Pavisning af diaré-fremkaldende
Escherichia coli

Brug af molekylzerbiologisk metode giver hgjere diagnostisk gevinst

Artiklen er skrevet pd baggrund
af en eksamensopgave i novem-
ber 2009 pd Den Sundhedsfaglige
Diplomuddannelse, Professions-
hgjskolen Metropol. Modul: Bio-
medicin og bioanalytisk fortolk-
ning med fokus pd klinisk mikro-
biologi og molekyleerbiologi.

En opggrelse fra 1. kvartal 2008 lavet af overleege Jorgen Eng-
berg, tidligere afdelingslaege pa Klinisk Mikrobiologisk Afde-
ling, Hvidovre Hospital, nu ansat pa Klinisk Mikrobiologisk Af-
deling, Slagelse Sygehus, viser, at serologiske metoder til pavis-
ning af diaré-fremkaldende Escherichia coli (DEC) ikke er sensi-
tive nok i forhold til molekylzaerbiologiske metoder.

12006 oplyste Statens Serum Instituts smitteberedskab, at
diagnostik af DEC bgr omfatte moderne molekyleerbiologiske
metoder, men at disse metoder kun i ringe grad var imple-
menteret i danske laboratorier.

En underspgelse i forekomsten af Verotoxin-producerende
Escherichia coli (VTEC) viste, at i otte amter med ca. 2,8 millio-
ner indbyggere, hvor der ikke blev anvendt en molekylzerbiolo-
gisk metode, paviste man VTEC i ca. 0,7 tilfzelde pr.100.000
indbyggere. I de resterende 7 amter med ca. 2,7 millioner ind-
byggere, hvor en molekyleerbiologisk metode blev anvendt, pa-
viste man VTEC i ca. 4,8 tilfeelde pr. 100.000 indbyggere. (1)

Det er endnu ikke alle danske laboratorier, der anvender en
molekyleerbiologisk metode til pavisning af DEC. I denne arti-
kel vil jeg ud fra andre publikationer og artikler belyse, hvor-
dan anvendelsen af en molekylzerbiologisk metode til p&vis-
ning af DEC vil give en hgjere diagnostisk gevinst.

Verotoxin-producerende Escherichia coli (VTEC) omtales i
engelsksproget litteratur som STEC. I denne artikel anvendes
betegnelsen VTEC. Ligeledes omtales Verotoxiner som Shiga
toxiner i engelsksproget litteratur, her anvendes Verotoxiner.
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CDC - ANBEFALINGER TIL IDENTIFIKATION AF VTEC
Centers for Disease Control and Prevention (CDC) har den 16.
oktober 2009 udgivet Morbidity and Mortality Weekly Report
(MMWR), der omhandler anbefalinger til diagnostik af VTEC i
de kliniske laboratorier.

Hurtig og preecis identifikation af VTEC er afggrende for pa-
tienten, idet behandling tidligt i infektionsforlpbet nedsaetter
risikoen for komplikationer, fx i form af nyreskade.

CDC anbefaler, at alle faecesprover fra patienter med akut
samfundserhvervet diaré (fx til underspgelse for Salmonella
spp. Shigella spp. og Campylobacter spp.) ogsa underspges for
0157 VTEC pé selektive agarmedier. Samtidig skal der ogsa
analyseres for ikke-O157 VTEC med en test, der paviser Vero-
toxiner, eller gener, der koder for Verotoxinerne. Alle O157
VTEC-stammer skal ydermere konfirmeres med en molekyleer-
biologisk metode. (3)

KORREKT PROVEMATERIALE GIVER KORREKTE SVAR
CDC anbefaler, at nr man skal undersgge for VTEC, skal pre-
vematerialet veere korrekt indsamlet. Det betyder, at affprin-
gen skal indsamles tidligt i sygdomsforlpbet, da verotoksinge-
nerne ellers kan g tabt pga. bakterier. Ved meget specifikke
underspgelseskriterier overses infektioner (fx hvis man kun
tester for VTEC, hvis der ses synligt blod).

I feeces er meengden af frie verotoksingener lav, ved immu-
noassay anbefales det at bruge faeces opformeret i bouillon el-
ler tage kolonier fra det primeere isolationsmedie og ikke teste
direkte fra feeces.

Rektale podninger er ikke optimale, nar man skal undersg-
ge for VTEC, idet de sjeeldent indeholder tilstraekkeligt affp-
ring. Hvis de alligevel bruges, anbefales det, at man opforme-
rer i bouillon.

Derudover anbefales det, at man altid fglger producenternes
indleegssedler, ndr man anvender en given metode. (3)

SEROLOGISKE KONTRA MOLEKYL/ZARBIOLOGISKE
METODER

Ifplge overleege Jprgen Engberg er serotypning alene en alt for
usikker metode til pavisning af DEC. En undersggelse viste, at
man efter implementeringen af en molekyleerbiologisk meto-
de pé Klinisk Mikrobiologisk Afdeling, Hvidovre Hospital,
fandt ca. 7,9 % flere DEC end ved serologisk metode alene.

Ud af 752 patientprgver fandt man kun o,5 % DEC ved brug
af en serologisk metode, ydermere var disse 0,5 % kun af typen
EPEC. Ved den molekylaerbiologiske metode fandt man 8,4 %
DEC ud af de 752 patientprgver, herunder bdde VTEC, EPEC, A/
EEC og EIEC. Ved brug af den molekyleaerbiologiske metode



TABEL 1
VIRULENSGENER HOS DEC OG SHIGELLA SPP.

Vitx1 Vitx2
VTEC? X X
EPEC®
A/EECP
ETEC X X
EIEC© X
Shigella spp.© X

e ST (ST1a eller ST1b og ST2) LT (LT1 eller LT2) ipaH

x| x|x|8

2 Hos VTEC og ETEC behgver alle virulensgener ikke at vaere til stede i bakterien samtidig.
b For at skelne EPEC og A/EEC udfgres agglutination med bade OK og O antisera.
< Der udfgres faenotypisk karakterisering af isolater positive for jpaH for at skelne mellem EIEC og Shigella spp.

Antal registrerede patienter 1996—2008
Ecoli VTEC

Antal
m.
0 [~
110
10 3
m_
m.
m.
20
20 3 I_"_l Fig. 2 viser antallet af registrerede VTEC
0 = tilfeelde i perioden 1996-2008. Der er
111 111 1114111111111 112222 22 22 2 gketen kraftig stigning, som skyldes,
9 9 9 9 0 0 9 9 9 9 9 9 9 9 9 99 9 9 900 O0CO0O0OCO0O0 O o
8 88 88 8 88 8 8 9 9 99 0 99 9996 000000 0o o badeen reelstigning, sget opmaerk-
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 ¢ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1 2 3 4 % 6 7 8 somhed og forbedrede diagnostiske
Aar metoder.
fandt man altsé flere DEC pa baggrund af, hvilke gener bakte- EIEC og Shigella spp. indeholder genet ipaH, et invasivt
rien indeholdt. plasmid antigen (Tabel 1). (6)

Ved brug af den molekylzerbiologiske metode kunne man
desuden pavise Shigella spp. Af disse blev der fundet henholds- GOD OG SIKKER METODE ER VIGTIG

vis 2 Shigella sonnel, 2 Shigella flexneri og 2 Shigella boydii. Mave-tarm-infektioner forarsaget af E. coli er hyppigt fore-
Samlet set fandt man altsa 9,2 % DEC og Shigella spp. ud af de kommende, og rettidig behandling er afgprende for at undga
752 patientprgver. (5) tilstpdende komplikationer hos patienten. Otte procent af de
personer, der far en infektion med en O157 VTEC, udvikler hze-
HVILKE GENER KODER FOR HVAD? molytisk ureemisk syndrom, og risikoen pges, hvis patienten
N&r man anvender en molekylzerbiologisk metode, undersg- behandles med antibiotika eller stoppende midler (fx Imodi-
ges der for, hvilke gener bakterierne indeholder. Generne ko- um, anvendes ved kortvarig diaré, heemmer tarmens bevaegel-
der for nogle bestemte egenskaber, som er karakteristiske for ser).
hver enkelt type af DEC. Feelles for alle molekylaerbiologiske Det er derfor vigtigt at f& stillet en diagnose hurtigt, men
metoder er, at man undersgger for de gener, der hyppigst giver  lige sa vigtigt er det at undersgge, hvilken type af DEC patien-
diaré hos mennesker. (6),(7) ten har, da nogle forarsager stgrre skade end andre.

VTEC indeholder verotoksingenerne Vtxi og/eller Vix2, samt Ud over at der kan tilstpde komplikationer ved for sen eller
evt. eae (koder for intimin). EPEC og A/EEC indeholder genet forkert behandling, sa har underspgelser vist, at tidlig diagno-
eae (intimin), ETEC indeholder gener, der koder for et varme- se og behandling forbedrer patientens prognose og sygdoms-
stabilt enterotoxin ST og/eller et varme-ustabilt enterotoxin forlgb. (2),(3) Fig. 2

IT. Generne, der koder for ST og LT, kan yderligere inddeles i
nogle undergrupper. ST deles ind i 2 hovedgrupper, ST1 og ST2. MULTIPLEX PCR TIL PAVISNING AF DEC

ST1 er ofte forbundet med diaré hos mennesker og kan yderli- Der findes i dag en raekke molekyleerbiologiske metoder til pa-

gere underinddeles i ST1a og ST1b. ST2 er ofte forbundet med visning af DEC. Langt stgrstedelen af disse skal bruges i kom-

diaré hos smagrise. bination med en anden metode for at detektere de fem mest
LT kan inddeles i 2 undergrupper LT1 og LT2. LT1 giver diaré kliniske relevante DEC.

hos bade dyr og mennesker, mens LT2 oftest giver diaré hos Brandal L. T. et al beskriver i en artikel fra 2006 en ny meto-

dyr og kun sjeeldent hos mennesker. de, der amplificerer 7 specifikke virulensgener (Vitxa, Vtx,
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eaeA, ST1b, LT1, ipaH og aggR) og 1intern kontrol. Denne meto-
de kan detektere fem patogene DEC og Shigella spp. Metoden
kaldes for "Octaplex PCR and flourescence-based capillary ele-
trophoresis”, en flourescensbaseret metode til DNA-detektion,
hvor PCR-produkterne separeres ved kapilleer elektroforese.

Hver forwardprimer maerkes med et eller flere fluorochro-
mer, der fluorescerer ved forskellige bplgelzengder. Indeholder
proven et eller flere gener, som primeren/primerne kan settes
sig fast p4, vil der ved PCR-reaktionen dannes DNA-fragmen-
ter af forskellig stprrelse. Ved hjzelp af ABI prism 310 (Genetic
analyser), der anvender laser-induceret fluorescens og multi-
colour CCD-detection, kan DNA fragmenterne detekteres ud
fra sterrelse og farve. Via et softwareprogram kan de amplifi-
cerede virulensgener aflaeses som toppe i et elektrophero-
grarm. (6), (9).

Multiplex PCR-metoden har den fordel, at den er tidsbespa-
rende, idet man kun behgver én PCR- kgrsel for at analysere
for alle relevante DEC-typer.

I den undersggelse, som er baggrunden for Brandal L. T. et
al’s artikel, blev 110 bakteriestammer undersggt, heraf 30
EHEC, 20 EPEC, 19 EIEC, 12 ETEC og 29 Shigella spp. (11 S. dysente-
riae, 8 S. boydii, 5 S. flexneri og 5 S. sonnei). Isolaterne var blevet
indsamlet i perioden 1985-2004 fra patienter med diaré.

Alle isolater var tidligere blevet faenotypisk bestemt, og alle
EHEC og EIEC samt nogle af EPEC, blev ydermere analyseret
ved 2 forskellige molekyleerbiologiske metoder, alt efter hvilke
gener man ville pavise.

RESULTATER AF UNDERSQGELSEN

Resultaterne af Brandal L. T. et al's undersggelse viste, at selv-
om der findes mange varianter inden for samme gener, s&
fandt man ved octaplex PCR and fluorescence-based capillary
eletrophoresis, ved hjeelp af de udvalgte primere, de vigtigste
varianter af generne — dem, der forarsager diaré hos menne-
sker.

Ud af de 110 isolater paviste man virulensgener i 103 (94 %)
tilfeelde. Der var 7 isolater, hvor der ikke blev pavist virulensge-
ner, men som tidligere var blevet klassificeret som ETEC. Hos
alle, undtagen 5 isolater ud af de 103, fandt man det samme re-
sultat, som fundet i oprindelige underspgelser. Den interne
kontrol blev amplificeret ved alle 110 isolater.

I de 5 prover, der ikke stemte overens med tidligere resulta-
ter, fandt mani 2 af tilfzeldene, at isolaterne ved tidligere fze-
notypiske test var blevet identificeret som Shigella boydii. Ved
den nye multiplex PCR fandt man dog genet, der kodet for, at
det var en EPEC. Ved den 3. stamme, der tidligere blev fundet
til at veere en EPEC, blev genet, der koder for enteroaggregativ
E. coli (EAEC), amplificeret. De sidste 2 stammer, der tidligere var
blevet bestemt til at veere ETEC, fandt man i den ene genet, der
koder for EAEC, og i den anden genet, der koder for EPEC. (6)

Nar resultaterne fra den molekylaerbiologiske metode og de
tidligere underspgelser i fem tilfeelde ikke stemmer overens, er
det sveert at afggre, hvilke resultater der er mest sande. Dog
ved vi med sikkerhed, at 4 af de g isolater, der ikke stemte over-
ens i de tidligere underspgelser og i multiplex PCR, ikke tidlige-
re er konfirmeret med en molekyleerbiologisk metode. Dette
pger sandsynligheden for, at det er multiplex PCR-metoden,
der péaviser korrekt. De 5 isolater er alle péavist til at veere dia-
réfremkaldende bakterier, men art og type varierer, alt efter
hvilken metode der er anvendt.

Da vi mangler en golden standard, er det sveert at beregne
sensitivitet og specificitet for den molekyleaerbiologiske meto-
de. Vived, at kontrollen blev amplificeret ved alle 110 isolater,
s& analysen har fungeret korrekt. Hvis vi antager, at alle resul-
taterne er valide, idet kontrollen er amplificeret korrekt, s& vil
den molekylzerbiologiske metode have bade en sensitivitet og
en specificitet pd 100 %, idet de sande positive isolater giver et
positivt testresultat, og de sande negative isolater giver et ne-
gativt testresultat.

Hvis vi antager, at de 7 isolater, der ikke blev pavist viru-
lensgener hos, faktisk er ETEC, som de blev fundet til ved de
feenotypiske test, og hvis de 5 isolater, der gav forskelligt test-
resultat, teelles med i antal sandt positive, s vil sensitiviteten i
stedet veere 93,6 %. Dette er ikke en seerlig hgj sensitivitet,
men da de 7 stammer ikke tidligere er konfirmeret med en
molekyleerbiologisk metode, er det mest sandsynligt, at de
ikke indeholder virulensgener, som det blev pavist ved multi-
plex PCR.

KLINISK RELEVANS
I forhold til behandling af patienterne er det vigtigt, at de me-
toder, der anvendes til p&visning af DEC, er s& sensitive og spe-
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cifikke som muligt. Som tidligere neevnt vil en hurtig og kor-
rekt diagnose nedsaette risikoen for komplikationer samt for-
bedre patientens udfald.

Nar man afprgver en ny metode, er det en fordel at have en
golden standard at holde resultatet op imod. I underspgelsen
lavet af Brandal L. T. et al sammenholdes resultaterne med re-
sultater fundet i tidligere feenotypiske test (EHEC og EIEC,
samt nogle af EPEC blev konfirmeret ved molekylaerbiologisk
metode), men ifplge MMWR skal de faenotypiske test altid
konfirmeres med en molekylerbiologisk metode. Hos de 5 iso-
later, der gav forskelligt resultat ved de anvendte metoder, er
der stor sandsynlighed for, at det er den molekylaerbiologiske
metode, der giver det korrekte resultat. Hverken Shigella spp.
eller ETEC, som 4 af de 5 isolater ved tidligere underspgelser
var blevet bestemt til, blev tidligere konfirmeret med en mole-
kyleerbiologisk metode. (3), (6).

KONKLUSION

Sammenholdt med anbefalingerne beskrevet i Morbidity and
Mortality Weekly Report og undersggelserne lavet af Brandal
L.T.et al og Persson S. et al vil en molekyleerbiologisk metode
veere den mest sensitive/valide metode til pavisning af DEC i
de kliniske laboratorier. De serologiske undersggelser udeluk-
kes ikke, idet man ved positivt PCR-signal i Vitx1 og Vix2 yderli-
gere udfgrer slide agglutination med pool OK sera, med hen-
blik p& en OK og en O serotypning. Risikoen for at stille en for-
kert eller slet ingen diagnose vil pa den made formindskes be-
tydeligt. (5)

En anden vigtig faktor er detektionstiden. Ved multiplex
PCR kan de 5 almindeligste DEC og Shigella spp. pavises i sam-
me analyse, hvor tidligere molekyleerbiologiske metoder ikke
har kunnet pavise alle virulensgener. Derved kan patienterne
hurtigere szettes i korrekt behandling, og man vil kunne spare
arbejdstid/personale. O

DE, HOS MENNESKER, ALMINDELIGT

FOREKOMMENDE DIARE-FREMKALDENDE

E. COLI (DEC):

e Verotoksigene E. coli (VTEC) giver ofte blodig
diaré, mest hos bgrn, kan forvaerres med hze-
molytisk ureemisk syndrom (HUS) eller trom-

botisk trombocytopenisk purpura (TTP)

- 0157 VTEC er den hyppigst identificerede

serogruppe af VTEC
- lkke-O157 VTEC dkker over andre sero-
typer, der ogsa medferer sygdom

Enteropatogene E. coli (EPEC) spaed- og sma-

bornsdiaré, ofte langvarig
Intiminproducerende E. coli (A/EEC) giver
diaré hos bade bgrn og voksne

Enterotoksigene E. coli (ETEC) hyppigste arsag

til rejserelateret diaré
Enteroinvasive E. coli (EIEC) naert beslegtet
med Shigella spp. (2)(4)

TARMINFEKTIONSMONITOR

Statens Serum Institut, Enhed for Mave-tarmin-
fektioner, har udarbejdet en hjemmeside, der
oplyser om den aktuelle forekomst af sygdoms-
tilfaelde i Danmark, forarsaget af de vaesentlig-
ste diaré-fremkaldende bakterier, herunder E.
coli.

Pa www.mave-tarm.dk kan man finde bade uge,
maned og arsopgerelser over laboratoriefund af
diaré-fremkaldende bakterier. For VTEC er der
sket en kraftig stigning i antallet af tilfeelde (Fig.
2). En af grundene til stigningen skyldes forbed-
rede diagnostiske metoder, fx multiplex PCR. (8)
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