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Sammendrag

Dyr er baerere av noen Escherichia coli (E. coli) som kan gi sykdom hos mennesker (zoonotiske E. coli). Av
disse kan Shigatoksin-produserende E. coli (STEC) forarsake alvorlig sykdom, og da sarlig hos barn.
Drovtyggere er regnet som det viktigste reservoaret for STEC. En annen viktig gruppe E. coli, med mulig
zoonotisk potensiale og som er beslektet med STEC, er atypiske enteropatogene E. coli (aEPEC). Det har
vaert mangel pa nyere norske data vedragrende forekomst hos storfe av E. coli patogene for mennesker.
Med bakgrunn i dette bestilte Mattilsynet en kartlegging av forekomst av potensielt patogene E. coli hos
storfe i Norge. Innsamling av pravemateriale foregikk hasten 2014 med pafglgende analyser de neste
arene.

Det ble samlet inn avfgringspraver fra 179 melkekubesetninger. Oppformerte praver ble screenet for
tilstedevaerelse av genetiske markarer for serogruppene 026, 091, 0103, 0111, 0121, 0145 og 0157. Det
ble utfert isolering og videre karakterisering av bakterier tilhgrende de aktuelle O-gruppene. Et utvalg av
isolater ble karakterisert ved helgenomsekvensering.

Resultatene fra denne kartleggingen viser at forekomsten av STEC av serogruppene 026, 091, 0103, 0121,
0145 og 0157 er lav i norske melkekubesetninger. Videre viser resultatene at det er en storre forekomst
av aEPEC, og da saerlig aEPEC 026, som ble pavist i ca. 15 % av besetningene. For aEPEC 026 ble det ogsa
pavist en geografisk forskjell med hoyest forekomst i region Vest og lavest i region Midt/Nord.

Kartleggingen gir viktig kunnskap til nytte for bade naering, myndigheter og kunnskaps-institusjoner. Selv
om resultatene viser en god situasjon i Norge med lav forekomst av zoonotiske E. coli som kan gi alvorlig
sykdom hos mennesker, er det viktig a gjennomfare kartlegginger med jevne mellomrom for slik a
generere oppdaterte norske data som grunnlag for naering, myndigheter og kunnskapsinstitusjoner.

Summary

Some Escherichia coli (E. coli) from animals may give rise to infections in humans (zoonotic E. coli). Of
these, Shiga toxin-producing E. coli (STEC) may cause severe disease, especially in children. Ruminants
are the most important reservoir for STEC. Another important group of E. coli, with possible zoonotic
potential and also related to STEC, is atypical enteropathogenic E. coli (aEPEC). In Norway, there has
been a lack of recent data with respect to occurrence of E. coli pathogenic to humans, in cattle. Thus, the
Norwegian Food Safety Authority commissioned a survey of potentially pathogenic E. coli in cattle in
Norway. The collection of samples was carried out in 2014 with subsequent analyses the following years.

Pooled fecal samples from 179 dairy herds were collected. Enriched samples were screened for the
presence of genetic markers for the serogroups 026, 091, 0103, 0111, 0121, 0145 and 0157, which are
well known STEC serogroups associated with infection in humans. After screening, isolation and further
characterization of the isolates of serogroups in question were performed. A selection of isolates was
further characterized by whole genome sequencing.

The results from this survey show that the occurrence of STEC of the serogroups 026, 091, 0103, 0121,
0145 and 0157 is low in Norwegian dairy herds. Furthermore, the results indicate that there is a larger
occurrence of aEPEC, in particular aEPEC 026 which was isolated from approximately 15% of the herds. A
geographical difference in occurrence of aEPEC 026 was shown, with highest occurrence in region West
and lowest in region Mid/North.

This survey provides important knowledge for the benefit of both industry, the authorities and knowledge
institutions. Although the results show a good situation in Norway with low occurrence of STEC that may
cause serious illness in humans, it is of importance to carry out similar surveys on a regular basis to follow
the situation and generate updated Norwegian data.
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Bakgrunn

Noen Escherichia coli (E. coli) som finnes hos dyr kan gi sykdom hos mennesker (zoonotiske E. coli). Av
disse kan Shigatoksin-produserende E. coli (STEC) forarsake alvorlig sykdom, og da sarlig hos barn, i form
av blodig diaré med pafalgende nyresvikt (HUS) og eventuelt dgd. En annen viktig gruppe E. coli, med
mulig zoonotisk potensiale og som er beslektet med STEC, er atypiske enteropatogene E. coli (aEPEC).

I 2013 var det en gkning i antall tilfeller av sykdom forarsaket av STEC hos mennesker i Norge. Det har
ogsa de siste arene vaert en gkning i antall rapporterte tilfeller og i 2017 ble det rapportert 405 tilfeller
hos mennesker i Norge (www.msis.no). STEC 0157, 0103, 026 og 0145 er de vanligst rapporterte
serotypene fra sykdomstilfeller hos mennesker i Norge (4, 5). Det er ogsa rapportert sykdomstilfeller fra
mange andre serogrupper, bl.a. 091, 0121 og O111.

STEC er baerer av Shigatoksin-gener (stx), som er regnet som den viktigste virulensfaktoren. Shigatoksiner
kan deles inn i to hovedgrupper; Stx1 og Stx2, som videre er inndelt i subtyper (6). Noen Stx subtyper er
mer assosiert med alvorlige sykdom hos mennesker enn andre. Blant annet er tilstedevaerelse av genet
stx,, oftere assosiert med HUS enn andre subtyper (2). Sykdomsfremkallende STEC inneholder flere
virulensfaktorer, og saerlig eae (som koder for en tilhefting til epitelceller i tarmen) er viktig. aEPEC har
som STEC tilheftingsegenskapen kodet av eae, og deler ogsa mange andre virulensfaktorer med STEC.
Imidlertid er aEPEC ikke baerere av stx.

Definisjoner og forkortelser

STEC Shigatoksin-produserende Escherichia coli; E. coli som er barere av Shigatoksin-
gener (stx)

VTEC verotoxin-produserende E. coli, er det samme som STEC

EHEC enterohemoragisk E. coli, har bade stx- og eae-gener og kan gi alvorlig sykdom hos
menneske (blodig diaré og hemolytisk uremisk syndrom)

aEPEC atypiske enteropatogene E. coli, E. coli som har intimingen (eae), men ikke stx-
gener

HUS hemolytisk uremisk syndrom, en form for nyresvikt

stx gen som koder for Shigatoksin. Har tilsvarende undergrupper som toksinet det
koder for, stx; og stx,, samt undergrupper av disse igjen

eae gen som koder for tilheftingsegenskap (intimin)

ehxA gen som koder for enterohemolysin

O-grupper serogruppering ved hjelp av O-antigener (LPS - lipopolysakkarider) feks. 0157,
026, 0103

H-typer serotyping ved hjelp av H-antigener (flagellaere antigener) feks. H7, H11, H2

Dravtyggere er regnet som det viktigste reservoaret for zoonotiske STEC, mens det er mindre kunnskap om
dyr som reservoar for zoonotiske aEPEC. Det utfares ikke arlig overvaking av zoonotiske E. coli i den
norske husdyrpopulasjonen. Forrige kartlegging ble utfert pa sau i 2006-07. Kartleggingen den gang farte
til gode data pa forekomsten av STEC og aEPEC av serogruppene 026, 0111, 0103, 0145 og 0157 hos sau
(7, 8). For storfe, som er regnet som det viktigste reservoaret for zoonotiske STEC, og ogsa hovedkilden
for sykdomstilfeller hos mennesker, er det ikke utfert tilsvarende og like omfattende kartlegginger.
Studiene som er utfert pa storfe i Norge, er flere ar gamle, fokuserte i hovedsak pa E. coli 0157 og var
den gang utfgrt med mindre sensitive metoder enn det som er tilgjengelig i dag (9-11). Med bakgrunn i
dette bestilte Mattilsynet i 2014 en kartlegging av forekomst av potensielt zoonotiske E. coli hos storfe i
Norge. Innsamling av prevemateriale skulle forega hgsten 2014 med pafslgende analyser de neste arene
etter naermere avtale med Mattilsynet.
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Materiale og metoder

Utvalg av besetninger

Kartleggingen var basert pa tilfeldig utvalg av 200 melkekubesetninger med mer enn 50 kyr. Data om
besetningsstarrelse ble hentet fra registeret for produksjonstilskudd. Pravetaking skulle utfares i perioden
august - oktober 2014.

Provetaking

Innsamling av pravemateriale foregikk i besetningene. Fra hver besetning ble det samlet inn fersk avfgring
fra ti punkter (ca. 1 spiseskje fra hvert punkt), fordelt i besetningen slik at alle aldersgrupper ble
provetatt. Avfgring fra de ti punktene ble samlet i et beger og sendt med kjgling til laboratoriet. Ved
ankomst til laboratoriet ble samleprgven analysert med en gang eller frosset ved -80 °C fram til analyse.

Bakteriologisk analyser

Screening for genetiske markerer i oppformert materiale

Pravene ble analysert som beskrevet i ISO TS 13136:2012, men med enkelte endringer pa rekkefglgen av
analyse-stegene. Fra hver besetning ble 25 g avfgring blandet med 225 ml bufret peptonvann (BPV-1SO),
homogenisert og inkubert ved 37 °C i ca. 18 timer. Figur 1 viser trinnene i videre analyse.

DNA ble ekstrahert fra oppformeringsbuljongen med QlAamp DNA Stool mini kit (Qiagen, Hilden, Tyskland)
i henhold til produsentens anvisninger. Pravene ble screenet for O-gruppene 026, 0103, 0111, 0145 og
0157 ved hjelp av real-time PCR som beskrevet i ISO TS 13136, med unntak for 0145 der primere og probe
beskrevet av Fratamico et al. (12) ble benyttet. Alle primere og prober benyttet i kartleggingen er
beskrevet i Annex 1. Pa bakgrunn av PCR resultatene ble det frosset ned 1-6 rgr med
oppformeringsbuljong og 85 % glyserol ved -80 °C for videre isolering av bakterier (ett rgr per prave
uansett resultat, og ett rgr per positivt PCR resultat).

| tillegg til primaerscreening av materialet for utvalgte O-grupper, ble prevene undersgkt for forekomst av
O-gruppene 091 og 0121, stxq. 0g stx,-genene, subtype stx;,-genet (se egen tekstboks), samt genene aggR
og aaiC (markegrer for enteroaggregative E. coli (EAEC), men som ogsa er pavist i STEC-isolater som f.eks. i
STEC 0104:H4 som var arsak til det store «spire-utbruddet~ i Europa for noen ar siden.). Tabell 1 viser en
oversikt over hvilke gener de oppformerte prgvene ble undersgkt for.

Tabell 1. Oversikt over hvilke gener de oppformerte provene er screenet for med PCR i kartleggingen av zoonotiske E.
coli hos norske melkekubesetninger i 2014.

Undersakt gen | Forklaring

wzx026 Gen assosiert med serogruppe 026

wzy091 Gen assosiert med serogruppe 091

wzx0103 Gen assosiert med serogruppe 0103

wbdlO111 Gen assosiert med serogruppe 0111

wzx0121 Gen assosiert med serogruppe 0121

wzy0145 Gen assosiert med serogruppe 0145

rfbEO157 Gen assosiert med serogruppe 0157

stxy Shigatoksin 1, alle stx; varianter

stx; Shigatoksin 2, alle stx, varianter bortsett fra stx,s

eae Intimin, tilheftningsgen assosiert med EPEC og patogene STEC

aggR Virulensgen assosiert med EAEC og bla. STEC 0104:H4 (spireutbrudd)
aaiC Virulensgen assosiert med EAEC og bla. STEC 0104:H4 (spireutbrudd)
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Figur 1. Oversikt over utfgrte analyser i en kartlegging av zoonotiske E. coli hos norske melkekubesetninger i 2014.

Isolering av bakterier

P& bakgrunn av resultatene fra primaerscreeningen ble det gatt videre med isolering av bakterier
tilhgrende de aktuelle O-gruppene. Pravene ble tint raskt i vannbad ved 50 °C til all is var borte (ca. 1
min) (13)). Deretter stod rgrene ca. 1 time i romtemperatur far 1 ml tint materiale ble overfgrt til 9 ml
fersk BPV-1SO og inkubert ved 37 °C i 2-3 timer. Videre ble automatisk immunomagnetisk separasjon (AIMS)
benyttet for a oppkonsentrere malbakterier (av en bestemt O-gruppe) og fjerne noe av bakgrunnsfloraen.
Etter AIMS ble pravene sadd ut pa Chrom agar 0157 (CHROMagar, Paris, Frankrike) og sorbitol MacConkey
agar (SMAC; OXOID, ThermoFisher Scientific, MA, USA). Praver som ble undersgkt for 026 ble sadd pa
MacConkey agar med rhamnose (RMAC; BD Difco™, NJ, USA) i stedet for SMAC. Etter inkubering (37 °C i 18-
24 timer) ble skalene undersgkt for typiske og mistenkelige kolonier; opptil 30 kolonier fra hver prgve ble
agglutinert med O antiserum, og inntil fem positive isolater (isolater som viste typisk agglutinasjon) ble
rendyrket og tatt vare pa for videre identifisering og karakterisering.

Karakterisering av isolater

Inntil fem isolater per serogruppe per besetning ble verifisert som E. coli i MALDI Biotyper (MALDI-TOF,
Bruker, Bremen, Tyskland). Ett til to isolater per O-gruppe per besetning ble videre verifisert for respektiv
O-gruppe, samt karakterisert for patogene egenskaper (stx;, stx, og eae) vha. real-time PCR som
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beskrevet over. De samme isolatene av serogruppe 026, 0103, 0157 og 0145 ble ogsa undersgkt med
pulsfelt gelelektroforese (PFGE) (PulseNet PFGE protokoll for E. coli 0157:H7, STEC med fler.
https://www.cdc.gov/pulsenet/pdf/ecoli-shigella-salmonella-pfge-protocol-508c.pdf).

Helgenomsekvensering og analyse
Totalt 96 isolater ble karakterisert med helgenomsekvensering. For E. coli 0145 ble ett isolat per positive
besetning valgt ut til sekvensering, totalt fire, for E. coli 0157 ble totalt 16 isolater sekvensert fra ulike
besetninger, for E. coli 026 ble 41 isolater sekvensert fra 37 besetninger og for E. coli 0103 ble det
sekvensert 26 isolater fra ulike besetninger. | tillegg ble atte E. coli 091 fra ulike besetninger og ett E.
coli 0121 isolat sekvensert. DNA fra hvert isolat ble ekstrahert med kit; enten QlAamp DNA Mini kit,
DNeasy Blood and Tissue kit eller QIASymphony DSP DNA Mini kit (alle fra Qiagen).

DNA ble sendt til sekvensering til Norwegian Sequencing Centre, en nasjonal teknologiplattform ved
Universitet i Oslo (med statte fra ulike finansieringsprogrammer ved Norges forskningsrad og helse Sor-
@st). Dataene ble analysert med web-baserte verktay som SerotypeFinder, VirulenceFinder, ResFinder og
Multi locus sequence typing (MLST) E. coli#1 fra Center for Genomic Epidemiology
(https://cge.cbs.dtu.dk/services/).

Statistiske analyser
Univariat analyse ble utfart for a se pa assosiasjoner mellom geografi og forekomst av de forskjellige
genetiske markarer og potensielt patogene E. coli (STEC og aEPEC av forskjellige O-grupper). For a
undersgke geografiske forskjeller ble pravene kategorisert tilhgrende regioner som vist i tabell 2. Den
statistiske analysen ble utfert i STATA versjon 12.0 ved a benytte Fisher’s exact test (STataCorp LP,
Texas, USA). Antall positive besetninger er angitt i prosent med 95 % konfidensintervall basert pa
binominal fordeling og er utregnet vha. R versjon 3.3.0 for Windows (R Development Core Team, 2016).

Resultater og vurderinger

Oversikt over innsamlet materiale
Til sammen ble det innsendt samlepraver fra 179 melkekubesetninger (>50 kyr) i perioden august -
desember 2014. De pravetatte besetningene fordelte seg pa de ulike regioner (Sgr/@st, Vest og

Midt/Nord) som vist i tabell 2.

Tabell 2. Antall besetninger planlagt prevetatt og pravetatte besetninger per region i en kartlegging av zoonotiske E.
coli hos norske melkekubesetninger i 2014.

Antall Antall
Region Fylker planlagt provetatte
provetatt besetninger
@stfold, Akershus, Oslo, Hedmark, Oppland, Buskerud,
ST Vestfold, Telemark, Aust-Agder, Vest-Agder 2 40
Vest Rogaland, Hordaland, Sogn og Fjordane, Mare og Romsdal 94 92
Midt/Nord Sgr-Trandelag, Nord-Tregndelag, Nordland, Troms, 50 38
Finnmark
Totalt 198 179
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Screening for genetiske markerer

Tabell 3 viser oversikt over resultatene fra screeningen for genetiske markgrer. Screeningen anses som
innledende analyser. Videre isolering av bakterier er ngdvendig som forklart under. Imidlertid kan
resultatene benyttes som en indikator pa om det kan vaere bakterier som inneholder de ulike markgrene
til stede i provematerialet.

Tabell 3. Resultater av innledende screening for genetiske markerer for hhv. forekomst av forskjellige O-grupper og
virulensgener i en kartlegging av zoonotiske E. coli hos norske melkekubesetninger i 2014. Videre isolering av
bakterier er ngdvendig a vurdere eventuell patogenitet.

ii::;‘:k Antall positive besetninger % positive besetninger 95 % konfidensintervall

026 70 39,1 31,9 - 46,7
0103 83 46,4 38,9 - 54,0
0111 3 1,7 0,3 - 4,8
0145 4 2,2 0,6 - 5,6
0157 30 16,8 11,6 - 23,1
091 43 24,0 18,0 - 31,0
0121 67 37,4 30,3 - 45,0
stxy 142 79,3 73,0 - 85,0
stx, 168 93,9 89,3 - 96,9
aggR 0 0 0 -20
aaiC 0 0 0 -2,0

Som tabellen viser er det svaert vanlig a pavise flere av de genetiske markgrene slik som enkelte O-
grupper og stx-gener i avfgring fra storfe. Til sammen 100 besetninger var positive for begge stx-genene,
mens det var bare syv besetninger som var negative for stx-gener. Det trenger imidlertid ikke a vaere
sammenheng mellom de paviste markgrene, da de kan veere tilstede i forskjellige bakterier eller fritt i
provematerialet. Positive stx resultater kan ha flere bakenforliggende arsaker; 1) tilstedevaerelse av STEC,
2) rester av genetisk materiale, eller 3) frie stx bakteriofager. Siden PCR paviser genetisk materiale
generelt i pravene og ikke i bakteriene, er det nadvendig & undersgke om de genetiske markgrene er
tilstede i levende E. coli for a kunne si noe om forekomst av patogene E. coli.

Ingen besetninger var positive for aggR og aaiC, markerene for EAEC. EAEC anses i utgangspunktet a vaere
tilpasset mennesker (14), men det er liten kunnskap om EAEC hos dyr. | falge EFSA er det ikke noe bevis
for at dyr er et reservoar for EAEC (14). Resultatene fra denne kartleggingen stgtter oppunder dette da
ageR og aaiC ikke ble pavist i noen av pravene som ble undersgkt.

Det var geografiske forskjeller i forekomst av bade stx; (p=0,007) og stx, (p=0,003) med en lavere
forekomst i Sgr/@st enn i Vest og Midt/Nord (Tabell 4). Tilsvarende var det forskjell i forekomst av 0121
(p=0,001) med lavest forekomst i Sgr/@st. For de andre genetiske markarene ble det ikke pavist
signifikante forskjeller i geografisk fordeling.

Tabell 4. Forekomst av de genetiske markarene stx1, stx, og 0121 hos storfebesetninger i forskjellige geografiske
omrader i innledende screening i kartleggingen av zoonotiske E. coli hos norske melkekubesetninger i 2014.

Forekomst i geografisk omrade (95 % konfidensintervall)
Genetisk marker Sor/@st Vest Midt/Nord
stxy 63,3 % (48,3 - 76,6) 84,8 % (75,8 - 91,4) 86,8 % (71,9 - 95,6)
stx, 83,7 % (70,3 - 92,7) 96,7 % (90,8 - 99,3) 100 % (90,7 - 100)
0121 16,3 % (7,3 - 29,7) 43,5 % (33,2 - 54,2) 50 % (33,4 - 66,6)
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Forekomst av stxzq-positive E. coli hos storfe

Innledning

Shigatoksiner (Stx) er STEC’s hoved virulensfaktor for utvikling av sykdom og hemolytisk uremisk syndrom (HUS) hos mennesker.
Genene som koder for Stx (stx) sitter pa bakteriofager som er integrert i bakteriekromosomet. Det er flere subtyper av bade
stxq og stxz, og noen subtyper er mer assosiert med sykdom enn andre. Subtype stx;, er den som er oftest assosiert med alvorlig
sykdom slik som blodig diaré og HUS (1, 2).

Kunnskap om forekomst av stxza-positive E. coli finnes vanligvis farst nar subtyping av stx genet i bakterier har blitt utfert.
Standard metodikk for screening av prgver direkte for genetiske markgrer har vaert pa stx; og stx; generelt, og ikke sa detaljert
som stx subtyper. Forekomsten av subtype stx;a, samt hvilke E. coli serotyper som er baerere av disse, i de forskjellige
reservoarer er derfor ukjent. | forbindelse med kartlegging av forekomst av zoonotiske E. coli hos storfe i Norge i 2014, ble det
ogsa undersgkt for forekomst av stx;,-positive E. coli.

Materialer og metoder

Det samme prevematerialet fra 179 besetninger som ble benyttet i kartleggingen av zoonotiske E. coli hos norske
melkekubesetninger i 2014, ble benyttet. DNA fra oppformeringsbuljongene ble screenet spesifikt for stx;, ved hjelp av real-
time PCR og det ble gatt videre til isolering fra stx;a-positive praver. Siden stx,, resultatene sees uavhengig av serogruppe, ble
de positive prgvene fortynnet og 100 pl fra passende fortynninger (103 og 104) ble sadd ut pa tre forskjellige agarmedier;
CHROMagar™ 0157 (CHROMagar, Paris, Frankrike), Sorbitol MacConkey agar (SMAC; OXOID, ThermoFisher Scientific, MA, USA) og
MacConkey agar (BD Difco™, NJ, USA). Etter inkubering ved 37 °C overnatt, ble 50 kolonier med typisk eller mistenkelig E. coli
morfologi valgt ut for rendyrking og videre karakterisering. Et utvalg av isolater ble karakterisert med helgenomsekvensering.
DNA fra hvert isolat ble ekstrahert med QlAamp DNA Mini kit (Qiagen, Hilden, Tyskland) og sendt til sekvensering til Norwegian
Sequencing Centre. Dataene ble analysert med web-baserte verktay som SerotypeFinder, VirulenceFinder, ResFinder og Multi
locus sequence typing (MLST) E. coli#1 fra Center for Genomic Epidemiology (https://cge.cbs.dtu.dk/services/).

Univariat analyse ble utfert for a se pa assosiasjoner mellom geografi og forekomst av den genetiske markgren stx;,. Den
statistiske analysen ble utfert i STATA versjon 12.0 ved & benytte Fisher’s exact test (STataCorp LP, Texas, USA). Antall positive
besetninger er angitt i prosent med 95 % konfidensintervall basert pa binominal fordeling og er utregnet vha. R versjon 3.3.0 for
Windows (R Development Core Team, 2016).

Resultater

Til sammen 30 besetninger (16,8 %, 95 % Kl: 11,6 - 23,1 %) var positive for tilstedevaerelse av stx;, ved screeningen. Det var
geografiske forskjeller i forekomst av stx;, med 8,2 % i region Ser/@st, 15,2 % i region Vest og 31,6 % i region Midt/Nord
(p=0,018).

Fra 15 av disse 30 besetningene ble det isolert E. coli med stxza, tilsvarende en 8,4 % (95 % Kl: 4,8 - 13,4) forekomst av E. coli
med stxz, i norske melkekubesetninger. Det ble valgt ut 25 isolater til videre karakterisering. Resultatet er vist i Tabell 1.

Tabell 1. Karakteristikk av stx2a-positive E. coli basert pa fylogruppe, serotype, MLST og de viktigste virulensgenene.

Fylogruppe | Serotype MLST Virulens gener besl-c\ert‘;?:ger isA:;;:(lelr
0165:H25 ST-119 stxac*, eae, ehxA 1 2
A 050/02:H27 ST-10 stXza, ehxA (7/9) 6 9
0101/0162:H33 ST-330 stxz2a, eae, ehxA 1 2
026:H11 ST-21 Stxza, eae, ehxA 1 2
0113:H21 ST-223 Stx2a, ehxA 1 2
B1 0168:H8 ST-718 StXza, StX1a (1/3) 2 3
084:H2 ST-306 | stxza, StX1a, €ae, ehxA 2 3
ONT:H28 ST-156 Stx2a, ehxA 1 1
ONT:H29 ST-515 stxza 1 1
Totalt 16** 25

*To isolater var stxza-positive ved real-time PCR, mens WGS analyser viser at isolatene er stxzc og ikke stxza
**En besetning med to ulike stxza-positive E. coli

De vanligste sykdomsfremkallende STECene, som STEC 026, 0103, 0145, 0121, er i fylogruppe B1 og flere av disse er assosiert
med HUS, mens fylogruppe A ofte er assosiert med mindre alvorlig sykdom (3). Mange av de stxzq-positive E. coli ene har flere
virulensgener, blant annet tilheftingsgenet eae, og kan derfor ikke avskrives som potensielt sykdomsfremkallende for
mennesker. Betydningen av disse funnene er ellers uklar og bgr undersgkes videre.
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Forekomst
Uavhengig av serotype, ble det isolert STEC fra 15,6 % (95 % Kl: 10,7 - 21,8 %) av besetningene som ble
undersgkt. | tillegg ble det isolert aEPEC fra 26,3 % (95 % Kl: 20,0 - 33,3 %) av besetningene, igjen

uavhengig av serotype. Tabell 5 viser en oversikt over funn av antall besetninger med STEC og aEPEC av de

forskjellige serotyper, samt deres virulensprofil.

Tabell 5. Forekomst av STEC og aEPEC tilhgrende serogruppene 026, 0103, 0145, 0157, 091 og 0121 i en kartlegging
av zoonotiske E. coli hos norske melkekubesetninger i 2014.

O-gruppe @ Patogruppe/Serotype % positive Virulensprofil MLST profil Antall besetninger
stx1a, eae, ehxA ST-21, ST-29 7
STEC 026:H11 5,6 Stx1a, €G€ ST-21 1
026 stxza, eae, ehxA ST-21, ST-29 2
eae ST-29, ST-396 13
aEPEC 026:H11/NT 15,1 A ST-21, ST-29, 15
eae, enx $T-395, ST-1573
STEC 0103:H2 1,7 stx1a, €ae, ehxA ST-17 3
ST-17, ST-376,
oo aEPEC 0103:H2 6,7 eae, ehxA ST-7262 12
STEC 0103:H25 0,6 Stxza, eae, ehxA ST-343 1
aEPEC 0103:H25 0,6 eae, ehxA ST-343 1
STEC 0145:H4 0,6 stx1a, €ae, ehxA ST-137 1
0145 1,1 eae, ehxA ST-32 2
aEPEC 0145:H4/NT
0,6 eae ST-137 1
stxqa, eae, ehxA ST-11 1
STEC 0157:H7 2,2 Stta, Stac, €ae, ST-11 2
ehxA
oy stxac, eae, ehxA ST-11 1
eae ST-11 2
aEPEC 0157:H7 1,7
eae, ehxA ST-11 1
STEC 091:H10 0,6 stXad ST-641 1
091 stxap ST-442 6
STEC 091:H21 3,9
StX1a, StX2d, €hxA ST-442 1
0121 STEC O121:H19 0,6 Stxza, eae, ehxA ST-655 1

Fra en besetning ble det pavist bade STEC 026 og et stx,, positivt isolat med serotype 02:H7 (se separat
tekstboks om stx,,). En besetning hadde STEC 0121, aEPEC 026 og aEPEC 0103, mens det fra syv
besetninger ble isolert bade STEC og aEPEC med ulike serotyper.

| tillegg til hva som er vist i Tabell 5, ble det isolert E. coli uten stx- og eae-gener tilhgrende de nevnte
serogruppene (unntatt 0145) fra mange av besetningene. Dette viser at disse O-gruppene er vanlig
forekommende E. coli hos storfe.

E. coli 026

STEC 026 ble isolert fra ti besetninger (5,6 %, 95 % Kl: 2,7 - 10,0 %) der atte besetninger hadde stx;-
positive isolater og de resterende to besetningene hadde stx,-positive isolater. Alle de stx;.positive
isolatene var av subtype stx;,, mens isolatene fra de stx,-positive besetningene hadde subtype stxy,. |
tillegg var alle STEC isolatene av serotype 026:H11 og hadde mange virulensassosierte gener (bl.a. ehxA,
cif, astA og ulike esp-gener). Det var ingen forskjell i funn av STEC 026 i forhold til region. STEC 026
isolatene er a regne som patogene for mennesker (15).
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Det ble pavist aEPEC 026 fra totalt 27 besetninger (15,1 %, 95 % Kl: 10,2 - 21,2 %). Fra en besetning ble
det pavist bade STEC 026 og aEPEC 026. | tillegg ble det pavist E. coli 026 uten eae og stx fra en
besetning. Det var en geografisk forskjell i forekomst av aEPEC 026 (p=0,036) med hayest forekomst i
region Vest med 21,7 %, etterfulgt av region Ser/@st med 10,2 % og lavest i Midt/Nord med 5,2 %. Funn av
STEC og aEPEC 026 hos storfe er ogsa rapportert fra andre land (16-19), men studiene er vanskelig a
sammenlikne da det er benyttet ulike tilnarminger og metoder i de ulike studiene.

| denne kartleggingen var forekomsten av aEPEC 026 hagyere enn forekomsten av STEC 026. Dette er ogsa
sett i andre studier (18). Alle aEPEC 026 isolatene i kartleggingen var av serotype 026:H11, med unntak av
ett isolat som var 026:HNT. | tillegg til eae hadde de ogsa mange andre virulensassosierte gener (bl.a.
ehxA, cif, astA og ulike esp-gener). aEPEC 026 er assosiert med diaré hos smabarn, men det er uklart om
alle aEPEC 026 fra dyr kan gi sykdom hos mennesker. Det er ogsa uklart hvor beslektet aEPEC og STEC
026:H11 fra storfe er, og om alle aEPEC 026 kan vaere forlgpere til STEC 026. Resultater fra kartleggingen
viser at de stort sett deler de samme virulensassosierte gener (bl.a. ehxA, cif, astA og ulike esp-gener) og
har samme MLST profiler, men ingen aEPEC og STEC 026 hadde identiske PFGE profiler. Slektskapet
mellom aEPEC og STEC 026 blir undersgkt videre i pagaende forskningsprosjekter.

E. coli 0103

| alt fire besetninger (2,2 %, 95 % Kl: 0,6 - 5,6 %) hadde STEC 0103; tre besetninger hadde stx;- og en
besetning hadde stx,-positive isolater. De stx;-positive isolatene var av serotype 0103:H2 og hadde alle
subtype stxq, (1,7 %, 95 5 KI: 0,3 - 4,8 %), mens isolatet som var stx, positivt var E. coli 0103:H25 med
subtype stx,, (0,6 %, 95 % Kl: 0,01 - 3,1 %). Alle STEC 0103 isolatene hadde i tillegg mange
virulensassosierte gener (bl.a. ehxA, esp-gener, nleA, nleB). STEC 0103 isolatene er a regne som patogene
for mennesker (15).

Det ble i tillegg isolert aEPEC 0103 fra 13 besetninger (9,5 %, 95 % Kl: 5,6 - 14,8 %). Alle aEPEC 0103
isolatene hadde mange virulensassosierte gener i tillegg til eae (bl.a. ehxA, esp-gener, en del har nleA,
nleB). Ett isolat var av serotype 0103:H25 (0,6 %, 95 % Kl: 0,01 - 3,1 %), mens de resterende var av
0103:H2 (8,9 %, 95 % Kl: 5,2 - 14,9 %).

| tillegg ble det isolert E. coli 0103 uten virulensgenene eae og stx fra til sammen 29 besetninger (16,2 %,
11,1 - 22,4 %), noe som er noe faerre enn det som ble pavist i kartleggingen av zoonotiske E. coli hos sau i
2006 og 2007 (20). Noen av disse isolatene ble ogsa sekvensert, og har fa virulensassosierte gener
sammenliknet med aEPEC og STEC, ingen typiske virulensgener assosiert med alvorlig sykdom og ikke de
samme som beskrevet over for STEC og aEPEC. De stx- og eae-negative isolatene har flere ulike H-typer;
H2, H14, H16, H21, og tilsvarende H-typer ble ogsa isolert i kartleggingen pa sau (20).

Funn av STEC 0103 og aEPEC 0103 fra storfe er ogsa beskrevet av andre, men studiene er vanskelig &
sammenlikne da det er benyttet ulike tilnarminger og metoder i de ulike studiene (16-18, 21). Som for
026, ble det for 0103 isolert flere aEPEC 0103 enn STEC 0103. Det var ingen forskjell i funn av STEC eller
aEPEC 0103 i forhold til region.

Det er farste gang STEC 0103:H25 er isolert fra storfe i Norge. Denne serotypen er imidlertid et vanlig
funn hos sau, men da som aEPEC, altsa uten stx (20). STEC 0103:H25 med stx,, var arsak til utbruddet pa
mennesker i Norge i 2006 (22, 23). Videre studier vil bli gjort for a undersgke funnet hos storfe naermere.

E. coli 0145

Fra en besetning ble det isolert STEC 0145 med stx subtype stx;, (0,6 %, 95 % KI: 0,01 - 3,1 %). Det ble
ogsa isolert aEPEC 0145 fra tre besetninger (1,7 %, 95 % Kl: 0,3 - 4,8 %). aEPEC og STEC 0145 isolatene
hadde i tillegg mange andre virulensassosierte gener (bl. a. ehxA, cif, astA og ulike esp-gener). STEC 0145
isolatet var av serotype 0145:H4, det samme som to av tre aEPEC 0145. Det siste aEPEC isolatet var det
ikke mulig a identifisere med H-typing. Imidlertid har isolatet samme MLST-profil som de andre aEPEC
0145 isolatene, noe som kan tyde pa at ogsa dette isolatet er av serotype 0145:H4.
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Det er relativt vanlig kun a karakterisere isolater til serogruppe (O-gruppe) og ikke ngdvendigvis med H-
type, inkludert for STEC 0145. STEC 0145:H4 anses dermed som patogen for mennesker pa bakgrunn av at
det er en STEC 0145 (15), selv om serotypen 0145:H4 i seg selv ikke er spesielt godt omtalt i litteraturen.

Sammenliknet med kartleggingen pa sau fra 2007 (8) der et utvalg pa 149 av besetningene ble undersgkt
for 0145, ble det isolert betydelig mindre aEPEC 0145 fra storfe (1,7 %) enn fra sau (ca. 29 %).
Internasjonalt er bade STEC 0145 og aEPEC 0145 beskrevet isolert fra storfe, men med en noksa lav
forekomst. Det var ingen forskjell i funn av STEC eller aEPEC 0145 i forhold til region i denne
kartleggingen.

E. coli 0157

STEC 0157 ble isolert fra fire besetninger (2,2 %, 95 % Kl: 0,6 - 5,6 %) der en besetning hadde stx;-positive
isolater (stx;,), to besetninger hadde stx,-positive isolater (stx,.), mens den siste besetningen hadde
isolater som var positiv for bade stx; og stx, (stx;, 0g stx,). Fra tre besetninger ble det pavist aEPEC 0157
(1,7 %, 95 % KI: 0,3 - 4,8 %). Alle isolatene var av serotype 0157:H7, og bade aEPEC 0157:H7 og STEC
0157:H7 hadde ogsa mange andre virulensassosierte gener (bl.a. ehxA, astA, esp-gener, nleA, nleB). Det
ble ikke pavist noen sorbitolfermenterende E. coli 0157 (SF 0157). Det var ingen forskjell i funn av STEC
eller aEPEC 0157 i forhold til region. STEC O157:H7 isolatene regnes som patogene for mennesker (15).

| tillegg var det 11 besetninger hvor det ble isolert E. coli 0157 uten virulensgenene eae og stx (6,1 %, 95
% Kl: 3,1 - 10,7 %). Ni av disse isolatene ble sekvensert, og alle disse hadde en annen H-type; H10, H12,
H42, H43, samt fa eller ingen andre virulensassosierte gener.

Det er vanskelig & sammenlikne forekomsten av STEC (og aEPEC) 0157:H7 med tidligere studier pa storfe i
Norge da det er benyttet ulike metoder og tilnarminger (9-11). Det samme gjelder for kartleggingen av
zoonotiske E. coli hos sau. Internasjonalt er STEC 0157:H7 den STEC O-gruppen som er best beskrevet, og
store geografiske variasjoner i forekomst er rapportert. Tilsvarende omfattende data finnes ikke for aEPEC
0157. | en fransk studie (18) ble det isolert bade STEC 0157 og aEPEC 0157 fra storfe. Tilsvarende hva som
ble observert i var kartlegging, ble det pavist flere STEC 0157 enn aEPEC 0157.

E. coli O111

Det ble ikke isolert E. coli 0111 fra noen av besetningene der pravene var positive for 0111 i den
innledende screeningen (95 % Kl: 0 - 2,0 %). Heller ikke i kartleggingen av E. coli hos sau i 2006-07 ble det
pavist E. coli 0111(8). Dette tilsier at forekomsten av E. coli 0111 hos norske drevtyggere (sau og storfe)
er svaert lav. Tilsvarende resultater er rapportert fra andre europeiske land (16-18).

E. coli 091

STEC 091 ble isolert fra atte av besetningene (4,4 %, 95 % Kl: 1,9 - 8,6 %). Isolater fra syv av besetningene
tilharte serotype 091:H21, hvorav seks hadde stx subtype stx,, og ett hadde bade stx;, 0g stx,q. Isolatet
fra den siste besetningen var av serotype 091:H10 og hadde subtype stx,4. Isolatene med subtype stx,, og
stx,4 hadde bare noen fa virulensassosierte gener i tillegg, mens isolatet som var positivt for bade stx;, og
stx,q hadde flere virulensassosierte gener (bl. a. ehxA, cdtB). Ingen av STEC 091 isolatene hadde eae-
genet, noe som er kjent fra andre undersgkelser av STEC 091 (24, 25). Det ble i tillegg pavist E. coli 091
uten stx og eae fra til sammen ni besetninger (5,0 %, 95 % KI: 2,3 - 9,3 %). Fra en av disse besetningene
ble det ogsa isolert STEC 091. Det var ingen forskjell i funn av STEC 091 i forhold til region. Det er lite
kunnskap om forekomsten av STEC 091 hos storfe, men den er beskrevet isolert fra storfe tidligere (26,
27), samt fra storfekjott (25).

STEC 091 er vist & kunne gi sykdom hos mennesker i Norge, men H-type og Stx subtype er ikke alltid kjent
(3, 28). STEC 091:H21 med stx subtypene stx;, 0g stx,q kan regnes som patogent for mennesker selv om de
ikke har eae (24, 29). Det samme gjelder STEC 091:H10 med subtype stx,q (24, 25). Subtype stx,4 er
assosiert med alvorlig sykdom uavhengig av serotype, mens stx,, er imidlertid ikke assosiert med alvorlig
sykdom hos mennesker. Det anses derfor mindre sannsynlig at STEC 091:H21 med subtype stx,, vil kunne
gi alvorlig sykdom.
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E. coli 0121

Det ble isolert STEC 0121 fra en besetning (0,6 %, 95 % Kl: 0,01 - 3,1 %). Isolatet hadde subtype stx,, og
eae, var av serotype 0121:H19. Det hadde i tillegg mange andre virulensassosierte gener (bl.a. astA, ehxA,
esp-gener, nleA, nleB) og er a regne som patogent for mennesker (30, 31). STEC 0121 er vist a gi alvorlig
sykdom, inkludert HUS ogsa i Norge (28, 32). Enkelte studier i ulike land har rapportert lite eller ingen
funn av STEC 0121 i storfe (19, 33, 34), men det er generelt lite kunnskap om forekomsten av STEC 0121
hos storfe.

Det ble i tillegg pavist E. coli 0121 uten virulensgener fra 36 besetninger (20,1 %, 95 % Kl: 14,5 - 26,7 %)
noe som viser at dette er en vanlig E. coli serotype hos storfe.

Diskusjon

| denne kartleggingen ble det isolert STEC av serogruppene 026, 091, 0103, 0121, 0145 og 0157 fra
mindre enn 1 % (0121) til dreyt 5 % (STEC 026) av melkekubesetningene. Det ble ikke isolert STEC 0111
fra noen av besetningene. Tidligere studier pa storfe i Norge har konsentrert seg om pavisning av STEC
0157 og har funnet en forekomst <1 %. | denne studien ble det isolert STEC O157:H7 fra 2,2 % av
besetningene. Det kan ikke ut i fra dette sies at det har vaert en gkning i forekomst, da det kan forklares
med endringer i metodikk til mer sensitive metoder, samt forskjeller i design av studiene. |1 2006 og 2007
ble det gjennomfgrt en tilsvarende kartlegging av E. coli i norske sauebesetninger der forekomsten av
STEC av serogruppene 026, 0103, 0145 og 0157 for alle var under 1 %. Det ble ikke heller ikke den gang
isolert STEC O111. Resultatene fra kartleggingen pa storfe tyder pa en noe hgyere forekomst av STEC av
de analyserte serogruppene hos storfe enn hos sau, men det er brukt til dels ulik studiedesign og metoder
i disse to kartleggingene og en sammenlikning ma derfor gjgres med forbehold.

Siden det har vaert sykdomstilfeller av STEC 091 og O121 i Norge, ble undersgkelser for disse serotypene
inkludert i kartleggingen. Det ble isolert STEC 091 og STEC 0121 fra henholdsvis 4,5 % og 0,6 % av
besetningene. Det er fgrste gang det undersgkes for disse serotypene hos drgvtyggere i Norge.

Internasjonalt er det gjort relativt mange undersgkelser av forekomst av STEC hos storfe, men det er
svaert vanskelig a sammenlikne resultater fra disse direkte med kartleggingen som er utfert her i Norge.
Hovedarsaken til dette er at det er stor variasjon i design av studiene og benyttet metodikk. For Europa,
ble det i Zoonoserapporten for 2015 rapportert en forekomst av STEC i 6,8 % av pravene fra dyr som ble
analysert totalt, mens 8,3 % av prgvene av storfe var positive for STEC (35). Det var imidlertid kun syv
medlemsstater som rapporterte data for STEC. | Sverige og Finland ble det pavist STEC 0157 i henholdsvis
2,2 % og 2,9 % av prgvene, noe som tilsvarer funnene i denne kartleggingen. STEC 0157 var den hyppigst
rapporterte STEC serogruppen fra alle landene, men det ble ogsa rapportert funn av STEC 0103 og STEC
0121 fra noen land. Imidlertid er det fortsatt slik at mange land kun undersgker for STEC 0157.

Kartleggingen viser at det er vanlig & finne aEPEC (stx-negative og eae-positive E. coli) av serogruppene
026, 0103, 0145 og 0157 hos storfe, og da spesielt aEPEC 026 som ble pavist i ca. 15 % av de pravetatte
besetningene. Betydningen av et slikt reservoar hos dyr med tanke pa sykdom hos mennesker er uklar. Det
finnes muligheter for at aEPEC 026, eller aEPEC av andre serotyper, har evne til & plukke opp stx-
bakteriofager, og slik utvikle seg til STEC (stx- og eae-positive E. coli). Det er imidlertid flere faktorer som
ma inntreffe samtidig for at dette skal kunne skje. Bakterien ma treffe pa en stx-bakteriofag som er
infektiv for denne bakterien og forholdene ma ligge til rette for at en transduksjon (DNA overfgring via
bakteriofager) skal kunne inntreffe. Soderlund et al. (21) sammenliknet STEC og aEPEC O103:H2 fra storfe
og konkluderte med at aEPEC 0103:H2 tilhgrte en annen subgruppe enn STEC 0103:H2, og at det antagelig
ikke er vanlig at disse aEPEC tar opp eller mister stx-bakteriofager. Laboratorieforsgk viste imidlertid at
opptak av stx-bakteriofager kan forekomme.
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Resultatene fra denne kartleggingen viser at forekomsten av STEC av serogruppene 026, 091, 0103, 0121,
0145 og 0157 er lav i norske melkekubesetninger. Videre viser resultatene at det er en starre forekomst
av aEPEC, og da saerlig aEPEC 026, som ble pavist i ca. 15 % av besetningene. For aEPEC 026 ble det ogsa
pavist en geografisk forskjell med hayest forekomst i region Vest og lavest i region Midt/Nord.
Kartleggingen gir viktig kunnskap til nytte for bade naering, myndigheter og kunnskaps-institusjoner. Selv
om resultatene viser en god situasjon i Norge med lav forekomst av zoonotiske E. coli som kan gi alvorlig
sykdom hos mennesker, er det viktig & gjennomfare kartlegginger med jevne mellomrom for slik a
generere oppdaterte norske data som grunnlag for naering, myndigheter og kunnskapsinstitusjoner.
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Annex 1

Primere og prober

Tabell 1. Primere og prober som er benyttet i kartleggingen av zoonotiske E. coli hos norske melkekubesetninger i
2014 er listet i tabellen under.

Gen Primere/prober Sekvens (5" - 3') Referanser*
stx-F TTT GTY ACT GTS ACA GCW GAA GCY TTA CG

stxi stx-R CCC CAG TTC ARW GTR AGR TCMACRTC | 131 3'65:%3

. stxi-P FAM-CTG GAT GAT CTC AGT GGG CGT TCT TAT GTA A-BHQ1 Peril[lgoeof‘-‘
stx,-P HEX-TCG TCA GGC ACT GTC TGA AAC TGC TCC-BHQ
eae-F CAT TGA TCA GGA TTT TTC TGG TGA A IS0/TS

vae eae-R CTC ATG CGG AAA TAG CCG TTA | 13136:2012
eae-P FAM-ATA GTC TCG CCA GTA TTC GCC ACC AAT ACC-TAMRA al. 2003
0145wzy2-F ATA TTG GGC TGC CAC TGA TGG GAT

wzy 0145wzy2-R TAT GGC GTA CAA TGC ACC GCA AAC | Taramico ef

0145 0145wzy-P FAM-AGC AGT GGT TCG CGC ACA GCA TGG T-BHQ1 ‘
rfbE0157-F TTT CAC ACT TAT TGG ATG GTC TCA A

rfbE rfbE0157-R CGA TGA GTT TAT CTG CAA GGT GAT

0157 rfbE0157-P FAM-AGG ACC GCA GAG GAA AGA GAG GAA TTA AGG-TAMRA
wbdl0111-F CGA GGC AAC ACA TTA TAT AGT GCT TT

whdl wbdl0111-R TTT TTG AAT AGT TAT GAA CAC CTT GTT TAG C

o111 wbdl0111-P FAM-TTG AAT CTC CCA GAT GAT CAA CAT CGT GAA-TAMRA SO/ TS
Wzx026-F CGC GAC GGC AGA GAA AAT T | 13136:2012

wzx wzx026-R AGC AGG CTT TTA TAT TCT CCA ACT TT

026 wzx026-P FAM-CCC CGT TAA ATC AAT ACT ATT TCA CGA GGT TGA-TAMRA
wzx0103-F CAA GGT GAT TAC GAA AAT GCA TGT

wzx wzx0103-R GAA AAA AGC ACC CCC GTA CTT AT

0103 wzx0103-P FAM-CAT AGC CTG TTG TTT TAT-MGB
wzy091 -F CGA TTT TCT GGA ATG CTT GAT G

= wzy091-R CAA TAC ATA GTT TGA TTT GTG TTT AMA GTTTAAT | Ferere et
wzy091-P FAM- CCT GGG TTG TTA GGA ACA ATT TCA GCA CTT C-BHQ1
wzx0121-F TGGTCTCTTAGACTTAGGGC

sd wzx0121-R TTAGCAATTTTCTGTAGTCCAGC | PUSare €l
wzx0121-P FAM- TCC AAC AAT TGG TCG TGA AAC AGC TCG-BHQ
aggR-F GAATCGTCAGCATCAGCTACA EURL

aggR aggR-R CCTAAAGGATGCCCTGATGA Method 05
aggR-P FAM-CGGACAACTGCAAGCATCTA-BHQ1 | Re&v 1- 2013
aaiC-F CATTTCACGCTTTTTCAGGAAT EURL

aaiC aaiC-R CCTGATTTAGTTGATTCCCTACG | Method 05
aaiC-P HEX-CACATACAAGACCTTCTGGAGAA-BHQ1 | Rev 1+ 2013

* International Organization for Standardization. 2012. Microbiology of food and animal feed - Real-time polymerase chain reaction
(PCR)-based method for the detection of food-borne pathogens - Horizontal method for the detection of Shiga toxin-producing E. coli
(STEC) and the determination of 0157, 0111, 026, 0103 and 0145 serogroups. I1SO/TS 13136:2012, 1 ed. Geneva, Switzerland.
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