Diagnosticering aft
Clostridium perfringens type C
infektion 1 neonatale grise

med real-time PCR og ELISA
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Baggrund

Neonatal diarré projekt under VSP og DTU i 2011
fandt Clostridium perfringens type C (CpC) i 2 ud af 5
vaccinerede besaetninger

Rutinediagnostik i Danmark finder CpC 2-3 gange om
aret

Pavisning ved anaerob dyrkning og typebestemmelse
af fire separate kolonier ved konventionel PCR/
gelelektroforese)

Clostridium perfringens type A pavises i ca. 80 % af
indsendelser med anamnese om diarré i neonatal
perioden
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Formal

At validere real-time PCR og ELISA metoder il
diagnosticering af CpC
Graenseveerdier

At sammenholde resultaterne med traditionel
diagnosticering (dyrkning og efterfglgende
PCR/geleltroforese)

Sensitivitet
Specificitet

At sammenholde resultater med kliniske
observationer
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Villus

Dannelse af porer i membranen
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Tarmbrand

Diarré indenfor 8-60 timer

Fibrinonekrotiserende enteritis
med hamorrhagi. Tarmvaeggen
er stiv med lokalt emfysem

Fibrings enteritis med emfysem i

tarmvaeggen Fibrinonekrotiserende enteritis
med striber pa overfladen og
stiv tarmvaeg

Eget billede gverst til venstre og resterende billeder er taget af Hanne Kongsted og Laboratorium for Svinesygdomme
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Provemateriale

Real-time PCR
Antal | Materialetype AI]% zréglf;[er Oprindelse Undersggt, dyrkning
323 Svaber 1-5 0g 10 dage | 2 besaetninger fra projekt | Ja, 9 grise: 5 positive
254 Svaber 3-5 dage 2 besaetninger fra projekt | Ja, 16 grise: negative
72 Tarmseet 1-14 dage Rutineindsendelser Ja, alle: 1 positivT
23 Pladevask 1-14 dage |Plader: udsaed fra tarmsaet| Ja, alle: 1 positiv?

* Negative for C. perfringens type C, men med massiv vaekst af type A

T Samme journalnr. positiv, herunder bade jejunum og colon fra tre grise (= to tarmprgver og tre
pladevask)
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Provemateriale

ELISA: 176 prover

165 svaberprgver med > 6 kopier jf. real-time PCR
resultater

11 prgver fra tarmsaet og pladevask, mistaenkt for
at veere positive
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Metoder

Real-time PCR udviklet af Albini et al. til
pavisning af B-toksin genet
Svaberprgver: 1:40 fortynding og kogning

Tarmseet: Pooling af op til fire praver fra hver
journalnr. og faeceskitoprensing

Pladevask: 1:10 + 1:100 fortynding og kogning

Sandwich ELISA kit fra Bio-X Diagnostics til
pavisning af B-toksin direkte fra
prgvemateriale
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Real-time PCR resultater

Svaberprgver
Antal clostridier over tid
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Dage efter fodsel

Udskillelsen af Clostridium perfringens type C er stigende med hgjeste
koncentrationer 4-5 dage efter fodsel
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Svaberprgver - fortsat

Procentvis fordeling af real-time PCR positive
svaberprgver

Positiv 2 1 kopi 2 8 kopier 2 8 kopier
Signal = (pos. kuld) (pos. Kuld) (alle kuld*)
Dag % positive % positive % positive

1 25,0 7,1 7,1

2 67,3 25,5 25,5

3 67,3 32,7 31,0

4 86,3 58,8 35,9

5 77,6 59,2 26,0

10 55,0 17,5 17,5

* Kuld fundet negative ved dyrkning fra to grise, blev fundet positive med real-time PCR
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Real-time PCR resultater

Tarmsaet

En poolet tyktarmspreve var positiv ved bade
dyrkning og real-time PCR

En poolet tyndtarmsprave, der var positiv ved
dyrkning var negativ

Resterende prover la under
detektionsgraensen og var negative

Pladevask
3 ud af 23 pragver var positive — som dyrkning
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ELISA resultater

Svaberprgver positive for 3-toksin

ELISA resultater

Validerings%| Antal % -
<1 130 73,9 67
57 ®
>21,<2 19 10,8 | # 47 .
>2 <3 7 40 | §w
2 27 S
=23,<4 5 28 | =, o
* 7 L 4
I alt 1 76 Antal dage efter fodsel
*Val% > 4,95 % = positiv prgve (indsat linje pa grafen)
Fezerre positive prgver, men samme fordeling med hgjeste
koncentrationer omkring dag 4 og 5
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Sammenligning af resultater

Real-time PCR vs. ELISA

Samme fordeling af positive prgver pa dagene efter

fadsel (cut-off = 8 kopier)

Resultater i 2x2 tabel:

ELISA

Men... Sandsynligheden for at teste en prave positiv for

Real-time PCR
Positive | Negative | alt
Positive 13 2 15
Negative 99 62 161
| alt 112 64 176

CpC er signifikant forskellig for de to metoder

DVHS 3. maj 2013
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Sammenligning af resultater

Real-time PCR vs. dyrkning*
Resultater fra real-time PCR og dyrkning i 2x2

tabel Dyrkning + PCR
Positiv | Negativ| | alt
Real-time PCR | Positiv 4 6 10
(positiv 2 8 kopier) Negativ 1 14 15
alle dage | alt 5 20 o5

- Ingen signifikant forskel pa sandsynligheden for at

teste en prgve positiv for CpC.
Real-time PCR mere sensitiv end dyrkningen
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Sammenligning af resultater

Real-time PCR vs. kliniske observationer®

Forekomst af diarré for hver af de undersggte
svaberprgver (547)

Diarré forekomst over tid
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Real-time PCR vs. klinik - fortsat

Sammenligning af real-time PCR resultater og forekomsten af
diarré (case-kontrol opsaetning)

Cut-off 2 8
kopier Sygdomsstatus
Diarré + Diarré - Total
Eksponeret Test + 50 100 150
for CpC Test - 115 282 397
Total 165 382 547

Oddsene for at have > 200 kopier er af B-toksin genet er > 3,2
gange stagrre blandt grise med diarré i forhold til grise uden diarré

—> [Etiologisk fraktion: ~70 % af diarré tilfeeldene i grise med > 200
kopier kan skyldes, at de er inficeret med CpC
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Diskussion

Svaberprgver: Hajere koncentration af CpC pa dag
3-5
For lav immunitet fra rameelk

Anden diarréarsag dag 1-2 - behandling 2
resistens - pavirkning af tarmfloraen

Produktion af toksiner som vaccinen ikke daekker
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Diskussion

Tarmprgver: Fund af CpC i tyktarm og ikke tyndtarm
fra samme gris

Produktion af toksiner med virkning i tyktarmen

Flere inhiberende faktorer i tyndtarmsmateriale i
forhold til tyktarmsmateriale
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Diskussion

Real-time PCR og ELISA: ingen korrelation imellem
forekomst af B-toksin gen og [-toksin

Flere ganges optaning og nedfrysning
Nedbrydning af B-toksinet ved proteolyse
Tarmmotilitet fjerner B-toksinet fra bakterierne
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Diskussion

Real-time PCR og dyrkning: Ingen signifikant forskel
pa de to metoders effektivitet

Kun 25 prgver sammenlignet

Stadig hgjere sensitivitet for real-time PCR
metoden, hvis en positiv prgve = infektion

Hvornar er en prgve positiv?
Vaccineret besaetning?
Stor forskel pa kliniske fund i de to besastninger
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Konklusion

Real-time PCR er anvendelig til diagnosticering pa besaetningsniveau
- Mulighed for kvantificering og diagnostisk greenseveerdi

Real-time PCR er hurtigere, billigere, mere sensitiv og nemmere at
udfgre direkte pa biologisk materiale

- Risiko for detektion af raske smittebaerere

ELISA metodens anvendelighed er ikke entydig og kreever seerlig
handtering af praver pga p-toksinets hurtige nedbrydning

Detektionsgraense = 100.000 bakterier pr. g faeces

Infektion med CpC er ikke et generelt problem i danske
svinebesaetninger

Der kan veere sammenheaeng imellem antallet af bakterier og
forekomsten af diarré i vaccinerede besaetninger
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Perspektivering

Forbedring af sensitivitet ved at gentage prgver med veerdier
under 8 kopier (100.000 bakterier)

Diagnostisk betydning?

Undersggelse af en kvantitativ biologisk graense for infektion af
CpC i vaccinerede besaetninger

—>Kan antallet af bakterier korreleres til forekomst af diarré eller
spiller andre faktorer/patogener ind?

Undersggelse af CpC bakteriens affinitet for tyndtarm og colon
—>Har andre toksiner en stagrre indflydelse end antaget?
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Spargsmal???
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http://s-dialog.dk/A-Thomas+Bak-Hvad-vil-S-egentligt-i-H%C3%B8je- Taastrup-Kommune-default.aspx?site=nykommune/thomasbak&func=article.view&id=412273
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