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VTEC / EHEC

Sjukdomsframkallande faktorer

PCR

Magnetiska kulor (Immunomagnetisk separation)
Diagnostik de vanligaste EHEC typerna "The gang of five”
Diagnostik andra serotyper

Diagnostik humansidan - veterinarsidan

Klad 8
Subtypning av VTEC

VAP
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O-antigen
— Del av lipopolysackarid |
bakteriens yttre cell
membran
T.ex.0157, 026, 0139,
0149
H-antigen

— Flagell protein (flageller
anvander bakterien for att
"simma”

T.ex. O157:H7, 026:H11,
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Nomenklatur

O
VTEC “EHEC

Alla VTEC ar inte EHEC !!

VAP



VTEC ar mkt vanligt forekommande pa
idisslare men bara liten andel ar EHEC

 Upp till 60-80 % av
notkreatur bar pa VTEC

* De flesta av dessa bildar
verotoxin (=VTEC) men
saknar 6vriga egenskaper
som kravs for att de ska
kunna ge blodig diarré
(= e] EHEC)




Sjukdomsframkallande egenskaper

Verotoxin 1 och eller Verotoxin 2 (vtx1, vix2)
Intimin (eaeA)

Enterohaemolysin (Hly)

Ytterligare sjukdomsframkallande egenskaper ..

VAP



Ettecror Functions

EHEC-Haemolysin - L TX toxin. induces lysis of erythrocytes
Katl? Cartalase peroxidase actuvity, can protect from oxidatve stress

exerted by host immune cells

T : : . -
Espl Auto l:r;mr;pm'trtd serine protease; prnteml}'nc acrvity tor

coagulation factor V, expresses toxicity to vero cells, may promote

p0157 plasmid

mucosal haemorrhage and induces cell cvtotoxicity
ToxB Adherence factor, promotes adherence to epithelial cells and
prmduc nonSsecretion of TTSS proteins I:Ea:pﬂ. Espb and Tir), may

also inhibit lyvmphocyte acuvaton

Tha, irgA . adherence-conterring protein, membrane protein acts as an
K adherence factor to epithelial cells. tound 1n VTEC O157:H7 but
romosom R . . I

not in SF VTEC O157:H-.

Etal EHEC tacror tor adherence. adhesion factor: also inhibits
proliferation of human lvimphocytes, may modulare mucosal
LmMImune responses 1n cattle

CIYT-N\ Cytolethal distending toxin, disrupts cell cyele and blocks mitosis n
2/M phase, found in 6% of VTEC O157:H7 and in 87% SF
VITEC O157:H-

TeelP/ EspFu Tir-cytoskeleton coupling protein; associates with Tir, binds

N-WASP and stumulates actin polymerization, seen in pedestal
formation (see Fig 5]

Esp | E. eli secreted protein, inhibits macrophage opsonophagocytosis



PCR (polynuclear chain reaction)

|dentifierar gener som kodar for V
enterohaemolysin, H7 mfl
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* PCR identifierar en specifik DNA
sekvens( ett "litet parti” DNA)
s?m bara ingar i genen man letar
efter

o Uppforokar den lilla sekvensen i
ett mkt stort antal kopior

e Om PCR skapar ett tillrackligt
stort antal av kopior sa att de
latt pavisas och man kan séaga
att genen ar narvarande
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Postitivt PCR resultat som visar att

e Gen for VT1 (vtx1) pavisad
e Gen for VT2 (vtx2) pavisad
e Gen for Intimin (eaeA) pavisad
« Gen for Enterohaemolysin (HIyA) pavisad

« Gen for viss O grupp t.ex 026, 0103 pavisad

VAP
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De fem O grupperna av
VTEC som vanligast
associeras med

EHEC infektion pa manniskor

VTEC 0157
VTEC O26

\/TEC 10"
VieCuo 1U9

VTEC 145

VTEC 111
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Kopplat pa antikroppar mot
O- grupp

Finns framtagna for the gang of five
— 0157
—~ 026
— 0103
— 0145
- 0111

Nar de kulorna hamnar i ett
magnetisk falt blir de magnetiska
(paramagnetiska)
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Analys VTEC O157




Miljoprover kan anvandas for

Sockprov

Plockprov




 Individuella trackprov

e Livsmedel

VAP



mmunomagnetik separation, IMS,
Oor analys av VTEC O157:H7

IMI AV

|
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= Preanrikning 10 g faeces till 90 ml
mTSB buljong 16-18 hi141,5° C

=  Immunomagnetisk separation (IMS )
med hjalp av paramagnetiska kulor
(Dynabeads, Dynal ) coatade med

antikroppar mot E coli 0157

= Agarplattor CT SMAC 18-24 h i
37°

= Konfirmering misstankta kolonier
Agglutinering for serotyp 0157

PCR us vtl, vt2, eaeA, Hly, H7



Vanligast

humanfal

VTEC O157
VTEC 026

VTEC 0103
VTEC 0145

VTEC 0146
VTEC 0121
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-Inns magnetis
~Inns magnetis
-Inns magnetis
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Analys for analys av 026, 0103, 0145

= Preanrikning 10 g faeces till 90 ml
selektiv buljong

=  Immunomagnetisk separation (IMS )
med hjalp av paramagnetiska kulor
(Dynabeads, Dynal ) coatade med
antikroppar mot O gruppen

= Sar ut pa specifika plattor som
underlattar identifikation

= Konfirmering misstankta kolonier
= Agglutinering
= PCR for serotyp
= PCR for virulensfaktorer




FOorst PCR screening "Gang of five”
sedan magnetiska kulor

e GOr anrikning 1 oselektiv
anrikningsbuljong

e PCR
VT1, VT2, Intimin

e PCR
0157, 026, 103, 0145, 0111

Om napp kor man magnetiska
kulor for den O typen

PCR ‘l'
Intimin VT1 VT2

v

PCR
O157 026 0103 0145 0111

VAP



F(‘jrst PCR screening

f\f\f\l 'l '
Seda agn

o GOr anrikning 1 oselektiv

anrikningsbuljong

e PCR
VT1, VT2, intmin

e PCR

ka |
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0157, 026, 103, 0145, 0111

Kor man magnetiska for 0145

Letar 0145 pa framodlade plattor

O

iﬁ

Intimin VT1 VT2
POS Neg POS
0157/ 026 0103 0145 0111
Neg Neg Neg POS Neg
Kor pa buljong IMS for
0145

‘/
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Analys for andra serotyper
* Anrikning i buljong

e PCR fran

— Primarstryk pa agarplatta som man odlat ut
buljongen pa

Finns det pa agarplattan gener for
— Viss serotyp t.ex. 0121
- VT1
— VT2
— Intimin

Gen PCR

« Efterfragade gener kan ej pavisa
= provet ar negativt

« Kombination av efterfragade gener
pavisade
— Far forsoka leta upp enskilda kolonier pa
plattan som har de efterfragade generna




Letar efter VTEC O121, VT2, intimin
| primarstryk finns gener for
0121, VT2, intimin

e 08,VT2

« 0121

e (0138, intimin

Olika E. coli kolonier pa plattan
som sa har generna.

Man maste hitta en enskild koloni
Som har alla de efterfragade generna!!!




o Stryker rent 50 kolonier

Delar upp dem i pooler om 10 och 10

 Undersotker de fem poolerna med PCR
- 0121
— VT2
— Intimin

e« Om nagon av de fem poolerna ar positiv
Undersdks de 10 ingaende kolonierna
separat

* Finns enskild koloni som ar positiv 0121,
VT2, intimin

Det kan bli valdigt manga PCR korningar!!!!

Ofta hittar man inte nagon koloni med alla de
eftersOkta virulens egenskaperna
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Odlar ut fran rekalsvabb fran patient
ca 0,1 g track

Odlar direkt pa platta utan anrikning
eller IMS.
Letar efter typiska VTEC O157

Kor PCR fran direktstryk SMAC
letar efter

— VT1
— VT2
— (Intimin)

Positivt fran PCR primarstryk for VT

Leta enskilda kolonier som har VT
Typa dessa bakterier vidare

PCR
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« 1/3 av antalet rapporterade EHEC
fall pa manniska
Primarstryket ar positiv.
Hittar ingen stam som ar VT positiv

Dessa fall rapporteras anda som
EHEC

e Friska manniskor kan ha VTEC i sin
avforing.

« Kan vara andra orsaker till diarré
Risk for falsk positiva svar !!!!
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NGOl IV

 Harmoniserad diagnostik

e Samarbete kring human-
och veterinar medicinsk
epidemiologi

 Viktigt med kontinuerlig
aterkoppling mellan
human- och veterinarsidan
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V“EC 0157) Klad 8

7 x vanligare att patienter
utvecklar allvarlig sjukdom.

Drabbar ffa yngre
manniskor <18 ar

Utbrott med clade 8

stammar gett mkt hog grad
av vard pa sjukhus (63%)

< \YY

Utbrott med clade 8
stammar gett mkt hog grad
av akut njursvikt HUS (13%)
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En mutation dar en enda
nucleotid i DNA andrats | ett
SNP loci.

Sallsynt fOreteelse | genomets
"stabila omraden”
Forandringen nedarvs till
nasta generation da DNA
kopieras vid celldelning

Kan anvandas for att folja
"slaktskap’mellan olika E.coli

Inkluderas flera SNP loci blir
metoden mer diskriminerande

s
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..I

Bild fran Wikipedia
http://en.wikipedia.org



Realtids — PC
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for att Identifiera Klad 8

1\

Kor tva PCR us pa stammar och Gen
resultatet I I
Svarar pa om finns SNP typiska for
klad 8 PCR primer PCR primer kdnner
som "kanner igen om SNP ej
Relativt enkel metod for att igen SNP” harvarnade
Snabbt identifiera Klad 8 l l
Mkt produkt/ Mkt produkt/
Lite produkt Lite produkt
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SVA och SMI har harmoniserade
metoder for subtypning av VTEC
0157.

Pulsfalt gel elekrofores (PFGE)

MLVA (Multi-locus variable number
tandem repeat analysis

Molekylarbiologisk epidemiologi

— Om samma stammar pavisas pa gard
som manniskor som blivit sjuka pa

garden O 3 s @ 8 o 2 6
— For att klarlagga smittkallan i stora J\¢) 3 5 \5) &8 9 2 &

utbrott - : -
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