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Bakgrunn og formal

EU-Kommisjonen anbefaler at det kontrolleres og kartlegges for meldragye i korn. Formalet med dette er
blant annet a fremskaffe flere analyseresultater som grunnlag for a vurdere bakgrunnsverdier og
eventuelle endrede grenseverdier. Navaerende grenseverdi er 1000 mg/kg korn (0,1 vekt % sklerotier av
meldrgye = Claviceps purpurea).

Mattilsynet utarbeidet derfor en pravetakingsplan for uttak av kornprgver for a kartlegge forekomst av
meldrgye i korn (for) hgstet i 2012. Formalet med planen var a kartlegge forekomst av meldraye og dens
toksiner (ergotalkaloider) i rug/rughvete/triticale, hvete og bygg i trad med EU-Kommisjons anbefaling
2012/154/EU om kontroll med forekomst av ergotalkaloider i for og naeringsmidler. Ved overskridelse av
grenseverdier for meldraye pa 1000 mg/kg i et sporbart parti kan det vaere aktuelt a iverksette tiltak.

Pravene ble sendt Veterinarinstituttet for analyse, og Veterinaerinstituttet har pa oppdrag fra
Mattilsynet analysert 36 prever av norskprodusert korn. Prgvene ble innsendt fra ulike distriktskontor i
lgpet av hgsten 2012 (jfr. tabell 1).

Metoder

MEO02_154 “Meldrgye — kvantifisering”.

Metoden beregner vekt % av meldgye sklerotier per kg korn i trad med EFSAS anbefaling. A-prgve og B-
preve ble undersgkt separat. Begge prever ble veiet, deretter spredt utover en stor lys flate for visuell
inspeksjon (Figur 1). Paviste sklerotier av meldaye ble plukket ut og veiet separat for vekt % beregning.

Figur 1. Kornprgve av rug (A) og bygg (B) med meldrayesklerotier (hvite piler).
Foto: Elin Rolen (A) og Berit Tennesen (B), Veterinaerinstituttet.

Analysens usikkerhet: Det er alltid usikkerhet forbundet med visuell inspeksjon, ferst og fremst i forhold
til risiko for underestimering. Imidlertid er sklerotiene svarte, karakteristiske og sterre enn kornene.
Ngye gjennomgang skal derfor fange alt.

Alle sklerotier ble plukket ut og vurdert av ekspertise for morfologisk verifisering. | tillegg ble et utvalg
representative sklerotier for hver kornsort analysert molekylaert for artsverifisering (= identifisering av
Claviceps purpurea) ved hjelp av DNA sekvensering. Vi vurderer derfor resultatene som presise, uten
risiko for overestimering og med minimal risiko for underestimering.

MEO05_193 “Ergotalkaloider - semikvantitativ bestemmelse med LC-MS/MS”.

Metoden paviser og kvantifiserer de seks ergotalkaloidene som ifalge EFSA anses som de viktigste og
hyppigst forekommende: ergometrin, ergotamin, ergosin, ergocristin, ergocryptin (a- og B-isomere) og
ergocornin, samt deres epimerformer (se ytterligere bakgrunnsinformasjon under).

Sklerotiene ble lagt tilbake i samleprgvene (A- og B- separat). A-pragven ble kvernet og 10 ¢ homogenisert
prove tatt ut for videre analyse. Metoden bestod kun av et ekstraksjonstrinn med etterfalgende LC-
MS/MS analyse. Denne tilnaermingen uten opprensing av ekstraktet innebaerer vanligvis en del
matrikseffekter (gjerne opp til 20 %), men siden Veterinaerinstituttet per i dag ikke rutinemessig utfarer
kvantitative analyser pa ergotalkaloider har vi ikke en validert metode gaende. Resultatene ma derfor
betraktes som semikvantitative.
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Valgte metode ble ansett som en tidsbesparende tilnaerming som gjorde at vi kunne levere
semikvantitative resultater egnet for formalet pa relativt kort varsel. Det finnes et sertifisert
referansemateriale for ergotalkaloider pa markedet, men dette har vi forelgpig ikke rukket a teste.

Resultater

Fem av provene overskrider EUs grenseverdi (1000 mg/kg korn = 0,1 %) for A-preven. Dette gjelder
prevene merket 08841 (rug; 0,14%), 09867 (rug; 0,23%), 04304 (rug; 0,11%), 04305 (rug; 0,16%), og 01806
(rug; 1,33%). Dette gjentok seg i tre av de respektive B-prgvene: 09867 (rug; 0,17%)], 04305 (rug; 0,13%),
og 01806 (rug; 1,36%), se tabell 1. De resterende to B-pravene (08841 og 04304) ligger rett under 0,1 %.
Til sammenligning er ogsa grenseverdier for Australia (=0,05%) og USA/Canada (= 0,03%) angitt og
markert tabell 1. Syv av prgvene overskrider grenseverdiene for Australia og USA/Canada (fremdeles kun
praver av rug), mens meldraye ble pavist under laveste grenseverdi (<0,03 %) i ytterligere seks A-praver
og ti B-praver (bygg, hvete og rug). Molekylaere undersgkelse bekreftet at undersgkte sklerotier fra alle
kornslag var 100% identiske med ITS-sekvenser av Claviceps purpurea. ITS-sekvenser benyttes til
“barcoding” (artsidentifisering) av sopp, og skiller ogsa pa genotyper. Vi paviste to ulike C. purpurea
genotyper (G1 og G2), hvor G1 ble pavist bade for rug, hvete og bygg, mens G2 ble pavist for rug og
hvete.

Det ble pavist en rekke ergotalkaloider i pravene, ogsa i noen praver hvor det ikke ble pavist sklerotier
(tabell 2). Det finnes ingen angitte grenseverdier i EU for ergotalkaloider, mens Canada og Uruguay har
en grenseverdier pa henholdsvis 3 mg/kg og 0,45 mg/kg i korn brukt til dyrefor. Ingen av tallene i det
undersgkte materialet overskrider grenseverdiene for Canada, men overskrider Uruguays grenseverdi i to
prever: prgve merket 09867 (rug; 0,47 mg/kg av total ergotalkaloider), og preve merket 01806 (rug; 1,6
mg/kg av total ergotalkaloider). Disse pravene inneholdt ogsa flest sklerotier (henholdsvis 0,23 % og
1,33%). For gvrige praver ble det kun pavist lavere konsentrasjoner godt under Uruguay grenseverdi.

Vurdering

| Europa er soppen Claviceps purpurea (vanlig meldrgye) den dominerende arten av Claviceps. Det er
kjent at C. purpurea kan infisere mer enn 400 plantearter, inkludert kornarter som rug, hvete, bygg og
havre, hvorav rug er mest utsatt. Den infiserer dermed ogsa en rekke grasarter som er vanlig
kantvegetasjon langs kornakre (Figur 2).
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Figur 2. Meldraye (Claviceps purpurea) infiserer en rekke arter av gras som er vanlig kantvegetasjon rundt kornakre,
for eksempel hundegras (Dactylis glomerata; A), engsvingel (Festuca pratensis, B), timotei *(Pleum pratense; C) og
kveke (Elytrigia repens; D). Meldreyesklerotier (hvite piler). Foto: Trude Vralstad, Veterinaerinstituttet.

Soppen produserer og akkumulerer en rekke toksiner i sklerotiene (= infiserte korn omdannet til soppens
overlevelsesorgan). Den starste og viktigste gruppen av meldroyetoksiner refereres til som
ergotalkaloider.
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Resultatene indikerer at meldreye kan vaere et starre problem i norsk korn enn hittil antatt. Imidlertid er
det kun prgver av rug som overskrider EUs grenseverdi for vekt% sklerotier. Etter det vi kjenner til er rug
lite benyttet i dyrefor.

Mengdene med ergotalkaloider tilsvarende det som ble pavist i prevene fra denne relativt begrensede
pilotundersgkelsen, vil dermed antakelig utgjgre svaert liten risiko for husdyr. Imidlertid kan mennesker
som spiser mye rug kunne komme over TDI (tolerabelt daglig inntak) ved inntak av tilsvarende mengder
som ble pavist i undersgkte rugpraver

Ytterligere bakgrunnsinformasjon

Produktene av ergotalkaloid-biosyntesen er ergopeptiner som vanligvis utgjgr den sterste andelen av
ergotalkaloider i sklerotier av meldraye. En rekke forskjellige analoger har blitt beskrevet i litteraturen,
men det er seks analoger som anses som de viktigste, og som ogsa EFSA har konkludert med skal innga i
kjemisk analyse av ergotalkaloider: ergometrin, ergotamin, ergosin, ergocristin, ergocryptin (a- og B-
isomere) og ergocornin, samt deres epimerformer som er regnet som inaktive, men som kan lett
omdannes til de aktive epimerene. Alle disse inngikk i den semikvantitative LC-MS/MS metoden som
Veterinaerinstituttet benyttet, og flere av disse toksinene ble ogsa funnet (tabell 2).

Vi kan bekrefte at de seks ergotalkaloidene (og da saerlig ergocristin, ergocryptin og ergosin) er oftest
hovedalkaloidene i de meldrayesklerotiene fra Norge som vi har studert i de siste arene. Men det finnes
unntak. Alle sklerotier inneholder noen prosent ergopeptamer (laktam analoger som er resultatet av en
epimerisering av aminosyren prolin under biosyntesen). Det finnes tilfeller der disse er de dominerende
analogene (Uhlig & Petersen, 2008), men en har hittil aldri undersgkt deres forekomst i korn. Vi har ogsa
upubliserte data som viser at en av gentypene til meldraye (G2, som ble pavist i det undersgkte
materiale bade for rug og hvete) ser ut til & kunne produsere sakalte indol-diterpener. Noen forbindelser
i denne substansgruppen er kjent til a kunne gi tremorgene forgiftninger, men bioaktiviteten til
analogene som vi har funnet har ikke blitt undersgkt.

Basert pa LD50-verdier viser ergotalkaloider moderat oral akutt toksisitet. Subletal akutt eksponering gir
nevrotoksisitet, inkludert uro, endret pupillstarrelse, kraftlashet, skjelving og stive bevegelser. Ved
gjentatt eksponering gir ulike ergotalkaloider hemmet blodsirkulasjon (vasokonstriksjon) - isaer i
ekstremitetene, redusert kroppsvekt, samt diverse hormonelle effekter som bl.a. gir seg utslag i
reproduksjonseffekter som hemmet implantasjon, embryotoksisitet og hemmet laktasjon. Studier fra
rotte indikerer at det ikke er store kvantitative forskjeller i toksisitet mellom undersgkte toksiner
(ergotamin, ergometrin og a- ergocryptin) med ikke-observert-skadelig-effekt-niva (NOAEL) pa 220-600
ug/kg kroppsvekt per dag. Vasokonstriksjon i halen er funnet a vaere kritisk effekt hos rotte, med
beregnet Benchmark doseniva (BMDL10) pa 330 pg/kg kroppsvekt per dag for ergotamin. Fra denne har
EFSA beregnet en human akutt referansedose (ARfD) pa 1 pg/kg kroppsvekt per dag og en TDI pa 0,6
pg/kg kroppsvekt per dag. Da det ikke er pavist store forskjeller i potens mellom undersgkte
ergotalkaloider, regnes ARfD og TDI for summen av de paviste toksinene.

Denne undersgkelsen bekrefter at meldrgye og ergotalkaloider farst og fremst ser ut til a forekomme i
rug. Rug brukes minimalt i dyrefér, og derfor begrenses problemet knyttet til disse toksinene via
kornbasert for. Effektdata for husdyr er noe mangelfullt. Hos okser har man ikke funnet effekter ved ca
9 pg/kg kroppsvekt per dag av totalalkaloider, og heller ikke hos kalver ved ca 30 pg/kg kroppsvekt per
dag. Hos grisunger er vist kritisk effekt (redusert foér-inntak) ved totalalkaloider i omradet 3,6-11 mg/kg
for. Herav er avledet NOAEL pa 150-260 pg/kg kroppsvekt per dag. For kyllinger er vist betennelse i
tarmen ved 2,8 mg/kg for og hgyere, mens eldre fjorfe er antatt a vaere mindre sensitive.

Referanser
EFSA Panel on Contaminants in the Food Chain (CONTAM); Scientific Opinion on Ergot alkaloids in food
and feed. EFSA Journal 2012;10(7): 2798, 158 p.

Uhlig, S.; Petersen, D (2008) Lactam ergot alkaloids (ergopeptams) as predominant alkaloids in sclerotia
of Claviceps purpurea from Norwegian wild grasses, Toxicon, 52, 175-185.
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Veterinaerinstituttet er et nasjonalt forskningsinstitutt innen
dyrehelse, fiskehelse, mattrygghet og dyrevelferd med uav-
hengig forvaltningsstatte til departementer og myndigheter
som primaeroppgave. Beredskap, diagnostikk, overvaking,
referansefunksjoner, radgivning og risikovurderinger er de
viktigste virksomhetsomradene.

Veterinaerinstituttet har hovedlaboratorium i Oslo og
regionale laboratorier i Sandnes, Bergen, Trondheim,
Harstad og Tromsg, med til sammen ca. 360 ansatte.

www.vetinst.no

Tromsg

Stakkevollvn. 23 b - 9010 Tromsg
9010 Tromsg

t77 6192307769 49 11
vitr@vetinst.no

Harstad

Havnegata 4 - 9404 Harstad
9480 Harstad

t 77 04 1550 - f 77 04 15 51
vih@vetinst.no

Bergen

Bontelabo 8 b - 5003 Bergen
Pb 1263 Sentrum - 5811 Bergen
t 5536 38 38 - f 55 32 18 80
post.vib@vetinst.no

Sandnes

Kyrkjev. 334 - 4325 Sandnes
Pb 295 - 4303 Sandnes

t 51 60 3540 - f 51 60 35 41
vis@vetinst.no

Trondheim
Tungasletta 2 - 7047 Trondheim
7485 Trondheim

t 7358 07 50 - f 73 58 07 88

| vit@vetinst.no

Oslo

Ullevalsveien 68 - 0454 Oslo
Pb 750 Semtrum - 0106 Oslo
t 23216000 - f23216001
post@vetinst.no
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