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Tänker prata om

VTEC / EHEC

Tänker prata om …

• VTEC  /   EHEC
• Sjukdomsframkallande faktorer
• PCRPCR
• Magnetiska kulor (Immunomagnetisk separation)
• Diagnostik de vanligaste EHEC typerna ”The gang of five”
• Diagnostik andra serotyper
• Diagnostik  humansidan  - veterinärsidan

• Klad 8
• Subtypning av VTECSubtypning av VTEC 



Serotypning E coliSerotypning E. coli 

O-antigenO antigen
– Del av lipopolysackarid i 

bakteriens yttre cell 
bmembran

T.ex.O157, 026, O139, 
O149

H-antigen 
– Flagell protein (flageller 

använder bakterien för att 
”simma” 
T.ex. O157:H7, 026:H11, 



Nomenklatur 

E. coli
O157 O26

O103

VTEC EHEC

Alla VTEC är inte EHEC !!Alla VTEC är inte EHEC !!



VTEC är mkt vanligt förekommande påVTEC är mkt vanligt förekommande på 
idisslare men bara liten andel  är EHEC

%• Upp till 60-80 % av 
nötkreatur bär på VTEC 

• De flesta av dessa bildar 
verotoxin (=VTEC) men 
saknar övriga egenskapersaknar övriga egenskaper 
som krävs för att de ska 
kunna ge blodig diarré 
( j EHEC)(= ej EHEC)



Sjukdomsframkallande egenskaper  

 Verotoxin 1 och eller Verotoxin 2 (vtx1, vtx2)
 Intimin (eaeA)
 Enterohaemolysin (Hly)y ( y)
 Ytterligare sjukdomsframkallande egenskaper ..



pO157 plasmid

Kromosom



PCR (polynuclear chain reaction)PCR (polynuclear chain reaction)
Identifierar gener som kodar för VT1, VT2, intimin, 
enterohaemolysin, H7 mfly ,

• PCR identifierar en specifik DNA 
sekvens( ett ”litet parti” DNA)

Gen 

sekvens( ett litet parti  DNA)  
som bara ingår i genen man letar 
efter

PCRPCR
• Uppförökar den lilla sekvensen i 

ett mkt stort antal kopior

• Om PCR skapar ett tillräckligt 
stort antal av kopior så att de p
lätt påvisas och man kan säga 
att genen är närvarande



PCRPCR

Postitivt PCR resultat som visar att

G fö VT1 ( t 1) å i d• Gen för VT1 (vtx1) påvisad
• Gen för VT2 (vtx2) påvisad

G fö I ti i ( A) å i d• Gen för Intimin (eaeA) påvisad
• Gen för Enterohaemolysin (HlyA) påvisad

• Gen för viss O grupp t.ex O26, O103 påvisad



The ”gang of five”The gang of five

De fem O grupperna avDe fem O grupperna av
VTEC som vanligast
associeras medassocieras med
EHEC infektion på människor

VTEC O157• VTEC O157
• VTEC O26
• VTEC 103• VTEC 103
• VTEC 145

• VTEC 111



Paramagnetiska kulorParamagnetiska kulor  

K l t å tik t• Kopplat på antikroppar  mot 
O- grupp

Fi f t fö th f fi• Finns framtagna för the gang of five
– O157
– O26
– O103
– O145
– O111

• När de kulorna hamnar i ett 
magnetisk fält blir de magnetiska 
( ti k )(paramagnetiska)



Immunomagnetisk separationImmunomagnetisk separation 



Analys VTEC O157



Miljöprover kan användas för 
provtagning i besättningarnaprovtagning i besättningarna 

S kSockprov
Plockprov



• Individuella träckprov

• LivsmedelLivsmedel



Immunomagnetik separation, IMS, 
för analys av VTEC O157:H7för analys av VTEC O157:H7

f Preanrikning 10 g faeces till 90 ml 
mTSB buljong 16-18 h i 41,5° C

 Immunomagnetisk separation (IMS ) 
med hjälp av paramagnetiska kulor 
(Dynabeads, Dynal ) coatade med ( y abeads, y a ) coatade ed
antikroppar mot E coli O157

 Agarplattor  CT SMAC 18-24 h i
37°

 Konfirmering misstänkta kolonier 
Agglutinering för serotyp O157

PCR us  vt1, vt2, eaeA, Hly, H7



Vanligaste serotyperna av EHECVanligaste serotyperna av EHEC 
humanfall  i Sverige 2010-2011

• VTEC O157 Finns magnetiska kulorg
• VTEC O26 Finns magnetiska kulor
• VTEC O103 Finns magnetiska kulorVTEC O103 Finns magnetiska kulor
• VTEC O145 Finns magnetiska kulor

• VTEC O146 Inga magnetiska kulor
• VTEC O121 Inga magnetiska kulor• VTEC O121 Inga magnetiska kulor
• Mfl Inga magnetiska kulor



Analys för analys av O26, O103,  O145y y , ,

f Preanrikning 10 g faeces till 90 ml 
selektiv buljong 

 Immunomagnetisk separation (IMS ) 
med hjälp av paramagnetiska kulor 
(Dynabeads, Dynal ) coatade med ( y abeads, y a ) coatade ed
antikroppar mot O gruppen

 Sår ut på specifika plattor som
d lätt id tifik tiunderlättar identifikation

 Konfirmering misstänkta kolonier
 Agglutinering 
 PCR för serotyp
 PCR för virulensfaktorer PCR för virulensfaktorer



Först PCR  screening ”Gang of five”
d ti k k lsedan magnetiska kulor

• Gör anrikning i oselektiv 
anrikningsbuljong

Anrikning

g j g

• PCR 
Intimin VT1 VT2

PCR

VT1, VT2, intimin

PCR
• PCR

O157, O26, 103, O145, O111 
O157 O26 O103 O145 O111        

PCR

Om napp kör man magnetiska
k l fö d O tkulor för den O typen



Först PCR  screening 
sedan magnetiska kulorsedan magnetiska kulor

• Gör anrikning i oselektiv 
anrikningsbuljong

Anrikning

• PCR 
VT1 VT2 intmin

Intimin VT1 VT2
Neg POSPOS

VT1, VT2, intmin

• PCR
O157 O26 O103 O145 O111   
Neg Neg Neg POS NegPCR 

O157, O26, 103, O145, O111 
Kör på buljong IMS för

O145

Kör man magnetiska för O145
Letar O145 på framodlade plattor Agar

platta



Analys för andra serotyper 
• Anrikning i buljong

PCR f å• PCR från 
– Primärstryk på agarplatta som man odlat ut

buljongen på 

Finns det på agarplattan gener för
– Viss serotyp t.ex. O121
– VT 1
– VT 2
– Intimin

PCR

• Efterfrågade gener  kan ej påvisa
= provet är negativt 

PCR

• Kombination av efterfrågade gener 
påvisade
– Får försöka leta upp enskilda kolonier  på 

plattan som har de efterfrågade generna



Letar efter VTEC O121 VT2 intiminLetar efter VTEC O121, VT2, intimin
I primärstryk finns gener för 
O121 VT2 i ti iO121, VT2, intimin

• O8, VT 2

• O121

• O138, intimin

Olika E. coli kolonier  på plattan 
som så har generna.som så har generna.

Man måste hitta en enskild koloni 
Som har alla de efterfrågade generna!!!Som har alla de efterfrågade generna!!!



Letar efter enskilda kolonierLetar efter enskilda kolonier

• Stryker rent  50 kolonier
• Delar upp dem i pooler om 10 och 10

• Undersöker de fem poolerna med PCR• Undersöker de fem poolerna med  PCR
– O121
– VT2
– Intimin

• Om någon av de fem poolerna är positiv 
Undersöks de 10 ingående kolonierna 
separat 

• Finns enskild koloni som är positiv O121, 
VT2, intimin

Det kan bli väldigt många PCR körningar!!!!Det kan bli  väldigt många PCR körningar!!!! 

Ofta hittar man inte någon koloni med alla de 
eftersökta virulens egenskapernaeftersökta  virulens egenskaperna



Diagnostik Humansidan – Letar alla VTECDiagnostik Humansidan Letar alla VTEC

• Odlar ut från rekalsvabb från patient p
ca 0,1 g träck

• Odlar direkt på platta utan anrikning p p g
eller IMS. 
Letar efter typiska  VTEC O157

• Kör PCR från direktstryk SMAC
letar efter 
– VT1 
– VT2
– (Intimin)

• Positivt från PCR primärstryk för VT

Leta enskilda kolonier som har VT PCRLeta enskilda kolonier som har VT 
Typa dessa bakterier vidare



Diagnostik Humansidan fortsDiagnostik Humansidan forts

1/3 av antalet rapporterade EHEC• 1/3 av antalet rapporterade EHEC 
fall på människa 
Primärstryket är positiv.
Hittar ingen stam som är VT positivHittar ingen stam som är VT positiv

Dessa fall rapporteras ändå som 
EHECEHEC

• Friska människor kan ha VTEC i sin 
avföringavföring.

• Kan vara andra orsaker till diarré
Risk för falsk positiva svar !!!!Risk för falsk positiva svar !!!!



Stort behov av samverkanStort behov av samverkan 
Humansidan - Veterinärsidan

• Harmoniserad diagnostik

• Samarbete kring human-
och veterinär medicinsk 
epidemiologi

• Viktigt med kontinuerlig 
åt k li llåterkoppling mellan 
human- och veterinärsidan



Mera sjukdomsframkallande (virulentaMera sjukdomsframkallande (virulenta 
VTEC O157)  Klad 8

• 7 x vanligare att patienter 
utvecklar allvarlig sjukdom.

• Drabbar ffa yngre 
människor <18 år

• Utbrott med clade 8 
stammar gett mkt hög grad 
av vård på sjukhus (63%)av vård på sjukhus (63%)

• Utbrott med clade 8 
stammar gett mkt hög grad g g g
av akut njursvikt HUS (13%)

Teckning : Åsa Rosenqvist SLV



SNP Single Nucleotide polymorphismSNP Single Nucleotide polymorphism

E t ti dä dEn mutation där en enda 
nucleotid i DNA ändrats i ett 
SNP loci.

Sällsynt företeelse i genomets 
”stabila områden”
Förändringen nedärvs till 
nästa generation då DNA 
kopieras vid celldelningkopieras vid celldelning

Kan användas för att följa 
”släktskap”mellan olika E colisläktskap mellan olika E.coli

Inkluderas flera SNP loci blir 
metoden mer diskriminerandemetoden mer diskriminerande

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



Realtids – PCR för att identifiera Klad 8Realtids PCR för att identifiera Klad 8

Kör två PCR us på stammar och 
resultatet

Gen 

Svarar på om finns SNP typiska för
kl d 8klad 8 

Relativt enkel metod för att

PCR  primer 
som ”känner 
igen SNP” 

PCR primer känner 
igen om SNP ej 
närvarnadeRelativt enkel metod för att 

Snabbt identifiera Klad 8

Mkt produkt/ Mkt produkt/Mkt produkt/
Lite produkt

Mkt produkt/
Lite produkt



Subtypningsmetoder VTECSubtypningsmetoder VTEC

• SVA och SMI har harmoniserade• SVA och SMI har harmoniserade 
metoder för subtypning av VTEC 
O157.

• Pulsfält gel elekrofores (PFGE)

• MLVA (Multi-locus variable number(
tandem repeat analysis

M l k lä bi l i k id i l i• Molekylärbiologisk epidemiologi 
– Om samma stammar påvisas på gård 

som människor som blivit sjuka på 
gårdengården.

– För att klarlägga smittkällan i stora 
utbrott


