Ol111, 026, 0103 og 0145, ble gjort med real-time PCR. Resultatene viste at de fire stx,,-

positive E.coli-isolatene var negative for samtlige O-grupper som ble undersokt.

Ogsa STEC 045, 055, 091, 0104, O113, 0121, O128 og O146 er assosiert med sykdom hos
mennesker. De stx»,-positive isolatene ble derfor ogsd undersekt for disse overflateantigenene
ved hjelp av en agglutineringstest med antisera. Resultatene viste at ingen av isolatene kunne

serotypes med tilgjengelig antisera; det ble ikke pavist noen O-grupper (se vedlegg 4).

3.4.2 Virulens karakterisering

De stx;,-positive isolatene ble ytterligere screenet for stx;- og eae-virulensgener. Real-time

PCR-resultatene viste at samtlige E. coli-isolater var stx;-positve og eae-negative.

Videre ble isolatene stx;-subtypet. Resultatene viste at stxj,-genet ble pavist for alle de fire

Stxp,-positive isolatene. stxjc og stxq ble ikke identifisert (se vedlegg 5).

3.5 Oppsummering: Karakterisering av fire stxza-positive E.coli

Tabell 9 oppsummerer resultatene fra karakteriseringen av fire stx,,-positive E. coli isolert fra
to ulike kjottdeigprover. Ingen av de undersokte O-gruppene ble pdvist. Samtlige isolater var
StX1a- 0g Stx2,-positive, 0g stx|c-, Stx14- 0g eae-negative. | tillegg har to isolater blitt sendt til

helgenomsekvensering.
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Tabell 9. Karakterisering av stxz,-positive E. coli isolert fra norsk kjettdeig

Koloni Virulensgener

Preve ID Morfologi O-gruppe WGS**
nr.

StX1a StX | StX14 StXo, eae

2017-22-212 15 Bla pa CHROM 1P* + - - + - Ja
Stor, lys rosa pa

2017-22-212 44 1P + - - + - Nei
SMAC
Bl4 med merk

2017-22-576 23 ) 1P + - - + - Ja
prikk pA CHROM
Stor, lys rosa pa

2017-22-576 39 1P + - - + - Nei
SMAC

* [P = ikke pavist

** WGS = Whole genome sequencing

3.6 Helgenomsekvensering

DNA fra to isolater ble sendt til GATC Biotech, og karakterisert med webverktoyene

SerotypeFinder og VirulenceFinder. Resultatene fra helgenomsekvenseringen er vist 1 tabell

10.

Prove nr. 212-15 (kjettdeigprave 2017-22-212, koloni nr. 15) har blitt estimert til & vere av
serotype O22:H8, 1 tillegg til 4 inneha flere virulensgener som koder for ulike proteiner. Prove
nr. 576-23 (kjettdeigprove 2017-22-576, koloni nr. 23) har serotype O153/0178:H19, og er
ogsa berer av ulike gener som koder for forskjellige virulensfaktorer. Resultatene fra
helgenomsekvenseringen bekreftet ogsé at begge isolatene var stx;,- 0g stxp,-positive, og

negative for stxjc-, Stx14- 0g eae-gener.
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Tabell 10. Helgenomsekvensering av stx;,-positive E. coli-isolater

Prove nr. Serotype Virulensgener Proteinfunksjon
StX1a Shigatoksin, subtype la
Stxo, Shigatoksin, subtype 2a
ehxA Enterohemolysin
iha Adheranse
iss Okt overlevelse i serum
IpfA Fimbrier
212-15 022:H8 celb Endonuklease colicin E2
cma Colicin M
cha Colicin B
subA Subtilase toksin subenhet
gad Glutamat dekarboksylase
Ekstracellulaer serinprotease,
espP plasmidkodet
StX1a Shigatoksin, subtype la
Stxo, Shigatoksin, subtype 2a
ehxA Enterohemolysin
iha Adheranse
576-23 0O153/0178:H19 iss Okt overlevelse i serum
IpfA Fimbrier
gad Glutamat dekarboksylase
Ekstracellulaer serinprotease,
espP

plasmidkodet
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4. Diskusjon

E. coli-stammer som barer stx-gener har evnen til & produsere Shigatoksin. Spesielt STEC
med genvarianten stx,, har vist 4 kunne forarsake alvorlig sykdom som hemorrhagisk kolitt og
HUS hos menneske. Til tross for dette er STEC med subtype stx2, lite undersekt 1 mat og dyr.
Hensikten med denne studien var derfor & undersegke forekomsten av stx;,-genet 1 norsk
storfekjottdeig, og forseke a isolere og karakterisere stx»,-positive STEC. Det er sterk
assosiasjon mellom STEC-stammer som er barere av eae-genet og evnen til & forarsake
alvorlig sykdom hos mennesker (Mora et al., 2007), og derfor ble det ogsé forsekt & isolere

bakterier positive for stx- og eae.

4.1 Screening av kjgttdeigprgver for tilstedevaerelse av stxz.-genet

Ved screening av 71 stxs-positive kjettdeigpraver for tilstedevarelse stx,,, indikerte PCR-
resultatene 1 denne studien at genet var tilstede 1 12,7 % av provene (totalt ni kjettdeigprover).
Dette kan tilsynelatende virke heyt, men pdfelgende isolering av STEC er nedvendig for &
bekrefte at PCR-positivt resultat er fremkalt av virulensgener som ogsa er tilstede i de isolerte

koloniene (Auvray et al., 2009).

Pévisning av STEC fra naringsmidler er spesielt utfordrende fordi selv et fatall bakterier (<
100) er nok til & forarsake alvorlig sykdom hos menneske. Bakteriens lave infektive dose
innebaerer ogsa at vekst 1 neringsmidler ikke er nedvendig for a forarsake infeksjon
(Livsmedelsverket, 2016). Sensitive laboratoriemetoder som kan pavise et lavt antall STEC
fra matriksprover er nedvendig, men for & oppnd detekterbare nivéer av bakterien er et
oppformeringssteg avgjerende for pdvisning og isolering (Fratamico et al., 2009; Verhaegen
et al., 2016). Ved oppformering okes antall STEC ved & inkubere provematerialet 1 et ikke-
selektivt neringsmedium; BPV brukes blant annet i tilfeller der det er forventet lave nivaer
(eks pga. mangfoldig mikroflora i preven), for & resuscitere stressede STEC eller for

oppformering fra fryst tilstand (ISO/TS13136:2012(E); Verhaegen et al., 2016).

Positivt PCR-resultat kan blant annet vare fremkalt av frie Shigatoksin-kodende bakteriofager
(Stx-fager) (EFSA, 2013). Stx-fagene berer stx-gener, og dersom en apatogen E. coli tar opp
disse bakteriofagene ved transduksjon kan denne gjores om til en patogen STEC. Studier har
vist at Stx-fager kan finnes fritt (frie Stx-fager) i mat og milje forurenset med feces (Martinez-

Castillo et al., 2013). Stx-fagene kan fungere som «overlevelseskapsler» for stx-gener, og pa
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den maten kan de opprettholdes over lang tid utenfor en vertscelle. Stx-fagene i denne formen
kan forbli infektive, og kan senere tas opp av en mottakelig vert. Dette kan vere et problem
spesielt 1 neringsmiddelindustrien fordi Stx-fagene ikke nedvendigvis blir inaktivert (er mer
resistente) med samme behandling nedvendig for & fjerne bakteriene (Bergan et al., 2012).
Stx-fagenes antall og bestandighet kan vare en viktig arsak til genetisk variasjon og utvikling
av nye STEC-stammer (Muniesa et al., 1999). Man kan altsa ikke utelukke at PCR-positive

resultater for stx skyldes tilstedevarelse av frie Stx-fager (Martinez-Castillo et al., 2013).

Dersom det er dede bakterier som hadde stx-genet tilstede 1 proven, vil ogsa disse kunne gi
positivt PCR-signal. I tillegg er det ogsa vist at stx-gener kan mistes (Karch et al., 1992).
Evnen til & ta opp og miste stx-gener endrer dermed bakteriens patogenitet, og en STEC-
stamme som har mistet sitt Stx-fag-genom kan bli ufarliggjort (Bielaszewska et al., 2007;

Feng et al., 2001).

4.2 Isolering

Resultatene fra denne studien viste at stxp,-positive STEC ble isolert fra to av ni
kjettdeigprover. Fra de syv resterende PCR-positive provene var det ikke mulig & isolere stxz,-
positive kolonier. Dette gir en isolasjonsrate for stx», pa 22 % av de stxa,-positive provene.
Det finnes ikke, sa vidt vi vet, lignende studier pa forekomsten av stx», 1 kjottdeig eller for den

saks skyld neringsmidler generelt, slik at ssmmenlignbare data ikke er tilgjengelig.

Isolering er nedvendig for a bekrefte at det PCR-positive resultatet er fremkalt av gener som
ogsa er tilstede 1 levende bakterieceller (ISO/TS13136:2012(E)). Det er problematisk & isolere
STEC fra PCR-positive praver, og isolasjonsraten fra komplekse matriksprover er ofte lav
(Auvray et al., 2009; Perelle et al., 2007). Det er ogsa nedvendig med pavisningsmetoder som
kan skille STEC fra apatogene E. coli. Spesielt non-O157 STEC er vanskelig & isolere da
disse ikke har typiske biokjemiske egenskaper som gjor at de skiller seg fra andre E. coli. For
STEC O157:H7 er isolasjonsraten generelt hoyere da det finnes selektive medium spesifikt
for denne serotypen. I tillegg er IMS en effektiv metode for & isolere O157 fra bakgrunnsflora
(EFSA, 2013). IMS er derimot mindre effektivt for isolering av non-O157 STEC-stammer
(Fratamico et al., 2009).

E. coli med ulik morfologi kan vare berere av stx-gener, sd for & gke seleksjon av potensielle

STEC (egke sjansen for & oppdage mistenkelige E. coli-kolonier) ble to forskjellige medier
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benyttet. I dette forsgket ble stxz,-positive STEC isolert fra bAde CHROMagar™ O157 og
SMACagar. PA CHROMagar™ O157 var kolonimorfologien enten bla eller bla med en merk
prikk, og pa SMACagar var morfologien enten store og lyserosa eller sma og rosa med en
mork prikk (se figur 6.2, vedlegg 2). Det samme var tilfellet for de stx- og eae-positive
isolatene. Dette kan betraktes som typisk E. coli-morfologi p4 SMACagar og CHROMagar™
0157, men fenotypisk variasjon pa ulike medier forekommer og stx,,-positive STEC kan ikke
skilles fra andre E. coli ved hjelp av kolonimorfologi. Kolonier med ulike morfologi ber

derfor vurderes som mistenkelige og inkluderes ved isolering av STEC.

Lav STEC-isolasjonsrate av stx-positive screeningprover har ogsa vert tilfellet 1 tidligere
studier (Hoang Minh et al., 2015). En mulig arsak til dette er at STEC er tilstede i et sveert lavt
antall 1 forhold til bakgrunnsfloraen i praven, eller som nevnt tidligere tilstedevarelse av dede

bakterier eller frie Stx-fager 1 kjottdeigproven (Hoang Minh et al., 2015).

Produksjon av Shigatoksin og intimin er de to viktigste virulensmekanismene til en typisk
STEC-stamme (Paton & Paton, 1998), og screening for tilstedeverelse eller fraver stx- og
eae-gener er innledende steg 1 pavisningen av patogene STEC. I denne studien ble det forsekt
a isolere bakterier positive for bade stx- og eae-gener. Resultatene viste at stx- og eae-positive
E. coli ble isolert fra tre av de 15 pravene 1 pooler. Det var derimot ingen av isolatene som
hadde tilstedevarelse av bade stx- og eae-genet 1 samme koloni. Dette understreker
viktigheten av & isolere bakteriene; ved deteksjon av flere virulensgener i samme prove betyr
ikke dette nedvendigvis at den samme bakterien barer gener for flere av virulensfaktorene
(Kagkli et al., 2011; Madic et al., 2009). Praver som er positive pd PCR, og der man ikke
greier & isolere bakterier som inneholder virulensgener, er utfordrende bade for myndigheter,

produsenter og radgivere.

4.3 Identifisering av E. coli

MALDI-TOF ble benyttet for & identifisere isolatene som E. coli. Da stx,,-positive isolater ble
identifisert med MALDI-TOF viste resultatene at det ene isolatet var en Enterobacter
asburiae. En mulig forklaring pa dette kan vere at Enterobacter har et gen som ligner sx;,-
genet og at primeren derfor binder uspesifikt og gir et positivt PCR-resultat. Eventuelt kan det
ha skjedd en kontaminering av skalene med Enterobacter asburiae, slik at det er en blanding

av E. coli og E. asburiae som er testet pa PCR.
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Denne verifiseringen er viktig da stx;-subtyper er vist & kunne vere tilstede 1 andre
Enterobacteriaceae enn E. coli, som Citrobacter freundii (stx,q), Enterobacter cloacae (stx,,)
og Escherichia albertii (stxyq), 1 tillegg til Acinetobacter haemolyticus (stx»,) (Scheutz et al.,
2012b). Dessuten kan positive PCR-signaler skyldes at primeren har dannet uspesifikke
bindinger til DNA-templatet; dersom gensekvensen er sveert lik kan primer binde og
amplifisere «feil» gen. For eksempel har stx;, og stx,. nert beslektede DNA-sekvenser

(Jinnerot et al., 2018).

4.4 Karakterisering av stxz,-positive STEC

Forskjellige stammer av STEC representerer ulik risiko for alvorlig sykdom, og variant av
Shigatoksin/Stx-subtype, i kombinasjon med tilstedevarelse av andre virulensfaktorer er vist
a gjore noen stammer mer virulente enn andre. Karakterisering av isolater er derfor essensielt

for & vurdere den mulige risikoen.

I denne studien ble fire stx»,-positive E. coli-isolater fra to ulike prever karakterisert, og
resultatene fra O-gruppe typingen viste at ingen av de fem vanligste serogruppene assosiert
med sykdom ble pavist. Siden humanpatogene STEC ikke er begrenset til kun disse
serogruppene ble ogsa O-antigenene 045, 055, 091, 0104, O113, 0121, O128 og O146

undersokt, men heller ikke disse serogruppene ble pavist hos isolatene.

To av de stxp,-positive isolatene ble sendt til sekvensering for videre karakterisering, og
resultatene fra helgenomsekvensering viste at prove nr. 212-15 (kjettdeigprove 2017-22-212,
koloni nr. 15) ble estimert til 4 vare av serotype O22:H8, og preve nr. 576-23 (kjeottdeigprove
2017-22-576, koloni nr. 23) hadde serotype O153/0O178:H19.

E. coli O22:H8 er sjeldent assosiert med sykdom hos menneske (Martorelli et al., 2017), og
man har lite kunnskap om denne. Ferndndez og medarbeidere konkluderte i sin studie med at
STEC O178:H19, som har blitt isolert fra HUS-pasienter, kan vare barer av virulensgener
forbundet med utvikling av alvorlig sykdom, og at det burde vurderes & teste for serotypen

rutinemessig (Fernandez et al., 2013).

I folge EFSA er STEC-stammer som tilherer serogruppene 026, 0103, O111, O145 og O157
(«top fivern) de som oftest er assosiert med alvorlig sykdom og utbrudd i Europa (EFSA,
2013). Disse STEC-stammene er ansett som de mest patogene, og er av spesiell bekymring

for folkehelsen (Perelle et al., 2007). Det finnes for gvrig bade stx-positive og stx-negative
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stammer innenfor de ulike O-serogruppene (Perelle et al., 2007), slik at pavisning av
serogruppe ikke er mal pd om stammen har sykdomsfremkallende egenskaper. O-gruppen
benyttes hovedsakelig til pavisning av bakterien (fenotype), og ukjent serogruppe gjor det

derfor vanskelig a finne rett bakterie ved for eksempel utbruddsoppklaring.

Patogene stammene av STEC har gener for Stx1 og/eller Stx2, i tillegg kan de inneha det
intimin-kodende genet eae (Boerlin et al., 1999; Kagkli et al., 2011). Det har flere ganger blitt
observert at STEC isolert fra HUS-pasienter ofte har virulensgenene stx,, og eae (Friedrich et
al., 2002; Jenkins et al., 2003; Persson et al., 2007). Resultatene fra virulenskarakteriseringen
viste at de stx;,-positive E. coli isolatene var stx),-positve og stx|c-, StX14- 0g eae-negative.
Resultatene fra helgenomsekvenseringen bekreftet ogsa at dette var tilfellet for de to
undersokte isolatene. Sekvenseringsresultatene viste ogsa at isolatene fra begge prover
(serotype O22:H8 og O153/0178:H19) i tillegg hadde gener for ulike virulensfaktorer, blant
annet ehxA, iha, IpfA og espP, som koder for henholdsvis enterohemolysin, adheranse,
fimbrier og serinprotease (se tabell 10). En studie av Miko og medarbeidere undersakte
serotype O178:H19, og fant at stammer av STEC O178:H19 ble isolert fra storfe og produkter
av storfe, men ogsa en stamme ble isolert fra en pasient med HUS. Flere av disse stammene
(inkludert HUS-stammen) var i likhet med resultatene i denne studien eae-negative, og
positive for stx1,-, Stx2,-, ehxA-, iha-, IpfA- og espP-virulensgener (Miko et al., 2014). De
konkluderte 1 sin studie med at de stx,,-positive, eae-negative STEC O178:H19, med de hittil
mindre kjente virulensfaktorene, muligens kan bidra til 4 gke stammens patogenitet (mulighet
for adheranse og toksinproduksjon), og at disse stammene potensielt utgjor en risiko for

alvorlig sykdom (Miko et al., 2014).

Alle fire stx;,-positive isolater som ble undersegkt i denne studien var negative for det intimin-
kodende genet eae. Intimin er ansett som en viktig virulensfaktor, slik at fraveer kan indikere
at stammene er mindre virulente/humanpatogene. Allikevel har LEE-negative STEC-stammer
veert arsak til sporadiske tilfeller og utbrudd av hemorrhagisk kolitt og HUS (Mora et al.,
2007; Scheutz, 2014), noe som tyder pa at produksjon av intimin ikke er essensielt for STEC
patogenese (Mora et al., 2007). Dessuten, med tilstedeverelse av andre virulensgener, er det

mulighet for andre potensielle virulensmekanismer.
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4.5 Konklusjon og videre arbeid

Sa vidt vi vet er ikke stx,-positive STEC undersekt 1 kjottdeig eller neringsmidler tidligere.
Detter er derfor den forste studien pé forekomsten av stx», 1 kjottdeig, og sammenlignbare data

er ikke tilgjengelig.

Resultatene 1 denne studien viste at ni av de 71 (12,7 %) screeningprevene var positive for
stxaa-genet. Videre ble stxaq-positive STEC isolert fra totalt to av ni kjettdeigpraver, og fra
disse ble fire stxp,-isolater karakterisert. STEC-isolatene var stx;,- 0g stxi,-positive, noe som
kan tyde pé at de er humanpatogene. Allikevel ble ingen av de vanligste serogruppene
assosiert med sykdom, og heller ikke det intimin-kodende genet eae, nodvendig for & binde
seg 1 tarmen pavist. [solatene hadde derimot gener for andre potensielle virulensmekanismer,
ogsé for evne til adheranse, men betydningen av disse er forelopig mindre kjent. Basert pa
isolatenes virulensprofil kan man ikke utelukke muligheten for at de kan forarsake sykdom

hos mennesker.

For ovrig tyder resultatene fra denne studien pa at forekomst av stx,-positive E. coli i norsk
storfekjottdeig er lav. Allikevel ble stxz,-positive STEC isolert fra to prever, noe som
indikerer at kontaminering av STEC har funnet sted i ett eller annet trinn 1
naringsmiddelkjeden. Det er viktig & opprettholde gode slakterutiner for & unnga
kontaminering og krysskontaminering, og pa den méaten forhindre at STEC kommer inn i
naringsmiddelkjeden. Det skal i den sammenheng nevnes at kjottdeig er et produkt som

varmebehandles, og ved hey nok kjernetemperatur vil ikke STEC kunne overleve.

Det er utfordrende & isolere STEC, og PCR-positive prover uten funn av bakterien fra
matrikspreven er problematisk. Videre utvikling av raske og sensitive laboratoriemetoder for
pavisning, isolering og karakterisering er vesentlig. Fra et fremtidig perspektiv vil ogsa
utvikling av nye patogene varianter av STEC, som kan oppsta gjennom utveksling av
virulensgener, vere av betydning for pavisningsmetodene i fremtiden. I den sammenheng kan
sekvenseringsteknologi spille en stor rolle. Det er viktig & gjennomfere tilsvarende
kartlegginger for & {4 oppdatert kunnskap om og for & folge med pa utviklingen av

forekomsten av stx;,-positive STEC og STEC generelt.
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6. Vedlegg

6.1 Vedlegg 1

En oversikt over resultatene fra screening for stx,, med real-time PCR er vist i tabell 6.1. Ct-

verdier er vist for de stx,-positive provene.

Tabell 6.1. Real-time PCR-resultater fra screening av DNA ekstrahert fra kjottdeigprover

Resultat screening
Prove ID
Stx, Stxa, (Ct)

2017-22-66 (pos)* 33,89
2017-22-212 pos 39,10
2017-22-576 pos 31,55
2017-22-615 pos 40,92
2017-22-824 pos 41,47
2017-22-826 pos 42,11
2017-22-905 pos 41,27
2017-22-917 pos 39,57
2017-22-1047 pos 37,14

* Svakt positivt resultat

6.2 Vedlegg 2

Figur 6.2 viser E. coli-kolonimorfologi pé to ulike agarmedium. I forsek pa 4 isolere E. coli
med tilstedevaerelse av stx;-, stxp-, Stxz,- 0g eae-gener ble det benyttet SMACagar og

CHROMagar™ O157.
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Figur 6.2. Typisk E. coli-morfologi pa SMACagar (t.v.) og CHROMagar™ O157 (t.h.)

6.3 Vedlegg 3

Identifisering av bakterieisolater ble gjort med MALDI-TOF. Analysen bekreftet ni av de ti
undersekte isolatene som E. coli, som vist i tabell 6.3. Isolat nr. 32 fra preve ID 2017-22-576

ble identifisert til & vaere av slekten Enterobacter. Her ble metoden gjentatt pé étte nye

kolonier fra gjeldende prove, og samtlige ble identifisert som Enterobacter. For MALDI-

TOF er en treffverdi («score value») > 2 & regne som palitelig identifisering.

Tabell 6.3. Identifisering av bakterieisolater med MALDI-TOF

Koloni | Organisme Organisme
# | PreveID Treffverdi Treffverdi
nr. (best treff) (nest best treff)
1 |2017-22-212 | 10 Escherichia coli 2,62 Escherichia coli 2,51
2 | 2017-22-212 | 15 Escherichia coli 2,52 Escherichia coli 2,44
31 2017-22-212 | 37 Escherichia coli 2,47 Escherichia coli 2,38
4 | 2017-22-212 | 38 Escherichia coli 2,50 Escherichia coli 2,38
5| 2017-22-212 | 44 Escherichia coli 2,38 Escherichia coli 2,35
6 | 2017-22-576 | 23 Escherichia coli 2,33 Escherichia coli 2,29
7 | 2017-22-576 | 29 Escherichia coli 241 Escherichia coli 2,35
Enterobacter Enterobacter
8 | 2017-22-576 | 32 2,21 2,16
asburiae kobei
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9 | 2017-22-576 | 39 Escherichia coli 2,44 Escherichia coli 2,31

10 | 2017-22-576 | 47 Escherichia coli 2,38 Escherichia coli 2,33

6.4 Vedlegg 4

Figur 6.4 viser resultatene fra agglutineringstesten med antisera. Agglutinering sees som et
jevnt dekke 1 hele brennen, og tolkes som positiv reaksjon, mens en velavgrenset «knapp» 1

bunnen av brennen tyder pd negativ reaksjon. Resultatene viste at ingen av de undersgkte O-

gruppene ble pavist for de fire stxp,-positive isolatene.

Figur 6.4. Agglutinering med antisera for bestemmelse av serogrupper. Isolat nr. 15 og
44 fra prove 2017-22-212 (rad 1, henholdsvis brenn 1 og 2 pa figuren) og isolat nr. 23 og 39
fra prave 2017-22-576 (rad 1, henholdsvis brenn 3 og 4 pa figuren) ble undersekt for
overflateantigenene 045, 055, 091, 0104, O113, O121, 0128 og O146. Bildet viser at ingen
av de undersgkte O-gruppene ble pavist. Rad 1, brenn nr. 6-9 er negative kontroller. Det ble
benyttet positive kontroller for 045, O55 og O113.
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6.5 Vedlegg 5

Figur 6.5 viser PCR-produktene fra subtyping av stx; visualisert pa agarosegel. Bildet viser at

stxia-genet ble pavist for alle de fire stx;,-positive isolatene, mens stx|. og stxiq ble ikke

identifisert.

Figur 6.5. stx;-subtyping. Figuren viser at det 1 bronn 1 og 10 er applisert 50 bp DNA ladder.
Brenn 2-5 viser at stx,-genet pa identifisert for samtlige isolater. stx;,- positiv kontroll (PK)
er vist i brenn 6. Brenn 7 og 8 er stx) .- og stx4-positive kontroller. Negativ kontroll (NK) er
vist 1 brenn 9.
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