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SAMMANFATTNING

Plesiomonas shigelloides &r en gramnegativ, oxidaspositiv stavformad bakterie,
som tillhér familjen Enterobacteriaceae. Plesiomonader forekommer framst i
tropiska och subtropiska omraden, men bakterien har dven isolerats fran kallare
klimat i till exempel Sverige. Plesiomonas shigelloides primdra habitat &r
sOtvatten och vattenlevande djur indirekt, men har ocksé isolerats fran ménniskor,
daggdjur (varav katter dr Overrepresenterade), faglar, insekter och andra
véixelvarma djur. Plesiomonas shigelloides &r en opportunistisk bakterie som har
fatt allt storre uppmiarksamhet som humanpatogen. Sambandet mellan infektion
och sjukdom &r inte lika vildokumenterad hos djur som hos méanniska.

Det finns ett fatal rapporter kring P. shigelloides som enteropatogen bakterie hos
husdjur. I mitt arbete pavisades P. shigelloides fran en av fem katter med diarré,
medan inga plesiomonader pdvisades frdn de tjugo friska katterna. Liknande
resultat erhdlls fran den pégéende studien kring P. shigelloides som mojlig orsak
till diarré hos katter i Sverige. I den undersdkningen pavisades P. shigelloides hos
tre av sju katter med diarré, medan inga plesiomonader pavisades fran de arton
friska katterna. Sammantaget innebér det att P. shigelloides pavisades fran fyra av
tolv katter med diarré, medan inga plesiomonader pavisades hos de trettiodtta
friska katterna. Sammanfattningsvis visar var undersokning att plesiomonader kan
forekomma 1 samband med diarré hos katt i Sverige. Det krdvs dock mer
omfattande studier for att klargéra vilken roll P. shigelloides spelar som
enteropatogen hos husdjur. Det vore ocksa intressant att utreda om P. shigelloides
ar en zoonotisk enteropatogen.






INLEDNING

Plesiomonas shigelloides ar en oxidaspositiv, fakultativt anaerob, gramnegativ,
rak, stavformad bakterie. Bakterien tillhor familjen Enterobacteriaceae.

Dess naturliga miljo ar vatten, frimst sotvatten, vilket innebédr att den &dven
aterfinns 1 sediment, fiskar och andra vattenlevande djur. Plesiomonader kan dven
forekomma hos minniskor, ddggdjur, faglar, insekter och andra vixelvarma djur.
Plesiomonas shigelloides forekommer framfor allt i tropiska och subtropiska
omraden, men pa senare ar har bakterien kunnat isoleras fran kallare klimat i
exempelvis Sverige och Norge.

Plesiomonas shigelloides &r en opportunistisk bakterie, som har fétt en allt storre
uppmirksamhet som humanpatogen. Ménniskor kan drabbas av bade intestinala
och extraintestinala infektioner. Patogenesen bakom &r dnnu inte klarlagd.
Sambandet mellan infektion och sjukdom é&r inte lika vdldokumenterad hos djur,
som hos méinniska.

Denna studie ingar som en del i ett pagaende projekt kring P. shigelloides som
mojlig orsak till diarré hos katt. Syftet &r att undersdka forekomst av P.
shigelloides hos katter, med och utan diarré, i Sverige.




PLESIOMONAS SHIGELLOIDES

Bakterien beskrevs for forsta géngen ndr den isolerades fran ett humant
faecesprov av Ferguson och Henderson ar 1947 (Ferguson & Henderson, 1947).
Bakterien fick sitt godkdnda namn Plesiomonas shigelloides 1962 av Habs och
Schubert (Habs & Schubert, 1962). Tidigare har genus Plesiomonas bland annat
hort till familjen Vibrionaceae, tillsammans med Aeromonas och Vibrio, men idag
tillhor genus Plesiomonas familjen Enterobacteriaceae (Songer & Post, 2005).
Inom genus Plesiomonas ér P. shigelloides den enda arten (Carter & Cole, 1990).
Ordet Plesiomonas hirstammar fran grekiskans plesios som betyder granne och
monas som kan Oversittas med enhet. Ordet shigelloides kommer fran Shigella
och grekiskans eides. Detta kan dversittas med shigellaliknande ”grannenhet” (till
Aeromonas).

Morfologi
Péa blodagar ér kolonierna 1,0-2,0 mm stora i diameter och graaktiga med en

konvex profil, slét yta och hel kant (Janda, 2005), se bild 1.

P. shigelloides &r en 0,8-1,0 x 3,0 um rak, stavformad, gramnegativ bakterie, se
bild 2. De flesta stammar har 1-5 poldra flageller, men det har &ven isolerats icke-
rorliga stammar (Janda, 2005; Carter & Chengappa, 1991).

Bild 1. P. shigelloides pa blodagar.

Bild 2. P. shigelloides fargad enligt Gram.



Egenskaper

Det ér en fakultativt anaerob, ej sporbildande bakterie. Plesiomonader kan tillvixa
1 temperaturer fran 8°C och upp till 45°C samt i pH 4,0-9,0 optimal tillvixt sker
dock vid 37-38°C (Janda, 2005).

Biokemiska egenskaper

P. shigelloides bildar oxidas, katalas och kan jdsa inositol, maltos, trehalos samt
glukos (utan gasproduktion). Jasning av glycerol, laktos, mannos, melibios och
salicin varierar. Plesiomonader bildar dven indol och reducerar nitrat till nitrit
(Janda, 2005).

Plesiomonas shigelloides biokemiska egenskaper, se dven bild 3.

api®20 E*-  substrat reaktioner eller P. shigelloides
tester enzymer
ONPG 2-nitrofenyl-pD- [-galaktosidas +
galaktopyranosid
ADH L-arginin arginin dihydrolas +
LDC L-lysin lysin dekarboxylas +
ODC L-ornitin ornitin dekarboxylas +
CIT trinatriumcitrat citrat-anvéndning -
H,S natriumtiosulfat H,S-bildning —
URE Urindmne ureas -
TDA L-tryptofan tryptofan-deaminas —
IND L-tryptofan indol-bildning +
VP natriumpyruvat acetoin-bildning -
GEL Gelatin gelatinas —
GLU D-glukos jésning/oxidation +
MAN D-mannitol jésning/oxidation —
INO Inositol jésning/oxidation +
SOR D-sorbitol jdsning/oxidation -
RHA L-ramnos jasning/oxidation —
SAC D-sukros jasning/oxidation -
MEL D-melibios jasning/oxidation —
AMY Amygdalin jésning/oxidation
ARA L-arabinos jasning/oxidation -
(0X cytokrom-oxidas) +

* API = Analytical Profile Index fran bioMérieux



Bild 3. P. shigelloides biokemiska profil enligt api“20 E.

Sarskiljande egenskaper

Positivt oxidastest skiljer plesiomonader fran Ovriga genus 1 familjen
Enterobacteriaceae (Quinn et al., 2002). Med hjilp av biokemiska tester kan
P. shigelloides skiljas fran bakterier med liknande egenskaper, som Aeromonas
spp. och Vibrio spp. P. shigelloides utskiljer sig fran Aeromonas spp. och Vibrio
spp. genom att den har arginin dihydrolas, ornitin dekarboxylas och lysin
dekarboxylas (Janda, 2005).

Odling

Vid rutinodling av avforingsprover kan P. shigelloides forbises, eftersom manga
laboratorier anvidnder en standarduppsittning for identifiering av kénda
tarmpatogener, som Salmonella spp. och Shigella spp. (Clark & Janda, 1991).

Alkaliskt peptonvatten, med pH 8,6, kan vara anvéndbart som anrikningsmedium
for att detektera plesiomonader fran avforingsprov. For att isolera P. shigelloides
frén avforing rekommenderas specialsubstrat, till exempel Inositol brilliant green
bile salt agar (IBB) (Difco), dir plesiomonader vixer med vitrosa kolonier, eller
Plesiomonas differential agar (PDA), som &r en variant av IBB. Misstinkta
kolonier ska renstrykas pa blodagar, for att sedan oxidastestas och ytterligare
identifieras (Janda, 2005; Clark & Janda, 1991).

Habitat

P. shigelloides priméra habitat ar vatten, framfor allt s6tvatten, och den aterfinns
saledes dven bland vattenlevande djur som till exempel fisk, reptiler och ostron.
Bakterien har dven isolerats frdn minniskor, didggdjur, figlar, insekter och andra



viaxelvarma djur (Bardon, 1999 (2); Jagger, 2000). Plesiomonaders tillvixt och
Overlevnad 1 sOtvatten beror pa vattentemperatur, tillgdng till ndringsimnen och
vattnets grad av avloppsfororening (Jagger, 2000).

Plesiomonader har dven isolerats fran saltvatten (Jagger, 2000; Songer & Post,
2005). I en studie i havsvatten Overlevde bakterien maximalt 22-25 timmar och
hogst 100 meter fran avloppsvattnets utsldpp (Zakhariev, 1971).

Bakterien forekommer framst i tropiska och subtropiska omradden (Brooks et al.,
2004; Quinn et al., 2002), men bakterien har dven isolerats fran kallt klimat i
exempelvis Sverige (Krovacek et al., 2000). Nagra studier tyder pé att forekomst
av P. shigelloides varierar med arstiden. Detta stods av tillvaxttemperaturstudier,
som visade att flera stammar inte forokade sig under en temperatur av 8°C. Nar
kdnsliga metoder anvéndes kunde bakterien pavisas dven vid den kalla arstidens

bdrjan, vid en temperatur av 3-7°C. Léangre in pa den kalla arstiden var bakterien
franvarande (Schubert, 1984).

Patogenicitet

Patogenesen kring P. shigelloides har dnnu inte klarlagts pa grund av brist pa
experimentella infektionsmodeller (Songer & Post, 2005). Djurmodeller for att
reproducera sjukdomen saknas och sdledes har Koch’s postulat inte kunnat
uppfyllas. Andra orsaker till att patogenesen inte dr klarlagd &r brist pd vl
genomforda fall-kontroll-studier och att kdnda virulensfaktorer, som &r
verksamma 1 tarmen, inte har kunnat pavisas. Trots detta har enterotoxiska och
invasiva egenskaper beskrivits, men de har antingen inte kunnat konfirmeras eller
sd har egenskaperna forekommit i sd l14g frekvens att de inte verkade ha nigon
betydelse for tarmpatofysiologin (Clark & Janda, 1991). Vitovec et al., 2001,
genomforde en experimentell infektion med endast P. shigelloides och i
saminfektion med Cryptosporidium parvum pa neonatala moss. Denna
infektionsmodell kan vara ett steg mot forbattrad forstaelse géllande P.
shigelloides patogena egenskaper.

Saminfektion med andra tarmpatogener forekommer. Vitovec et al., 2001, visade
att P. shigelloides koloniserade tarmar i hogre grad vid saminfektion med
C. parvum jimfort med ensam infektion.

Virulensfaktorer
Bakteriens virulensfaktorer anses vara ett virmelabilt koleralikt enterotoxin, ett
virmestabilt enterotoxin och hemolysin (Songer & Post, 2005).

Adhesion

Ekman (2003) undersokte 27 olika stammar av P. shigelloides géllande adhesion.
Oavsett ursprung hade stammarna varierande formaga att adherera till humana
tarmepitelceller in vitro.

Hemolysin

Hemolysin kan lysera erytrocyter si att hemoglobin frislépps och bakterien kan
utnyttja hemoglobin som jéarnkilla (Songer & Post, 2005). Hemolysin kan dven
fungera som ett enterotoxin i tarmen (Jagger, 2000).



Enterotoxin

Varierande resultat har erhéllits ndr plesiomonader har testats for
enterotoxinproduktion (Jagger, 2000). Plesiomonas shigelloides producerar bade
ett varmelabilt och ett virmestabilt enterotoxin, men deras roll i1 patogenesen ar
inte helt klarlagd (Carter & Wise, 2004).

Cytotoxiner

Bakterien producerar dven cytotoxiner som kan underldtta kolonisation och
invasion av epitelceller antingen genom att forstora vdvnad eller genom att
hdmma mikrofloran pa plats (Jagger, 2000), men i en studie av Ekman (2003)
undersoktes 27 olika stammar av P. shigelloides géllande exotoxinproduktion och
ingen av stammarna bildade cytotoxiska toxiner. Didremot sigs en cytotonisk
effekt med kraftig morfologisk forandring av cellerna.

Elastin

Elastin underlattar for virulenta bakterier att invadera celler genom att det bryter
ner bindvév och orsakar pa sa sétt en omfattande vivnadsskada (Jagger, 2000).

Plasmid

Manga stammar har en stor plasmid, som kan underlitta upptag och invasion av
bakterien i tarmen (Jagger, 2000; Songer & Post, 2005).

Infektionsvagar

Det har rapporterats att P. shigelloides kan vara en zoonotisk bakterie (Songer &
Post, 2005). En studie av Arai et al., 1980, visade att flera isolat fran katter,
hundar och ménniskor var av samma serotyp.

Féglar som lever vid vatten kan ocksa utgéra en smittkélla. Flyttfiglar, som
migrerar till tropiska omréden, kan bli infekterade av vattnet eller genom att &ta
kontaminerad fisk. Féglar kan dven bédra pa lokala nordiska stammar av P.
shigelloides (Niskanen & Salmela, 2000).

Mainniskor och djur infekteras antingen vid direkt eller indirekt kontakt med
kontaminerat vatten (Schubert, 1984). Fisk, skaldjur, amfibier och reptiler
fungerar som sekunddra reservoarer (Carter & Chengappa, 1991; Jagger, 2000),
dven katter kan béra pa bakterien och sprida den (Niskanen & Salmela, 2000).

Obehandlat vatten, eller otillrickligt lagad mat kan bidra till livsmedels- eller
vattenburen infektion med P. shigelloides. Bliackfisk, makrill, ostron och krabba
har orsakat livsmedelsburen infektion. I detta sammanhang bor ndmnas att P.
shigelloides forstors vid pastorisering i 60°C i 30 minuter (Clark & Janda, 1991;
Jagger, 2000).

Infektion hos djur

Det &r idag inte faststdllt i vilken omffattning P. shigelloides orsakar
gastrointestinla infektioner hos djur (Jagger, 2000). Plesiomonader har isolerats
frén flera olika varm- och kallblodiga djur; bland annat skaldjur och tarm fran



friska notkreatur, svin, getter, far, hundar, katter, moss, ankor, tvittbjornar, apor,
ormar, fiskar, paddor (Janda, 2005; Carter & Wise, 2004; Songer & Post, 2005).
Djur kan béra pa P. shigelloides utan att bli kliniskt sjuka (Schubert, 1984). P.
shigelloides tillhor fiskars, vattenlevande reptilers och amfibiers normala
bakterieflora pd hud och 1 munhala. Eftersom bakterien dr opportunistisk krévs
stressfaktorer for att klinisk sjukdom ska bryta ut (Quinn et al., 2002). Det &r
séllan plesiomonader orsakar klinisk sjukdom hos husdjur, men septikemi hos
déggdjur, fiskar och reptiler har rapporterats (Bardoni, 1999 (1); Carter &
Chengappa, 1991; Carter & Wise, 2004; Quinn et al., 2002).

Huvudvirdar, som ar viktiga ur ett veterinirmedicinskt perspektiv, dr dels katter
och dels odlad Tilapia, som &r en tropisk sotvattenfisk (Blood & Studdert, 1999;
Songer & Post, 2005). Det dr dock ovanligt att katter drabbas av gastrointestinal
infektion (Songer & Post, 2005). Isolering av bakterien fran andra sjuka djurarter
forekommer, men dr mindre vanligt (Jagger, 2000).

I en tjeckisk studie av Bardon, 1999 (1), isolerades P. shigelloides fran 55 av 4
552 insamlade prover fran miljoer och djur; bland annat grisar, hundar, katter,
faglar, reptiler, fiskar och amfibier. Sextio procent av dessa isolat kom fran
kliniskt sjuka eller déda djur. Av 472 undersokta katter isolerades P. shigelloides
hos 2,1 %, vilket var en hogre isoleringsfrekvens dn hos de andra undersokta
didggdjuren. Det enda djur som hade hogre isoleringsfrekvens var fisk, dir
bakterien isolerades fran 2,6 % av 683 undersokta (framst akvariefisk 8,7 % och
forell 2,5 %) (Bardon, 1999 (2)).

I Storbritannien undersoktes 146 faecesprov fran katter med och utan diarré. P.
shigelloides isolerades fran 6.4% av 94 katter med diarré och fran 3,8 % av 52
friska katter (Jagger, 2000).

I en japansk studie utférd av Arai et al., 1980, undersoktes P. shigelloides
forekomst 1 magtarmkanalen hos bland annat nétkreatur, svin, hundar, katter,
faglar, sotvattenfisk och floder i nérheten av Tokyo. Fran juli till november var
plesiomonader allmint forekommande i floder och dy, isoleringsfrekvensen hos
fisk var hogre under ungefdr samma period. Studien visade att P. shigelloides
forekom hos katter och hundar aret om. Av 389 undersokta katter var 10,3 %
positiva, motsvarande siffror for hundar var 3,8 % av 967. De flesta katter hade
inga symtom pa sjukdom.

| Norden

Enligt en norsk rapport fran 1992 isolerades P. shigelloides fran en katt med
diarré. Innan dess fanns ingen dokumentation om att bakterien hade pavisats hos
djur i Norge (Sjoberg, 1994). Bakterien har dven isolerats fran tre katter med
diarré i Finland (Niskanen & Salmela, 2000).

Gonzalez-Rey et al., (opublicerad data) har i det pagdende projektet kring P.
shigelloides provtagit 25 katter i Sverige, 18 av katterna var friska och 7 hade
diarré. P. shigelloides kunde isoleras fran tre av de sju katterna med diarré.
Bakterien kunde pavisas med bade PCR och bakterieodling. P. shigelloides kunde
diaremot inte isoleras eller pavisas med PCR frén katterna utan diarré.



Infektion hos méanniskor

Sedan bakterien upptidcktes har den sakta visat sig spela en storre roll som
tarmpatogen hos ménniskor i1 bland annat Asien och Afrika (Bai et al., 2004; Obi
et al., 1997; Shigematsu et al., 2000; Wong et al., 2000).

P. shigelloides har isolerats fran ménniskor utan symtom, men tillhor troligtvis
inte ménniskans normala tarmflora. Prevalensen hos manniskor utan symtom har
uppskattats till 0,01-5,5 % (Schubert, 1984; Jagger, 2000). Barn verkar vara mer
kansliga for infektion dn vuxna (Arai et al., 1980).

Gastrointestinala infektioner

Minst tre former av gastroenteriter orsakade av P. shigelloides har rapporterats;
sekretorisk form, invasiv form och subakut eller kronisk form. Den invasiva
formen &r vanligast (Clark & Janda, 1991).

Inkubationstiden dr 1-9 dagar. Symtom vid den gastrointestinala formen ar diarré,
buksmérta, tenesmus, illamdende, trotthet, frossa, feber, huvudvirk och
krékningar. Detta brukar halla i sig cirka elva dagar, om individen blir behandlad.
Diarrén dr ofta sjdlvbegransande (Wong et al., 2000), men den invasiva och den
kroniska formen kan behova behandling med antibiotika (Clark & Janda, 1991). I
manga fall 6vergér infektionen till att vara kronisk och da kan bakterien isoleras
fran faeces i upp till tvd manader efter infektion (Jagger, 2000).

Den gastrointestinala infektionen har frimst forknippats med resor utomlands till
tropiska och subtropiska omréden (Carter & Chengappa, 1991), som till exempel
sydostra Asien och Centralamerika (Clark & Janda, 1991). En del rapporter har
kommit fran tempererat och kallare klimat, som exempelvis USA, Kuba, Canada
och Finland, men dad har det ofta handlat om minniskor som rest till tropiska
lander (Jagger, 2000).

Nagra utbrott av diarré som har kunnat hérledas till P. shigelloides, har
rapporterats fran Afrika, Indien, Japan, USA och Nederldnderna (Schubert, 1984;
Stock, 2004).

Extraintestinala infektioner

Minniskor kan &dven drabbas av extraintestinala infektioner, som cellulit,
septikemi, meningit, kolecystit, osteomyelit, pseudoappendicit, endopthalmit,
pankreasabscess samt polyartrit, men det ar ovanligt (Carter & Chengappa, 1991;
Clark & Janda, 1991; Songer & Post, 2005). Faktorer som predisponerar for
extraintestinal infektion &r inte faststdllda, men ménniskor med nedsatt
immunforsvar verkar vara mer kdnsliga (Songer & Post, 2005).

Identifiering
Biotypning och serotypning

Biotypning ar av litet virde, eftersom arten dr likartad fenotypiskt, bara ett fétal
skillnader har observerats 1 till exempel kolhydratjdsningen (Janda, 2005).
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Serotypning ir av storre virde for att typa olika isolat av P. shigelloides. Ar 1978
utvecklade Shimada och Sakazaki den forsta klassificeringsmodellen, som baseras
pa somatiskt antigen (O) och flagellantigen (H) (Shimada & Sakazaki, 1978).
Denna klassificering har utvecklats under &ren och omfattar numera 102
somatiska antigen och 51 flagellantigen (Aldova & Shimada, 2000). Det finns
ytterligare ett klassificeringsschema, for att typa bakterier fran ytvatten och
vattenlevande insekter, som baseras pa 23 somatiska antigen och 5 flagellantigen
(Aldova & Schubert, 1996).

Polymerase Chain Reaction (PCR)

Gonzalez-Rey et al., 2000, utvecklade en PCR-metod dir tva primrar med 23S
rRNA-genen som malomrade anvindes for att skilja P. shigelloides fran
ndrbesldktade bakterier. Detta visade sig vara en bade kénslig och palitlig metod
for att identifiera P. shigelloides.

Diagnos och behandling

Infektion med P. shigelloides ger ingen specifik symtombild och kan dérfor inte
skiljas kliniskt frdn infektion med andra bakteriella tarmpatogener (Sjoberg,
1994). Diagnos kriver isolering och identifiering av P. shigelloides fran de
sjukliga fordndringarna (Quinn et al., 2002).

Behandling med antibiotika har minskat sjukdomstiden hos minniskor med
gastroenterit (Jagger, 2000). Antibiotikabehandling ska helst utféras efter kontroll
av antibiotikaresistens (Quinn et al., 2002). In vitro dr P. shigelloides kénslig for
kloramfenikol, fluorokinoloner och potentierad sulfonamid (Songer & Post,
2005). P. shigelloides &r vanligtvis kénslig for andra- och tredje generationens
cefalosporiner, kloramfenikol, nitrofurantoin, nalidixinsyra, kotrimoxazol och
kinoloner. ~Vid gastrointestinal infektion orsakad av  plesiomonader
rekommenderas kinoloner och potentierad sulfonamid. Bredspektrumpenicillin
ska enbart anvdndas vid extraintestinala infektioner efter kontroll av
antibiotikaresistens (Jagger, 2000).

Stammar av P. shigelloides &r resistenta mot [B-laktamer, vilket inkluderar
penicilliner, eftersom stammarna producerar -laktamas (Jagger, 2000; Songer &
Post, 2005). Plesiomonas shigelloides har ocksa rapporterats vara resistent mot
aminoglykosider, tetracykliner och sulfonamid. Resistens mot aminoglykosider
och tetracykliner har varit varierande i olika studier och mekanismen bakom
resistensen dr &dnnu okdnd. Det finns inga bevis pd plasmidmedierad
antibiotikaresistens (Janda, 2005; Songer & Post, 2005).
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PLESIOMONAS SHIGELLOIDES — EN OVANLIG ORSAK TILL DIARRE
HOS KATT?

Syfte

Detta arbete utgor en del av ett pagaende projekt kring P. shigelloides, som mgjlig
orsak till diarré hos katt. Syftet med arbetet var att undersoka om P. shigelloides
forekommer hos katter, med och utan diarré, i Sverige.

Provmaterial och provtagning

Sex djursjukhus runt om i Sverige hjilpte till att ta prov fran katter, bdde med och
utan diarré.

Katterna svabbades cirka en centimeter in 1 &ndtarmen.
Foljande uppgifter om katten antecknades:
= kon.

= 3lder.
=  om det var en innekatt eller hur den vistades ute.
= om det var akut eller kronisk diarré och om den var recidiv.

» provinsdndare och kattens journalnummer.

Bakteriesvabbarna med bifogade uppgifter skickades till SLU, avdelningen for
bakteriologi och livsmedelshygien.

Det resulterande materialet blev:
» tre svabbprov fran katter med akut diarré, samt ett avforingsprov fran en
av de tre katterna.

= tvd svabbprov fran katter med kronisk diarré.

* tjugo svabbprov fran katter utan kliniska symtom pé diarré.

Laboratorieanalyser

P& laboratoriet stroks svabbarna dels ut pa en blodagar direkt, dels anrikades
proverna i alkaliskt peptonvatten ett dygn och sedan stroks dven de pd blodagar.
Varje svabbprov gav pa si sitt upphov till tvd prov. Aven avfdringsprovet, som
skickades in som extramaterial, behandlades pa samma stt.

Kolonierna som vixte pa blodagarplattorna skordades och dverfordes till ror med
Brain heart infusion (BHI) buljong (Difco) med 15 % glycerol, som forvarades i
—70°C.

Plesiomonas shigelloides

Identifiering av P. shigelloides skedde bade morfologiskt, biokemiskt och genom
PCR.
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Morfologisk och biokemisk identifiering

De nedfrysta proverna, innehdllande kolonier som véxt ut pa blodagar med och
utan anrikning, tinades. Innehdllet blandades vil och stroks ut pd blodagar (5 %
notblod) och Plesiomonas differential agar (PDA) (Difco), vilka inkuberades
aerobt vid 37°C 1 24 timmar. For att underldtta identifiering av misstinkta
kolonier stroks en referensstam av P. shigelloides pa blodagar och PDA.

P& grund av riklig vixt av olika kolonier upprepades renstrykningarna flera
ganger. Vissa ganger anvindes ocksa Cystine lactose electrolyte deficient agar
(CLED), som ir elektrolytfattig, for att himma Proteus spp. fran att svdrma.

Darefter oxidastestades misstdnkta kolonier. Oxidasreagens droppades pa ett vitt
filterpapper och kolonimaterial fordes fran agarn till det fuktade omrédet. Oxidas
overfor cytokrom c frén reducerad till oxiderad form. Den oxiderade formen
bildar, tillsammans med reagensen, det typiska bld fargkomplexet inom 20
sekunder. Oxidastestet dr ett grundliggande test for att skilja gramnegativa
bakterier t.

Kolonier som var oxidaspositiva (frén blod- eller CLED-agar) eller hade ett rosa
fargomslag pd PDA renstroks pé blodagar och PDA och inkuberades aerobt vid
37°C 124 timmar.

Alla oxidaspositiva kolonier gramfirgades. Gramfargning dr en grundliggande
test for att identifiera bakterier. Cellviggens sammanséttning avgér om den har
affinitet till att binda basiska eller sura fairgimnen. En droppe steril fysiologisk
koksaltlosning blandades med en koloni pé ett objektglas. Detta lufttorkade och
fixerades. Efter fixeringen hilldes kristallviolett, ett basiskt fargdmne, pa
objektsglaset och fick verka i en minut. For att fargen skulle fasta béattre hilldes
Lugols 16sning, en jodlosning, pa preparatet och fick verka i en minut. Farg som
inte hade fast till bakterierna, skoljdes bort med acetonsprit och vatten. Sedan
gjordes en kontrastfirgning med saffranin, ett surt fairgdmne, som fick verka cirka
15-20 sekunder for att sedan skoljas bort med vatten. Preparatet fick torka och
dérefter kontrollerades, med hjélp av ett mikroskop, om bakterierna hade en
grampositiv reaktion (blev bla) eller en gramnegativ reaktion (blev roda).

Gramnegativa, oxidaspositiva stavar testades med hjdlp av APl 20 E
(bioMérieux). API 20 E bestar av en inkubationsbox med platta och lock, samt en
api® 20 E-remsa. Halrummen i plattan fylldes med 10 ml sterilt destillerat vatten
for att fa en fuktig luft och api® 20 E-remsan, med 20 mikrobrunnar innehallande
olika dehydrerade substrat, lades pa plattan. En farsk koloni, maximalt 24 timmar
gammal, blandades med 5 ml sterilt destillerat vatten. Sedan fordes
bakteriesuspensionen till mikrobrunnarna pd remsan med en steril pipett. Bade
brunn och kupol fylldes for testerna CIT, VP och GEL, medan enbart brunnen
fylldes for de Ovriga testerna. Kupolen for testerna ADH, LDC, ODC, H,S och
URE ticktes med mineralolja for att skapa en anaerob miljo. Fargfordndringarna
pa stripset avldstes enligt en avldsningstabell frdn bioM¢érieux efter ett dygns
aerob inkubering vid 37°C. Det medfoljde rapportblad som delade in testerna 1
grupper om tre, ddr positiva reaktioner noterades. Om testet fick en positiv
reaktion fick test nummer ett i gruppen vérdet ett, nummer tva fick virdet tva och
nummer tre fick virdet fyra. Oxidastestet raknades som test nummer 21, trots att
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det inte ingick 1 remsan. Varje grupp summerades sd att en sjusiffrig numerisk
profil erhélls. Identifieringen gjordes sedan med hjélp av den sjusiffriga profilen
antingen 1 ett index Over analytiska profiler, API 20 E Analytical Profile Index,
eller i ett identifieringsprogram frdn bioMérieux pa dator.

Identifiering med Polymerase Chain Reaction

Alla prover fran katter med och utan diarré undersoktes med Polymerase Chain
Reaction (PCR).

PCR ér en metod for att gora minga kopior av en specifik DNA-sekvens pa kort
tid. For att det ska fungera krdvs en mall av DNAt, deoxynukleotidfosfater som
byggstenar, primrar och ett termostabilt polymeras. Varje cykel borjar med en
viarmebehandling som separerar det dubbelstringade DNAt till enkla strangar.
Dessa far sedan svalna tillsammans med ett par tillsatta primers. Primrarna bestér
av korta oligonukleotider, som motsvarar DNA-sekvensens borjan och slut, och
kan pa sd sitt vdgleda polymeraset till den DNA-sekvens som ska kopieras.
Darefter tillsdtts DNA-polymeras och de fyra deoxyribonukleosidtrifosfaterna sé
att DNA kan syntetiseras. DNA-polymeras &dr det enzym som styr DNA-
tillverkningen. Detta inkuberas sedan och nir cykeln upprepar sig fungerar dven
de nytillverkade DNA-kopiorna som DNA-mall, vilket innebér att varje cykel
dubblerar médngden DNA. Det brukar krivas 20-30 cykler for DNA-
amplifieringen ska f& en praktisk betydelse (Alberts et al., 1998; Champe &
Harvey, 1994).

De nedfrysta proverna, innehéllande kolonier som véxt ut pa blodagar med och
utan anrikning, tinades och blandades vél. Det togs 20 ul fran varje prov som
fordes till 100 ul sterilt vatten i eppendorfror. Dérefter fick de std i 95°C 1 femton
minuter, eftersom virmebehandling separerar det dubbelstrdngade DNAt till enkla
strdngar. Sedan centrifugerades proven pd maximal effekt i cirka fem minuter, och
forvarades 1 —20°C. Totalvolymen for varje prov blev 50 ul, innehallande; 5 ul av
10x PCR Buffer (QIAGEN GmbH, Germany), 1 pl av en 25 mM dNTPs blandad
16sning (Ultrapure ANTP Set, Pharmacia Biotech, USA), 5 pl av varje primer fran
en 5 uM losning, 2 U av HotStar Taqg DNA Polymerase (QIAGEN), 4 ul av
MgCl, (25uM) (QIAGEN), 5 ul frdn provsuspensionen samt sterilt vatten upp till
50 pl. Primrarna motsvarade DNA-sekvensen fran nukleotid C-906 till G-1189 pa
23S rRNA-genen. For PCR-en anvindes ett temperaturcyklingsinstrument
(GeneAmp PCR System 2400, Perking Elmer Corp., USA). Cyklerna var enligt
foljande: En cykel vid 95°C under fem minuter och direfter 35 cykler med ett
denatureringssteg vid 94°C under en minut, inbindningstemperatur vid 68°C under
en minut och pabyggnad vid 72°C under en minut. Ett sista pdbyggnadssteg vid
72°C gjordes under tio minuter efter att de 35 cyklerna hade avslutats.

For att kontrollera resultatet av PCR anvindes gel elektrofores. En agarosgel sitts
i ett buffertbad med ethidiumbromid (EtBr). PCR-proverna samt en positiv och en
negativ kontroll appliceras 1 brunnarna pa gelen. En elektrisk spanning kopplas till
badet och eftersom DNA-fragmenten dr negativt laddade ror de sig mot anoden, 1
ett mikroskopiskt ndtverk av porer. Langa fragment ror sig langsammare én korta,
eftersom deras rorelse hdmmas av agarosgelens finmaskiga nétverk. DNA-
fragmenten sprids ut over gelen efter deras storlek och bildar en trappa av diskreta
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band, didr varje band bestar av en grupp DNA-molekyler av identisk langd.
Samtidigt binds EtBr till DNA-t i PCR-proven. EtBr anvinds for att kunna
askadliggora separationen, eftersom det fluorescerar under ultraviolett (UV) ljus.
Storleksmarkorer pé gelen gor att PCR-provernas storlek kan kontrolleras.

Separationen av DNAt i proverna utfordes i en 2%-ig agarosgel vid en spinning
av 110 V under en timme. Direkt efter elektroforesen badades gelen under tjugo
minuter i en EtBr-losning. Storleksmarkorer pa gelen gjorde att PCR-provernas
storlek kunde kontrolleras. DNA-banden visualiserades under UV-ljus och gelen
fotograferades med en kamera utrustad med ett speciellt filter.

M 123 4567 8 9101112 13141516 17 18 + + —

[ —

Bild 4. Resultatet av PCR-analys av nio prover, med och utan anrikning. Prov nummer 1,
2,3,4,5,6,7,8, 13, 14, 15, 16, 17 och 18 &r fran katter med diarré och 9, 10, 11, 12 ar
fran friska katter. Langst till vanster ses storleksmarkorerna och langst till hdger ses tva
positiva kontroller samt en negativ kontroll. Plesiomonas shigelloides pavisades i fyra
prover (nummer 3, 4, 5 och 6) fran samma katt; svabbprovet med och utan anrikning
samt avféringsprovet med och utan anrikning.

Salmonella

Proverna fran katter med diarré undersoktes ocksa for forekomst av Salmonella.

De nedfrysta proverna tinades och blandades vél. Fran varje prov fordes 1 ml till 9
ml buffrat peptonvatten och inkuberades aerobt vid 37°C i 20 timmar. Buffrat
peptonvatten anvinds som ett anrikningsmedium av Salmonellaarter innan de
anrikas selektivt.

Efter anrikningen fordes 0,1 ml fran provsuspensionen till Rappaport-Vassiliadis
(RV) -buljong och inkuberades aerobt vid 41,5°C i1 24 timmar. RV-buljong &r ett
mycket magert substrat med lagt pH och hogt osmotiskt tryck. Hog
inkuberingstemperatur och tillsats av malakitgront forstirker selektiviteten
ytterligare. Detta gor att minga mikroorganismer inte klarar av att vixa ut och
buljongen fungerar som en selektiv anrikningsbuljong for Salmonellaarter.

Material fran RV-buljongen stroks sedan pad Xylos lysin deoxycholat (XLD) agar
och Briljantgront fenolrétt (BG) -agar, som inkuberades aerobt vid 37°C 1 24

timmar.

XLD-agar dr en kombination av ett diagnostiskt och selektivt medium for
Salmonella och Shigella. Agarn innehéller tre olika sockerarter, som bildar syror
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ndr de bryts ner. Nedbrytningen av sockret pavisas med hjélp av fenolrétt, som ar
gul i sur milj6 och rod i basisk. Agarn innehdller dessutom jarncitrat och
natriumtiosulfat for att pavisa bakterier som bildar divitesulfid (H,S). Jarnsulfat
och divitesulfid bildar jarnsulfid, som ger bakteriekolonin en svart farg. P4 XLD-
agar dr Salmonellakolonierna medelstora, runda och har en konvex profil, med en
jamn kant. De dr genomskinliga och gliansande och har en smorig konsistens. Om
bakterierna bildar divétesulfid har de ett svart centrum. Substratet ndrmast
kolonierna &r rédlila.

BG-agar ér ett selektivt och diagnostiskt medium for Salmonella. Briljantgront
hidmmar bade grampositiva och en del gramnegativa bakterier. Agarn innehaller
dessutom laktos och sackaros, som bildar syror nir de bryts ner. Nedbrytningen av
sockret pavisas med hjdlp av fenolrétt, som dr gulgron 1 sur miljo och rdd i
neutral-basisk miljo. P4 BG-agar dr Salmonellakolonierna runda och toppiga. De
ar roda och litt genomskinliga med smorig konsistens.

Rosa eller svarta kolonier fran agarna renstroks pa ’bldagar” och inkuberades pa
nytt aerobt vid 37°C 1 24 timmar. "Bléagar” &r ett icke-selektivt substrat, som
innehéller laktos och fargindikatorn bromkresolpurpur. Om bakterierna bryter ner
laktos bildas syra, som ger ett firgomslag frdn blétt till gult. Agarn anvénds
framfor allt inom diagnostiken av gramnegativa bakterier for att skilja
laktosspjédlkande arter fran icke laktosspjidlkande arter.

Laktosnegativa  kolonier testades med objektglasagglutinationsmetoden.
Identifiering av Salmonella baseras pa dess antigener, dels det somatiska antigenet
O, som avgors av lipopolysackaridernas struktur 1 cellvdggen, och dels
flagellstrukturen H, som bestdr av protein. Med antigenerna som grund kan
agglutinationsmetoden anvidndas for att serotypa Salmonella enligt Kauffmann
och Whites schema. Forst kontrollerades spontanagglutination, det vill sdga att
bakterien agglutinerar trots att inga specifika antikroppar finns nérvarande, genom
att kolonin blandandes med en droppe natriumklorid. Sedan blandades misstankta
kolonier dels med en droppe HM-serum, som &r en blandning av kéinda H-
antikroppar mot Salmonella, och dels med en droppe poly-O-serum, som ar en
blandning av kdnda O-antikroppar mot Salmonella. Om bakterien tillhor genus
Salmonella agglutinerar bakteriens antigen med antikropparna som finns i
serumdroppen och da syns en tydlig utféllning av vita flockor. For att diagnos ska
kunna stéillas méste bade O- och H-antigenerna bestimmas.

RESULTAT

P. shigelloides pavisades endast hos en, av fem katter, med diarré. Det var en
honkatt, fodd —90, som hade drabbats av akut diarré. Katten vistades utomhus om
somrarna och brukade dricka vatten ur sjon. Katten kom in till kliniken 1 mycket
déligt skick; bland annat kraftigt dehydrerad och mycket mager, den 21/7 2005.
Katten hade magrat av den senaste veckan, krikts och knappt velat dta, samt fatt
diarré under de senaste dagarna. Katten behandlades med vétskeersittning,
amoxicillin (Bimoxyl®), cimetidin (Tagamet®), metronidazol (Flagyl®) samt
tvAdngsmatades. Eftersom ingen forbéttring sdgs efter tvd dagars behandling
avlivades den.
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P. shigelloides kunde péavisas med PCR fran bade bakteriepinnen och
avforingsprovet. Trots upprepade forsok kunde P. shigelloides déaremot inte
pavisas genom bakterieodling.

De tjugo proverna fran katter utan kliniska symtom péa diarré var alla negativa for
P. shigelloides bade genom PCR och bakterieodling.

Ingen Salmonella kunde pévisas hos de fem katterna med diarré.

DISKUSSION

Det finns ett fital rapporter kring P. shigelloides som enteropatogen bakterie hos
husdjur. I mitt arbete pavisades P. shigelloides fran en av fem katter med diarré,
medan inga plesiomonader pédvisades fran de tjugo friska katterna. Liknande
resultat erhdlls fran den pégdende studien kring P. shigelloides som mojlig orsak
till diarré hos katter i Sverige. I den undersokningen pavisades P. shigelloides hos
tre av sju katter med diarré, medan inga plesiomonader pavisades frén de arton
friska katterna. Sammantaget innebér det att P. shigelloides pavisades fran fyra av
tolv katter med diarré, medan inga plesiomonader pavisades hos de trettiodtta
friska katterna. I en undersokning fran Storbritannien har Jagger rapporterat att
P. shigelloides isolerades fran 6,4% av 94 katter med diarré och fran 3,8 % av 52
friska katter. Aven i Norge och Finland har P. shigelloides kunnat isoleras frin ett
fatal katter med diarré. Enligt en norsk rapport isolerades P. shigelloides fran en
katt med diarré, innan dess fanns ingen dokumentation om att bakterien hade
pavisats hos djur i Norge (Sjeberg, 1994). Plesiomonas shigelloides har &dven
isolerats frén tre katter med diarré i Finland (Niskanen & Salmela, 2000).

I mitt arbete pavisades P. shigelloides med hjilp av PCR, fran bade svabbprovet
och avforingsprovet, hos en katt med akut diarré. Bakterien hade med storsta
sannolik forbisetts om PCR inte hade anvints som metod. Att anvinda PCR
verkar vara bdde en sdkrare och en mindre tidskrdvande metod for att detektera P.
shigelloides &n att isolera den fran agarplattor. Det finns flera forklaringar till att
P. shigelloides inte kunde detekteras genom bakterieodling. En forklaring &r att de
har forbisetts bland den rikliga véxten av blandflora. En annan mojlighet ar att de
av ndgon anledning inte kunde vixa ut (levande men icke odlingsbar form/Viable
But Not Culturable). Annu en orsak ir att de av nigon anledning har skadats
irreversibelt sd att de inte kan véxa eller att de inte langre &r vid liv.

Sammanfattningsvis visar vir undersokning att plesiomonader kan férekomma 1
samband med diarré hos katter i Sverige. Det krdvs dock mer omfattande studier
for att klargora vilken roll P. shigelloides spelar som enteropatogen hos husdjur.
Det vore ocksa intressant att utreda om P. shigelloides &r en zoonotisk
enteropatogen.
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SUMMARY

Plesiomonas shigelloides is a gram-negative, oxidase-positive rodshaped
bacterium of the family Enterobacteriaceae. P. shigelloides is most frequently
isolated in tropical and subtropical areas, but has also been isolated in colder areas
for instance in Sweden. The primary natural habitat of the bacterium is fresh water
and indirectly waterliving animals, but the bacterium can also be recovered from
humans, mammals (of which cats are over-represented), birds, insects and
poikilothermic animals. P. shigelloides is an opportunistic bacterium and reports
about its role as a human pathogen is increasing.

There are only a few reports on P. shigelloides as an enteric pathogen among
animals. In my study, P. shigelloides was demonstrated in one out of five cats
with diarrhea. On the other hand, plesiomonads were not found in the twenty
samples from the healthy cats. Similar results were obtained from the ongoing
study on P. shigelloides, as a possible cause of diarrhea in cats in Sweden. In that
study P. shigelloides was demonstrated in three out of seven cats with diarrhea,
but plesiomonads were not found in the eighteen samples from the healthy cats.
Thus, P. shigelloides could be demonstrated in four out of twelve examined cats
with diarrhea, but not in the thirty-eight samples from the healthy cats.

In conclusion, our investigation shows that P. shigelloides can occur in cats
suffering with diarrhea in Sweden. However, complementary studies are
necessary to investigate P. shigelloides role as an enteric pathogen among
domestic animals. It would also be interesting to investigate if P. shigelloides is a
zoonotic enteric pathogen.
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