’ Sveriges lantbruksuniversitet

Fakulteten for Veterinarmedicin och husdjursvetenskap
S L u Institutionen fér biomedicin och veterinar folkhalsovetenskap

Forekomst och karaktarisering av Clostridium difficile

fran friska hundar

Karl-dohan Wetterwik

Uppsala

2011

Examensarbete inom veterindrprogrammet

ISSN 1652-8697
Examensarbete 2011.8






SLU

Sveriges lantbruksuniversitet

Forekomst och karaktarisering av Clostridium difficile

fran friska hundar

Karl-dohan Wetterwik

Handledare: Karel Krovacek,
Institutionen fér biomedicin och veterinér folkhélsovetenskap
Bitrddande handledare: Gunilla Trowald-Wigh,
Institutionen fér biomedicin och veterinér folkhélsovetenskap

Examinator: Sofia Boqvist,
Institutionen fér biomedicin och veterindr folkhélsovetenskap

Examensarbete inom veterindrprogrammet, Uppsala 2011
Fakulteten fér Veterindrmedicin och husdjursvetenskap
Institutionen fér biomedicin och veterindr folkhélsovetenskap
Kurskod: EX0239, Niva X, 30hp

Nyckelord: Clostridium difficile, hundar, faeces
Online publication of this work: http./epsilon.slu.se

ISSN 1652-8697
Examensarbete 2011.:8



TACK

Karel Krovacek, handledare, for att du tidigt vdckte mitt intresse for bakteriologi, och
for allt det stod, inspiration och den utomordentliga handledning jag fatt under detta
arbete. Tack ocksa for manga intressanta och trevliga pratstunder om vetenskap, politik,
historia och familjeliv som jag alltid kommer att minnas med stor glédje.

Gunilla Trowald-Wigh, bitrddande handledare, for trygg och fast handledning i det
vetenskapliga skrivandets konst. Tack ocksa for din vinlighet, tdlamod och stora
engagemang.

Lise-Lotte Fernstrom. Forestandare for laboratoriet. Min bista vidn i labbet som har
hjilpt mig med allt det praktiska utan att trdttna det minsta.

Gun Larsson, djursjukskotare vid universitetsdjursjukhuset. Stort tack for hjédlpen med
insamling av prover.

Olov Carlsson, biomedicinsk analytiker. Tack for all hjélp och problemlosning i labbet.

Karl-Erik Johansson, professor inom bakteriologi och livsmedelssidkerhet, SLU. Stort
tack for all hjalp med sekvensering och fylogenetik.



INNEHALLSFORTECKNING

SAMMANTALNIING ..oeeeeeiee et e et e e ettt e e e it e e e eneeeeeesneeeeeeneees 1
SUINIMIATY ...ttt ettt e e e e ettt e e e e e ettt tee e e e saabbebeeeeeesnabbeaeeeeesanns 1
INIEANING ...ttt ettt ettt e sttt e et e e s s e e 2
LItteraturOVETSTKE .. ceeouevieiiiiiiee ettt ettt st ettt e e e e 3
CLOSTFIAIUIN SPECIES ....vvvveeeeeeeeiiiiieieeeeee et teeeees sttt eeeeesesabeteeaeesessnssseaeeesessassnens 3
CLOSTIATUIN QUffICILE .....eveveeeeeeiiee ettt e et ae e s e s 3
HISEOTTK ettt et 3
Morfologi & EZEnSKAPET ......ccovuiiiiiiiiiiiiiiiii ittt 4
HAabDIEAL ...t 5
1) () U UUPPPR 6
EPIdemIOLO@ «..uevveeeiiiiiii it et 7
PAtOZENES ...eeiiiniiiieiii et 8
PatOZENICILEL ....eeiiiieiiie ettt et e et e e et e e et ee e e et e e 9
VirulensfaKtorer........c.eeiiiiiiiii e 9
TOXIMET 1ttt ettt et ettt e sabe e e st sttt et e e eanee e 10
Adhesiva €ZENSKAPET .......uuuiiiiiiiieeie ettt e ee e 11
321 o 1< USRS 11
Kemotaxis 0Ch MOTIEL........ceoiiiiiiiiiiiiiiiiieic et 11
EXOCNZYMET ...ccciiiiiiiiiiiiii ettt e e et ee e e e e 12
Sjukdombild hOS QUT......ccoeiiiiiieie et 12
Sjukdomsbild hos MANNMISKOT .........uiiiiiiiiiieiiiieee et 13
Diagnostik/TAeNtTICIING ... ceeivrieeeiiiiee ettt e e et e e e aeeee e 14
Behandling och prevention av CDI hos maAnnisKor............ceovviiiiiiiiieiiniiiceiniieeene 15
Forekomst och karaktirisering av Clostridium difficile fran friska hundar.................... 17
2 1T PSP TUPUPRR 17
Material OCh MELOAET ......coouuiiiiiiiiiii ittt et e e 17
Provtagningsmaterial och provtagningsmetodik............cccuvveeeeeeiriiiiiiireeiiiniiiieeenen. 17

L0 76 1553 PSPPI UUPUPPP 17
TAENEEICTING. ....eeeeiiiiieeiee et ettt e e e 18
L- prolin aminopeptidastest .........cccuueierriiiiiriiiieeiiiiiee ettt ettt ee e 18
LateX ag@lutiNatiONSIESE ... cceriuurreriiiieeeeiiitee ettt et ettt e ettt e et eeseaitte e e bbeeee e 19
SEKVENSETINE ..eeenuvtieeiiiiiiieeeittte ettt ettt ettt e ettt e e ettt e e sttt e e sttt e e esbbeeeesaataeeeeaene 19
TOXINPIOAUKELION .......eiiiiiiiee ettt ettt e e ettt e e e et ee e eneeeeeenneeeeeanes 20
AntibiotikaresistenSbBEeSAMMNING .......coceeiuiiiiieiiiee et ettt e e e eeeeeeeeeee e 22
RESUITAL 1.ttt ettt et e et e s s ee e 23
DISKUSSION....ceeiuiitit ittt ettt ettt e e st e sttt e s eabaeesabbeeee et 25

LitteraturfOrteCKNING. ... coeviiiiiiiiiiiee ittt ettt e e e 29



Forkortningar

AAD
CDI
CDAD
PMC
Vero
PBS
BHI
tcdA
tcdB

FAA

Antibiotic associated diarrhoea

Clostridium difficile infection

Clostridium difficile associated diarrhoea
Pseudomembranous colitis

Cellinje fran gron markatta (green monkey)
Phosphate buffered saline

Brain heart infusion

Gen kodande for Clostridium difficile toxin A
Gen kodande for Clostridium difficile toxin B

Fastidious anaerobe agar



SAMMANFATTNING

Clostridium difficile @r en anaerob, grampositiv sporbildande bakterie som tillhor
sliktet Clostridium. Under 1970- talet rapporterades att vissa stammar av C.
difficile hade formaga att producera potenta enterotoxiner (toxin A) och
cytotoxiner (toxin B). Dessa studier kopplade ocksa samman antibiotika-
behandling med tillvixt av C. difficile och pseudomembranés colit (PMC) hos
minniska. Idag dr C. difficile den vanligaste orsaken till nosokomial tarmsmitta
hos ménniskor. Clostridium difficile har ocksa isolerats fran olika djurslag och
kan orsaka antibiotikaassocierad diarré (AAD) hos hist.

I denna studie har férekomst av C. difficile i faeces fran 50 friska hundar
undersokts. Toxinproduktion och antibiotikaresistens hos isolerade stammar har
ocksa studerats. Clostridium difficile isolerades fran tva (4%) av de 50 undersokta
hundarna. Inget av isolaten producerade toxin A eller B. Ett av isolaten var
resistent mot metronidazol.

Vid sekvensering av misstinkta C. difficile isolat identifierades dven andra
ovanliga klostridiearter sasom Clostridium hiranonis, Clostridium glycolicum och
Clostridium paraputrificum.

Resultaten fran denna studie visar pa lag forekomst av icke- toxigena C. difficile
hos denna grupp friska hundar. Fynd av metronidazolresistenta C. difficile isolat
ar mycket ovanligt och &r sirskilt intressant med tanke pa den utbredda
anvidndningen av detta antibiotikum till hundar. For fortsatta studier kring C.
difficile skulle det vara intressant att undersdka forekomst och toxinproduktion
hos hundar med diarré, och hos hundar som behandlats med antibiotika.

SUMMARY

Clostridium difficile is an anaerobe, grampositive sporeforming species of the
genus Clostridium. In the seventies, it was reported that C. difficile is capable of
producing potent enterotoxins (toxin A), and cytotoxins (toxin B). These studies
also described the link between the use of antibiotics, colonization by C. difficile
and occurrence of pseudomembranous colitis (PMC) in man. Today, C. difficile is
the most frequent cause of nosocomial gastrointestinal infections in humans. The
bacterium has also been isolated from different animal species and causes
antibiotic associated diarrhoea (AAD) in horses.

In this study, faeces from 50 healthy dogs were investigated for the presence of C.
difficile. Toxin production and antibiotic resistance pattern of the isolates were
also studied. Clostridium difficile was isolated from two (4%) of the 50 dogs.
None of the isolates produced toxin A or B. One of the isolates was resistant to
metronidazole.

Other unusual Clostridium species such as Clostridium hiranonis, Clostridium
glycolicum and Clostridium paraputrificum were identified while sequencing
presumptive C. difficile isolates.



The results of this study indicates a low occurrence of non- toxigenic C. difficile
strains in this group of healthy dogs. Metronidazole resistant C. difficile isolates
are rarely reported, but are of special interest since metronidazol is a frequent used
antibiotic for treatment of dogs. This warrants more comprehensive studies of the
occurrence of C. difficile also among dogs with diarrhoea and dogs treated with
antibiotics.

INLEDNING

Genus Clostridium omfattar over 100 arter. Klostridier dr anaeroba till aero-
toleranta stora grampositiva stavar. Samtliga arter bildar endosporer och en
majoritet av dem é&r rorliga med hjdlp av flageller. Totalt riknas knappt 20 arter
som patogena och flertalet av dessa far sin virulensférmaga genom att producera
exotoxiner. Clostridium species orsakar hos djur och ménniskor flera allvarliga
sjukdomar (Quinn et al. 2002).

Clostridium difficile dr en viktig nosokomial patogen som ger upphov till olika
typer av tarminfektioner hos méinniskor, fran den mildare formen C. difficile
associerad diarré (CDAD) till den svarare formen pseudomembrands colit (PMC)
(Barbut & Petit, 2001). Clostridium difficile kan ocksa orsaka tarminfektioner hos
djur (Baverud et al. 1997; Songer & Andersson, 2006).

Clostridium difficile infektioner (CDI) forknippas i stor utstrickning med
anvidndningen av antibiotika, vilket anges som den frimsta riskfaktorn (Barbut &
Petit, 2001). Antibiotikaterapi anses vara ett avgorande steg i patogenesen,
eftersom en rubbning av tarmfloran mojliggor for C. difficile att kolonisera tarmen
(Borriello, 1998). Clostridium difficile kan i detta sammanhang ocksa dra fordel
av sin resistens mot olika antibiotika (Gerding, 2004). Huvudsakliga
virulensfaktorer hos C. difficile utgors av toxin A som &r ett enterotoxin och toxin
B som dr ett cytotoxin (Borriello, 1998). De bada toxinerna tros dven utéva en
synergistisk verkan (Lyerly et al. 1985).

Clostridium difficile har isolerats fran olika djurslag, déaribland hist, hund, kalv
och svin (Keel er al. 2007). Den kan #ven isoleras fran omgivningen och
symtomlosa personer (Rupnik, 2010).

Antalet C. difficile infektioner hos minniskor har okat i de industrialiserade
landerna sedan 1990- talet trots forsok till motatgiarder (DuPont & Garey, 2010).
De senaste aren har dven flera studier rapporterat om fynd av C. difficile i
kottprodukter (Gould & Limbago, 2010). Med anledning av att samma ribotyper
har isolerats fran bade sjuka ménniskor och djur har det diskuterats om bakterien
kan ha en zoonotisk potential och om husdjur kan utgora en reservoar for smittan
(Gould & Limbago, 2010).

Flera utlandska studier beskriver forekomst av C. difficile hos hundar (Borriello,
1983; Cave et al. 2002; Zerbini & Ossiprandi, 2007; Struble er al. 1994; Weese et
al. 2010). Den hir pilotstudien syftar till att studera forekomst av C. difficile i
faeces fran friska hundar i Sverige samt karaktirisering av isolat. Ingen liknande
undersokning pa hundar har till min kainnedom publicerats tidigare i Sverige eller
vara grannlédnder.



LITTERATUROVERSIKT

Clostridium species

Patogena Clostridium species inom veterindrmedicinen

Neurotoxiska | | Histotoxiska Enteropatogena & Ovriga
enterotoxin /
enterotoxinaemia
C. tetani C. chauvoei C. perfringens, C. colinum
C. botulinum, C. septicum (typ A-E) C. piliforme
(typ A-G) C. novyi, (typ A&B) C. difficile C. spiroforme

C. perfringens typ A

C. sordelli
C. haemolyticum

Clostridium difficile

Historik

Modifierad fran Quinn et al. 2002

Clostridium difficile isolerades forsta gangen 1935 fran avforingen hos en grupp
friska nyfodda barn (Hall & O Toole, 1935). Hall & O Toole hade svarigheter att
odla bakterien och gav den ddrfér namnet ”Bacillus difficilis”. Ytterligare studier
visade att den producerade ett potent toxin med dodlig effekt pa marsvin.
Bakterien klassificerades senare om och gavs namnet Clostridium difficile

tillhorande sléktet Clostridium inom familjen Clostridiaceae.

Efter Hall & O Tooles upptiackt och inledande arbete foljde en lingre period da
intresset for bakterien efterhand avtog. Aven om den toxiska effekten gick att
upprepa i forsok pa olika djurslag hade man svart att finna beldgg for att bakterien
kunde orsaka klinisk sjukdom hos minniska. Bakteriens formaga att producera
toxin in vivo blev ocksa ifragasatt (Smith & King, 1962).



Under andra virldskriget gjordes en upptickt som langt senare bidrog till
forstaelsen for C. difficile som en patogen mikroorganism (Bartlett, 2009). I
samband med gasgangrin som en vanlig konsekvens av sarskador provades
antibiotikabehandling. Som forsoksmodell anvéndes marsvin som behandlades
med penicillin. Forskarna blev overraskade av att sa manga av marsvinen direfter
avled i en svarartad blodig tarmsjukdom (Hambre er al. 1943). Orsaken till
tarmsjukdomen kunde inte faststidllas ndrmare, men man forstod da att penicillin
kunde vara dodligt for gnagare.

Pa 1970- talet i USA var klindamycin “the drug of choice” for behandling av
anaeroba infektioner (Bartlett, 2009). Likaren och gastroenterologen F. J.
Tedesco, reagerade pa att flera av hans patienter som behandlats med klindamycin
drabbades av mycket svar diarré. Tedesco ledde sedan en studie ddr man kunde
visa pa extraordinira resultat. Av 200 patienter som behandlats med klindamycin
fick 21% antibiotikaassocierad diarré och 10% utvecklade den svarare formen,
pseudomembrands colit (PMC) (Tedesco et al. 1974). Efter detta benimndes
PMC synonymt med ”Clindamycin-colitis” (Bartlett, 2009). Detta bidrog till att
flera forskargrupper nu arbetade intensivt pa att finna den bakomliggande
orsaken.

Bartlett et al. (1977a), visade i forsok att vancomycin kunde utgora skydd mot
AAD nir det gavs till hamstrar efter en “challenge” med klindamycin. Efterhand
forstod man att en bakteriell grampositiv patogen kunde vara orsaken (Bartlett,
2009). Kort ddrefter, i en serie djurforsok pa hamstrar pavisades sjukdoms-
framkallande egenskaper hos en sadan mikroorganism. Bakterien visade sig vara
Clostridium difficile. (Bartlett et al. 1977b; Chang et al. 1978). De f6ljande aren
blev dven toxinerna (toxin A och B) mer utforligt beskrivna och den cytotoxiska
effekten kunde studeras in vitro. Under perioden 1979 till 1981 skrev Chang et al.
(1979;1981) och Taylor et al. (1979;1981) en serie viktiga och klarliggande
artiklar inom detta omrade.

Morfologi & Egenskaper

Clostridium difficile dr en grampositiv sporbildande obligat anaerob stav. De
flesta stammar #r motila (Delmée et al. 1990). Efter anaerob inkubering pa
blodagar i 48 timmar vid 37°C framtridder stora graa kolonier (2- Smm) med en
oregelbunden kant, utan hemolys.

I renkultur kan man kénna en karakteristisk lukt som paminner om stallukt fran
agarplattan. Kolonierna fluorescerar svagt i UV-ljus. Vid gramfédrgning ses stora
grampositiva till gramvariabla stavar med subterminala sporer. (Vetbakt, SLU,
2010; Wolfhagen et al. 1994).



Gramfirgning. Foto: K-J Wetterwik

Kolonimorfologi pd selektivagar. Foto: K-J Wetterwik

Habitat

Aven om C. difficile infektion forst och frimst ir en nosokomial infektion som
huvudsakligen forknippats med ménniskor eller héstar i sjukhusmiljo, dr det ként
att bakterien ir spridd i omgivningen. Bakterien isolerades forsta gangen fran
avforingen hos spiddbarn. Senare studier har funnit att denna bakterie dr vanligt
forekommande hos sma barn, sannolikt p.g.a. de dnnu inte etablerat sin tarmflora.



Spéddbarn tycks dven vara okinsliga for C. difficile toxiner (Jangi & Lamont,
2010). Hos vuxna anses inte C. difficile tillhora den normala tarmfloran, men det
dr kint att cirka 3%- 5% kan vara asymtomatiska bdrare (Gould &Limbago,
2010).

Ett fatal studier beskriver forekomsten av C. difficile i omgivningen fran olika
varldsdelar (Hafiz, 1974; Al Saif & Brazier, 1996; Simango 2006).

I en undersokning fran England, Al Saif & Brazier, (1996), isolerades C. difficile i
varierande omfattning fran hundar, katter, hem- miljo, gronsaker, flodvatten,
havsvatten och jord. Studien visade att det finns ett antal olika védgar som
minniskor och djur kan bli exponerade for denna bakterie. Dessa forfattare
rapporterade ocksa att faecesprover fran livsmedelsproducerande djur (nét, svin,
far och fisk) hade en lag prevalens eller var helt negativa for C. difficile. Andra
undersokningar rapporterar att C. difficile dr en mycket vanligt férekommande
omgivningsbakterie pa bade humansjukhus och djursjukhus. Sjukhusmiljo utgor
diarmed en viktig reservoar for C. difficile (Al Saif & Brazier, 1996; Weese et al.
2000; Barbut & Petit, 2001).

Studier fran USA, Kanada och Italien rapporterar om hog forekomst (20%- 55%)
av C. difficile hos friska hundar, medan andra undersokningar visat pa betydligt
lagre forekomst ( < 10%) (Borriello, 1983; Cave et al. 2002; Zerbini &
Ossiprandi, 2007; Struble et al. 1994; Weese et al. 2010). Det &r virt att notera att
toxinproducerande savil som icke toxinproducerande stammar av C. difficile har
isolerats fran bade friska hundar och hundar med diarré (Zerbini & Ossiprandi,
2007).

Med anledning av fynden hos sillskapsdjuren och det faktum att identiska
virulenta stammar (ribotyper), aterfinns hos minniskor och djur har det
diskuterats om djuren kan utgora en reservoar for smittan (Borriello, 1983; Gould
& Limbago, 2010). Under senare delen av 2000- talet har férekomst av C. difficile
i kottprodukter rapporterats i ett antal artiklar bade fran Nordamerika och Europa.
Det har visat sig att forekomsten av C. difficile 1 kottprodukter var hog eller
mycket hog (upp till 50%) i USA och Kanada medan liknande studier fran Europa
visar pa en betydligt ldgre forekomst (< 5%) (Indra, 2009; Von Abercron, 2009;
Gould & Limbago, 2010; Jobstl, 2010).

Det &r oklart hur 6verforingen av smitta sker ute i samhillet. Fynden bland vara
husdjur, i kottprodukter och vatten m.m. indikerar att det finns ett antal tdnkbara
reservoarer som kan vara betydelsefulla ur ett epidemiologiskt perspektiv (Gould
& Limbago, 2010).

Sporer

Bildandet av endosporer har en avgorande betydelse for spridningen av C.
difficile- infektioner (Burns et al. 2010). Sporerna #r motstandskraftiga mot
varme, stralning, kemikalier och antibiotika (Sorg & Sonenshein, 2008). For att
kunna orsaka sjukdom maste dock sporerna germinera (gro) och atervinda till en
vegetativ cellvixt. Forstaelse for mekanismerna bakom aktivering och grodd av
sporer kan bli viktigt for att ta fram effektiva rengoringsmetoder, hantera



sjukdomsutbrott och for att om mojligt finna nya likemedel. Hos Bacillus species
dr mekanismer kring sporbildning relativt viélstuderade, medan for C. difficile har
tills nyligen kunskapsunderlaget varit av ringa omfattning. Studier avseende
Bacillus subtilis- sporer har visat att det finns receptorer i dess membran som
reagerar med olika aktivatorer i den omgivande miljon, t.ex. aminosyror, glukos
och olika joner. I en gynnsam miljo gror dérfor sporen och forvandlas till en
vegetativ cell. Clostridium difficile ir inte lika vélstuderad, men arbete pagar i
olika forskargrupper didr man forsoker identifiera receptorer for sporaktivering
genom genetisk kartliggning. Forhoppningsvis kommer resultat av sadan
forskning att leda till en béttre forstaelse for vilken kombination av miljofaktorer
som far en C. difficile- spor att germinera (Burns et al. 2010).

Nyligen har nagra intressanta studier visat hur gallsyror kan paverka germinering
av C. difficile. Sorg & Sonenshein (2008), har visat att den priméra gallsyran
cholat och dess olika derivat i kombination med glycin har en stimulerande effekt
pa germinering av C. difficile- sporer. 1 kontrast till cholat fann man att den
sekunddra gallsyran deoxycholat forhindrade vegetativ vixt av C. difficile.
Deoxycholat bildas i grovtarmen fran primédra gallsyror genom paverkan
(biotransformation) fran vissa bakteriearter ur genus Clostridium. Clostridium
scindens och Clostridium hiranonis har rapporterats som effektiva omvandlare av
primiér till sekundir gallsyra (Kitahara et al. 2001; 2004; Wells et al. 2003). 1
ytterligare en studie (Sorg & Sonenshein, 2009) visades dven att en annan primér
gallsyra, chenodeoxycholat hade en inhiberande effekt pa germinering.

Dessa gallsyrors betydelse for C. difficile dr forenlig med tidigare kunskap om
gallsyran taurocholat, som har en gynnsam effekt vid anrikning och odling av C.
difficile (Wilson et al. 1982). Sorg & Sonenshein har diskuterat interaktionen
mellan C. difficile och olika former av gallsyror. Kan variationer mellan olika
individers nivaer av gallsyror i tarmen vara en forklaring till skillnaden i
infektionskénsligheten mellan olika individer? Kan gallsyror vara en del i
patogenesen for CDI ?

Epidemiologi

Infektion med C. difficile anses idag vara den ledande orsaken till
sjukhusrelaterad diarré och orsakar arligen manga sjukdomsfall i Nordamerika
och Europa (MacFarland et al. 2007; Voth & Ballard, 2005). Under 2000- talet
har det epidemiologiska monstret delvis fordndrats. Pa sjukhusen har smittan
borjat orsaka regelritta utbrott med forhdjd morbiditet och mortalitet bland
patienter. Utbrotten sitts delvis i samband med uppdykandet av en hypervirulent
stam (ribotyp 027) som utmirker sig genom en Okad toxinproduktion och
resistens mot fluorokinoloner. Dessutom forknippas ribotyp 027 med
hyperproduktion av sporer (MacFarland er al. 2007). Ytterligare en C. difficile
stam (ribotyp 078) har under de senare aren kopplats till sjukdomsfall hos
ménniska. Denna ribotyp forknippas ocksa med hypervirulens och proportionen
av CDI med denna ribotyp har okat i Holland och Storbritannien sedan 2006
(Barbut et al. 2007; Goorhuis et al. 2008; Hensgens et al. 2009).



Det &dr vilkidnt att de framsta riskfaktorerna for att utveckla CDAD ér:

antibiotikaterapi, alder > 65 och vard pa sjukhusavdelningar med intensivvard
(Barbut & Petit, 2001).

CDI har tidigare ansetts som en uteslutande nosokomial infektion, men enligt
rapporter fran Kanada, USA och Frankrike féorekommer sjukdomen nu dven till
viss del ute i samhillet. Det har ocksa uppmérksammats att individer som normalt
inte rdknats till riskgrupperna (barn och unga), har insjuknat (MacFarland et al.
2007).

Enligt Smittskyddsinstitutet dr CDI ett betydande folkhélsoproblem &ven i
Sverige. Tidigare statistik har pavisat en 6kning av CDI, fran 58 fall per 100 000
invanare 1995 till 90 fall per 100 000 invanare 2007. Sjukdomen &r inte
anmaélningspliktig i Sverige. Den nationella &vervakningen av CDI i Sverige
bygger darfor pa frivillig inrapportering av diagnosticerade fall fran kliniska
laboratorier. Forsta halvaret 2010 rapporterades 6ver 2300 fall av CDI, trots att
bara 16 av 28 laboratorier deltog i rapporteringen och underlag for
incidensberikning inte dr fullstindigt. Den epidemiologiska typningen visar dock
att den hypervirulenta och internationellt spridda ribotypen 027 Z#nnu inte
etablerats i storre omfattning i Sverige. Aven i Sverige drabbas personer ute i
samhillet av CDI. Vid senaste mittillfallet (vecka 11, 2010), framgar att de flesta
fall av CDI rapporterades fran sjukhuspatienter 75% (117/156), och 25% (39/156)
provtogs pa vardcentral/annan plats (Smittskyddsinstitutet, 2010a).

Patogenes

Infektion sker sannolikt genom fekal- oral transmission av sporer (Elliot et al.
2007). Clostridium difficile infektion &r forknippat med anvéindandet av
antibiotika, eftersom den underlittar for bakterien att etablera sig och producera
toxiner. Tarmfloran hos friska individer utgor en barridr, sa kallad “colonization
resistance” som skyddar mot infektionen. Vid rubbningar av normal tarmflora
t.ex. genom antibiotikaterapi, mojliggors for C. difficile att kolonisera tarmen. Néar
infektionen &dr etablerad kan toxinerna ge wupphov till  blédning,
vitskeackumulation och cellddd i tarmens slemhinna (Borriello, 1998). Toxinerna
tas upp av celler i tarmslemhinnan genom receptor-medierad endocytos och
verkar intracellulirt (Voth et al. 2005).

Sjukdomsbilden varierar mellan mildare och svarare former av diarré (CDAD),
till en livshotande explosiv pseudomembrands kolit. PMC ir vildefinierad
histopatologiskt och avgrinsar sig for det mesta till kolon och rektum. Efterhand
som sjukdomen fortskrider nekrotiseras mukosan och bildar exsudativa membran,
sa kallade pseudomembran. Membranen ses som multipla gulvita plack av
varierande storlek. Den underliggande submucosan dr i varierande omfattning
inflammerad och/eller nekrotiserad (Borriello, 1998).
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Patogenicitet

Virulensfaktorer

En patogen bakterie har ett antal specifika genetiska och biokemiska egenskaper
som bidrar till dess formaga att utlosa sjukdom hos en viard. Man kallar dessa
egenskaper for virulensfaktorer eller virulensdeterminanter.



Toxiner

Fem olika toxiska faktorer som produceras av C. difficile har beskrivits, men
endast tva av dem (toxin A och B) har hittills kunnat relateras till klinisk sjukdom.
Toxin A och B utgor C. difficile primira virulensfaktorer (Borriello, 1998).
Toxinerna tillhor de storsta bakterietoxiner man kdnner till. Tillsammans med C.
sordelli och C. novyi bildar C. difficile en grupp klostridier som producerar stora
toxiska proteiner med patagliga likheter sinsemellan. Toxin A och B, har
molekylvikter pa 308 kDa respektive 270 kDa och har 66% likhet (homologi)
med varandra (Voth & Ballard, 2005).

Toxinerna utdvar ett flertal olika biologiska effekter. De dr bada cytotoxiska for
en mingd olika celltyper. Andra effekter dr Okad vaskuldr permeabilitet och
blodningar. I olika forsoksdjursmodeller har man visat att toxin A orsakar
vitskeackumulation i tarmen, medan toxin B inte gor det. Toxin A definieras
ddrmed som ett enterotoxin (Borriello, 1998). Studier pa cellkulturer in vitro har
visat att toxin B &r ett betydligt mer potent cytotoxin. Donta et al. (1982)
rapporterade att toxin B var fyra till tusenfaldigt mer cytotoxiskt dn toxin A
beroende pa vilken celltyp som anvindes i testet. Nyligen har ocksa Kuenhe et al.
(2010) visat att en virulent stam, ddr man “stinger av” toxin A/B generna med
knockout- teknik blir helt avirulent i en hamstermodell.

Det finns olika varianter av C. difficile stammar som skiljer sig genetiskt fran
varandra vad giller formagan att producera toxiner. Man betecknar dem som:
tcdA+/tcdB+, tcdA+/tcdB-, tcdA-/tcdB+ eller tcdA-/tcdB-, utifrdn vilka
kombinationer av toxinkodande gener de har i genomet. Baserat pa djurforsok
trodde man i borjan att det var toxin A som var det viktigaste toxinet, vilket
ensamt utloste klinisk sjukdom. Senare har det dock visat sig att dven toxin B
ensamt kan utlosa CDI hos forsoksdjur och ménniskor (Kuehne er al. 2010;
Kuijper et al. 2001). I en studie av Lyerly ef al. (1985), fann man dven att de bada
toxinerna A och B tycks ha en synergistisk verkan.

Huvuddelen av patienter som drabbats av CDI har blivit smittade av stammar som
ar bade toxin A och B positiva. Den hogvirulenta stammen ribotyp 027, som
orsakat manga sjukdomsfall under 2000- talet kinnetecknas av en utdkad
antibiotikaresistens och ¢kad produktion av bada toxinerna A och B. Ribotyp 027
producerar ytterligare ett toxin, det s.k. binira toxinet. Den kliniska betydelsen av
detta toxin #r dnnu inte studerad i nagon storre omfattning och generna ir dnnu
inte kartlagda. Det finns dock indikationer pa att det bindra toxinet kan kopplas
till 6kad virulens (MacFarland et al. 2007).

Bade toxin A och B behover ta sig in i sina malceller for att utova sin toxiska
effekt. Upptaget sker genom receptormedierad endocytos och toxinet
transporteras sedan in i cellens cytoplasma. Inne i cellen fungerar toxinerna som
enzymer. De ir glykosyltransferaser som har formagan att modulera en méngd
fysiologiska reaktioner i cellen. Glykosyltranferaser medierar reaktioner som
inkorporerar olika typer av sockergrupper till ett substrat. Genom att modifiera
eller inaktivera signal/regulator-proteinerna rho, rac och cdc42 paverkas bl.a.
cytoskelettet, transkription av  RNA och ”tight junctions” mellan cellerna.
Resultatet blir lickage av vitska ut i tarmlumen och/eller apoptos av celler (Voth
& Ballard, 2005).
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Adhesiva egenskaper

Adhesion till celler dr en viktig formaga hos manga bakteriella patogener for att
de ska kunna utveckla sin virulens. For att en patogen bakterie ska kunna
infektera sin vidrd maste den kunna binda/adherera till strukturer i vidvnaden.
Denna vidhiftningsformaga ér det forsta och mycket viktiga steget i samband med
sjukdomsutveckling (Quinn ef al. 2002).

Det forsta beviset for att C. difficile kunde binda till celler i tarmkanalen hos
maéanniska har beskrivits av Borriello (1979). I en hamstermodell har man visat att
en hogvirulent stam hade bittre adhesionsformaga dn en lagvirulent stam. Bada
stammarna hade dock bittre adhesionsformaga én en tredje avirulent icke- toxigen
stam. En annan iakttagelse var att toxin A tycktes oka adhesionsformagan. Nér
toxin A administerades tillsammans med den avirulenta stammen si blev
adhesionsformagan jamforbar med de virulenta stammarna (Borriello et al. 1988).

Vissa stammar av Clostridium difficile har fimbrier (6um langa) och de flesta
stammar &dr rorliga med hjilp av flageller. Dessa strukturers betydelse som
eventuella adhesiner har @nnu inte kunna visas och deras roll vid kolonisation dr
oklar (Borriello, 1998). Cellviaggen hos C. difficile dr svagt hydrofob och har en
positiv laddning vilket gor att den skulle kunna bindas léttare till negativt laddade
epitelceller (Krishna et al. 1996).

Taha et al. (2006) undersokte adherensformagan hos C. difficile isolerade fran
humana patienter och histar. 1 in vitro adhesionsforsoket anvindes humana
tarmceller (Caco- 2) och tarmceller fran hést. Samtliga isolat kunde adherera i
varierande grad till tarmceller fran bade hist och minniska. Humana isolat
adhererade bittre till humana Caco- 2 celler medan héstisolaten adhererade bittre
till héstceller. Det forefaller dérfor som om det fanns en vird- bakterieberoende
tropism.

Kapsel

Bakterier kan syntetisera extracelluldra polymerer som sitter pa cellviggen, dessa
bendmns glykokalyx. Hos vissa arter kan polymererna bilda att titt sittande yttre
skikt kring bakterien, en s.k. kapsel. De flesta kapslar bestar av polysackarider
och kan vara till hjidlp for bakterien vid adhesion samt som skydd mot
omgivningsmiljon. En annan funktion kan vara att undslippa immunforsvaret och
pa detta vis undga fagocytos (Quinn et al. 2002). Davies & Borriello (1990)
rapporterade fynd av kapsel hos samtliga 15 (nio toxigena och sex icke- toxigena)
stammar som ingick i forsoket. Med anledning av sina fynd har forfattarna
diskuterat att kapselbildning inte tycks vara en egenskap som enbart dr kopplad
till virulenta stammar.

Kemotaxis och motilitet

Kemotaxis innebdr att en bakterie ror sig mot eller bort fran stimulerande dmnen
(Todar, 2010). Bakterier &r rorliga med hjélp av flageller. Mgjlighet att rora sig
fran tarmlumen ut mot tarmslemhinnan 6kar mojligheterna for en enteropatogen
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att fista till receptorer (Borriello, 1998). Delmée et al. (1990), studerade 140 C.
difficile isolat fran ménniskor fordelade pa 10 olika serotyper. Huvuddelen av
isolaten visade sig ha peritrika flageller. Avsaknad av flageller var vanligare inom
nagra specifika serotyper. Ingen omedelbar koppling till virulens kunde goras. En
annan forskargrupp kom dock fram till att en C. difficile- stam som hade flageller
hade en tiofaldigt hogre formaga att fésta till slemhinnan i blindtarmen hos moss
4n en stam som saknade flageller (Tasteyre ef al. 2001).

Exoenzymer

For att framgangsrikt kunna etablera sig och invadera vivnad utnyttjar bakteriella
patogener olika sitt att undkomma immunforsvaret och frigbra néringsdmnen.
Detta kan uppnas genom att utsondra enzymer i sin ndra omgivning s.k. invasiner,
som bryter ned, skadar och foridndrar strukturen hos den friska vidvnaden.
Exempel pa sddana enzymer dr kollagenas, hyaluronidas, lipas, hemolysin och
fibrinolysin (Quinn et al. 2002; Todar, 2010). Formagan hos C. difficile att
producera exoenzymer har studerats. De flesta stammar som undersoktes
producerade hyaluronidas, chondroitin- 4- sulfatas och heparinas. De hégvirulenta
stammarna producerade #ven kollagenas. Overlag producerade hogvirulenta
stammar mer enzymer #n lagvirulenta (Seddon er al. 1990). Det dr mojligt att
nagra av dessa enzymer bidrar till patogenesen vid CDI och det dr troligt att
enzymerna bidrar till bakteriens f6rsorjning med niringsdmnen (Borriello, 1998).

Sjukdombild hos djur

Clostridium difficile infektioner har beskrivits hos flera djurslag, déribland hist,
svin och kalvar.

CDI kan drabba bade vuxna histar och fol. Sjukdomsforekomsten &r sporadisk
och rapporteras dver hela virlden. Man talar ibland om “equine clostridiosis”, da
dven Clostridium perfringens kan vara delaktig och bidra till sjukdomen. Vuxna
histar som insjuknar dr vanligtvis under vard pa sjukhus eller har behandlats med
antibiotika, medan dédremot fol kan insjukna utan att ovan nidmnda riskfaktorer
funnits med i bilden. Hos fol yngre 4n tva veckor kan sjukdomsforloppet bli
véldigt snabbt med hog mortalitet. Symtomen hos f6l 4r en minskad lust att dia,
ofta med samtidiga koliksymtom som blir mer och mer uttalade. Efterhand
tillstoter vattnig riklig diarré som ibland dr blodig som leder till att djuret blir
svart dehydrerat. Metabolisk acidos och septisk chock é&r ytterligare
komplikationer som kan uppsta i senare delen av sjukdomsforloppet (Radostits et
al. 2007).

Hos vuxna héstar dr symtomen en plotsligt insdttande och mycket allvarlig kolit
med vattnig diarré, dehydrering, toxinemi och metabolisk acidos som foljd
(Baverud et al. 1997). I nagra fall har det dven rapporterats om utbrott av CDI i
hela grupper av histar pa sjukhus (Radostits et al. 2007). Aven ston till sjuka fol
med lunginflammation som behandlats med rifampicin och erytromycin har
insjuknat i CDI (Baverud et al. 1998). Tillstandet dr livshotande och behandlingen
maste vara aggressiv.
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Behandlingen av héstar inriktar sig pa att aterstélla vétskebalans och elektrolyt-
rubbningar samt korrigera metabolisk acidos. Om behandling med antibiotika &r
aktuell #r det metronidazol och vankomycin som #r verksamma preparat
(Radostits et al. 2007).

CDI hos svin har under senare ar diskuterats som ett okande problem i USA
(Songer & Andersson, 2006). Framforallt &r det neonatala spiddgrisar som
drabbas. Kultingarna far en gulaktig slemmig, ibland blodig diarré. De blir snabbt
dehydrerade med forhojd dodlighet i kullarna (Radostits et al. 2007). Songer et al.
(2000) har spekulerat i att anvidndningen av profylaktisk antibiotika inom
svinndringen skulle kunna vara en av bakomliggande orsaker till CDI hos
spadgrisar.

Clostridium difficile har ocksa beskrivits som en orsak till kalvdiarré (Rodrigues-
Palacios et al. 2006; Hammit et al. 2008). Rodrigues-Palacios et al. undersokte
kalvar i Kanada och rapporterade att C. difficile toxin detekterades hos 40% av
kalvar med diarré (totalt 144st), och hos 21% av kalvar utan diarré (totalt 134st).
Isolering av bakterien gjordes fran 8% av kalvar med diarré och fran 15% av
kalvar utan diarré. Utifran detta diskuterade forfattarna att kalvar kan vara en
reservoar for C. difficile och att den kan vara en av orsakerna till enterit hos
kalvar.

Toxinproducerande C. difficile har hittats hos bade sjuka och friska hundar men
dess roll &r dnnu inte klarlagd (Clooten et al. 2008).

Sjukdomsbild hos méanniskor

Den klassiska presentationen av CDAD ir en vattnig diarré som upptriader i
samband med antibiotikaterapi. Hos en mindre del av patienter (< 5%) ses dven en
blodtillblandning i diarrén. De flesta antibiotikatyper har historiskt forknippats
med CDAD. Till och med vankomycin och metronidazol som anvinds for att
behandla CDI kan utlosa sjukdomen (Yoo & Lightner, 2010). Om C. difficile &r
resistent mot ett visst antibiotikum 6kar risken for att drabbas av CDAD (Gerding,
2004). Klindamycin, cefalosporiner och kinoloner &r antibiotikagrupper som
forknippats med hogre risk for CDAD (Barbut & Petit, 2001; Gerding, 2004).
Inom dessa antibiotikagrupper uppvisar C. difficile varierande kénslighet
(Heejung er al. 2010; Norén et al. 2010).

De flesta personer som insjuknar far feber och har smértor i nedre delen av buken.
Sjukdomsbilden varierar mellan mildare och svarare former av diarré, till en
livshotande PMC (Borriello, 1998). Diarrén kan leda till svara tillstind med
svullnad och utspiandhet i buken, dehydrering, och metabolisk acidos. I riktigt
allvarliga fall 16per patienten #ven risk for sepsis och organsvikt. Aven
extraintestinala komplikationer som cellulit, nekrotiserande fasciit och polyartrit
har rapporterats. P4 grund av variationen i symtombilden bor behandlande likare
alltid ha med CDI som en differentialdiagnos for hogriskpatienter med diarré
(Yoo & Lightner, 2010). Infektionsdosen dr i dagsldget inte definierad och
behover klarldggas (Gould & Limbago, 2010).
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Diagnostik/Identifiering

Diagnostiken av C. difficile omfattar pavisande av mikroorganismen genom
odling kombinerat med detektering av dess toxiner, specifikt enzym eller
toxingener i faeces. I den s.k. ”golden standardmetoden” studerar man toxinets
cytotoxiska effekt pa en cellkultur.

Samtliga metoder &r framtagna for att kunna analysera feaces fran personer med
misstinkt CDI. Golden standardmetoden som beskrivs mer ingaende under
rubriken toxin B, togs fram mot slutet av 1970- talet och anviandes under manga ar
som standardmetod for att stilla diagnos. Metoden anges som referensmetod med
hog specificitet och kénslighet, speciellt ndr den kombineras med odling (Planche
et al. 2008). Under senare ar har ett antal nya metoder tagits fram for att
mojliggora snabbare och mer litthanterlig diagnostik. En grupp av tester &r de s.k.
“enzyme immunoassays’ (EIA) som riktas mot toxin A eller A/B eller
glutamindehydrogenas (GDH) som é&r ett metaboliskt enzym, specifikt for C.
difficile. Reverse transcriptase PCR teknik (RT- PCR) har ocksa utvecklats och
detekterar generna tcdA och/eller tcdB med hog kinslighet. De olika testerna har
varierande kénslighet och specificitet (tabell 1).

Vid identifiering av isolat finns dven andra biokemiska tester som kan goras for

att verifiera fynd av C. difficile. Dessa har beskrivits utforligare under Material
och metoder.

Tabell 1. Diagnostiska tester for Clostridium difficile (Bartlett, 2010)

Test S:tt;it; I(lice ;l;:(lllllfi:re d Senm{; vity* Spectyf:cny* Concerns and comments
Cytotoxin Toxin B 1-3 days 95 90-95 Long time required and
technical demands; rarely
used now
Toxin culture Toxigenic 3-5 days >95 80-90 Long time required and
C. difficile technical demands; rarely
used in US
EIA toxin A or Toxin A or A/B  Hours 75-80 97-98 False-negative results, but
A/B rapid and not technically
difficult; used by most US
laboratories in 2008
EIA GDH C. difficile Hours 95-100 70-80 Some variations in
reported
sensitivity and
nonspecificity
EIA GDH and C. difficile and ~ Hours 95-100 97-98 Results depend on the
toxin A/B C. diff. toxin toxin test
RT-PCR Toxigenic Hours >98 80-99 Nonspecificity attributed
C. difficile to carriers

Note: EIA, enzyme immunoassay; GDH, glutamine dehydrogenase; RT-PCR, reverse transcriptase
polymerase chain reaction. * Reported data for sensitivity and specificity are based on multiple reports. It is
assumed that 20%- 30% of hospitalized patients are colonized with C. difficile and that 50% strains are
toxigenic. Clinical correlations are always important but are especially important with RT-PCR and EIA tests
for GDH.
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Vid epidemiologiska studier eller smittsparning behover man kunna kartldgga
vilka stammar (typning av bakterier) som ligger bakom sjukdomen och folja deras
spridning.

Clostridium difficile kan delas in 1 mer 4n 150 ribotyper och 24 toxinotyper. Ett
exempel pa detta dr den hypervirulenta varianten ribotyp 027, toxinotyp III.
Ribotypning och toxinotypning utférs med hjilp av PCR- teknik. Vid
toxinotypning undersoker man ett omrade i bakteriens genom som bendmns
patogenicitetslokus, déir generna for toxin A/B finns. Vid ribotypning amplifieras
bakteriens ribosom- RNA (rRNA). Sedan jimfors vissa regioner i bakteriens
rRNA (Karlsson, 2009).

Det finns dven en metodik for serotypning av C. difficile. Med hjilp av antisera
kan man utféra s.k. ”’slide agglutination” och tilldela isolat en grupptillhorighet
som omfattar 10 olika serogrupper med bendimning A, B, C, D, F, G, H, I, K och
X (Delmée et al. 1990).

Behandling och prevention av CDI hos manniskor

Behandling

Nir diagnosen har stillts avbryts eventuell pagaende medicinering med den
antibiotika som har utlost sjukdomen. Understddjande behandling ges for att
aterstilla rubbningar i vitskebalans och elektrolyter. Mediciner som kan ha
antiperistaltisk effekt ska undvikas. Patienten maste isoleras och hanteras med
rigords hygien for att undvika spridning av sporer till andra patienter.

Beroende pa allvarlighetsgraden av CDAD kan det bli nodvindigt att behandla
med antibiotika. Standardbehandling innebér anvindning av metronidazol eller
vankomycin i 10- 14 dagar eftersom C. difficile vanligtvis &dr kénslig for dessa
antibiotika. En fordel med metronidazol ir att det kan ges intravendst. Cirka 10%-
25% av behandlade patienter med CDAD far aterfall. Till viss del kan aterfallen
bero pa avsteg fran ordinerad medicinering eller felaktig diagnos, men i Ovrigt &r
de bakomliggande orsakerna okénda (Yoo & Lightner, 2010).

Det finns ocksa nagra alternativa behandlingsmetoder for CDAD. Parallellt med
medicinering med vankomycin eller metronidazol kan man ge anjonbindande
resiner, t.ex. colestipol eller cholestyramin. De hjidlper till att binda upp C.
difficile- toxiner i tarmen och skyndar pa deras utsondring fran tarmen. Ett
problem med resiner dr att de &dven binder vankomycin, sa de kan inte
administreras tidsméssigt nirliggande med vankomycin (Yoo & Lightner, 2010).

Probiotika har foreslagits som en kompletterande behandling for att snabbare
aterstilla normal tarmflora. Det finns dnnu inte tillrickligt med studier inom
omradet for att stodja denna behandling (Yoo & Lightner, 2010).

Fekal bakterieterapi har under senare ar utvirderats som en ny och lovande metod
att behandla CDI. Metoden innebir att donatorfaeces fran en frisk person blandas
upp med NaCl och fors in rektalt som ett enema, eller genom langsam infusion via
en nasoduodenal sond. Losningen (rektalt enema) skall verka i 6- 8 timmar och
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hjalper till att ateretablera en fungerande tarmflora i tjocktarmen. Metoden har
utvirderats i olika studier och visat mycket goda resultat. I cirka 90% av
dokumenterade fall anses behandlingen ha varit framgangsrik (van Nood et al.
2009; Yoo & Lightner, 2010). Van Nood et al. (2009) har dven diskuterat att fekal
bakterieterapi kan bli en anvindbar behandlingsmetod for patienter med aterfall i
CDIL.

Prevention

For nédrvarande finns inget vaccin mot infektion orsakad av C. difficile.

Sjukhusmiljo betraktas som en signifikant reservoar for C. difficile da patienter
utsondrar bade bakterier och dess sporer och som darfor litt kan spridas till andra.
Flera undersokningar beskriver att C. difficile sporer har kunnat isoleras fran
omgivningen till dessa patienter (Al Saif & Brazier, 1996; Barbut & Petit, 2001).
Dessutom finns asymtomatiska bérare av C. difficile. Sporerna sprids litt da de
fastnar pa personalens hinder, utrustning och inredning. De &r resistenta mot de
flesta vanligaste desinfektionsmedel och kan dérfor Overleva i manader i
sjukhusmiljon. Desinfektion maste dirfor ske med medel som har en god sporicid
effekt. Klorinnehallande desinfektionsmedel &r ett sadant exempel pa en bra
sporicid effekt. De vanliga alkoholbaserade desinfektionsmedel dr déiremot
nidrmast utan effekt (MacFarland et al. 2007; Gould & Limbago, 2010).

Bittre vardhygieniska atgdrder sasom noggrann handhygien och stddning men
framforallt en allmén aterhallsamhet med antibiotika dr en forutsittning for att
forebygga C. difficile infektion (MacFarland er al. 2007). Ytterligare en svarighet
i att begrénsa spridning utgors av att C. difficile sporer tycks kunna spridas i luft,
vilket har visats i en pilotstudie pa ett Brittiskt sjukhus (Roberts et al. 2008).

Flera europeiska lénder, inklusive Sverige, har infort nationella
overvakningsprogram med regelbunden provtagning av patienter. Resultaten
rapporteras och sammanstills sa att det blir mojligt att folja trender med t.ex.
hypervirulenta stammar och antibiotikaresistens. Detta mojliggér att samordna
strategier for att forhindra och folja smittspridningen inom och mellan ldnder
(MacFarland et al. 2007; Smittskyddinstitutet, 2010b).
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FOREKOMST OCH KARAKTARISERING AV CLOSTRIDIUM DIFFICILE FRAN FRISKA
HUNDAR

Syfte

Syftet med detta arbete var att studera forekomst av C. difficile i faeces fran
svenska hundar samt karaktirisering av isolat avseende toxinproduktion och
antibiotikaresistensmonster.

MATERIAL OCH METODER

Provtagningsmaterial och provtagningsmetodik

Faecesprover fran 50 hundar, 19 tikar och 31 hanhundar, samlades in under
perioden december 2007 till augusti 2009. Hundarna horde till olika hushall inom
Stockholm- Uppsala regionen. Aldern varierade mellan 8 méanader och 12 &r.
Hundar yngre 4n 6 manader togs inte med i studien p.g.a. att dessa troligtvis inte
till fullo har utvecklat en vuxen hunds tarmflora. Endast hundar som var klinisk
friska deltog i studien. Huvuddelen av hundarna provtogs i anslutning till sina
hem och en mindre del provtogs vid besok pa universitetsdjursjukhuset SLU,
Uppsala. Definitionen av kliniskt frisk i denna studie innebar att endast hundar
som inte uppvisade sjukdomssymtom med paverkan pa allmintillstandet, akut
eller kronisk diarré, eller annan gastrointestinal sjukdom inkluderades.

En enkit med anamnestisk information fylldes i av djurdgaren. Enkéten inneholl
fragor om dgaruppgifter, alder, kon, klinisk status, ev. sjukdomshistorik,
utfodring, boendeform och om djuret behandlats med nagot likemedel.

Proverna samlades in i samband med defekering. For att forhindra kontaminering
plockades 10- 20 gram av faeces forsiktigt upp med sked samtidigt som material
fran marken undveks i mojligaste man. Faeces fordes sedan oOver till ett
provtagningsror som forvarades nedkylt. Samtliga prover undersoktes i
laboratorium inom 12 timmar efter provtagning.

Odling

Provmaterial stroks med steril plastogla pa C. difficile selektivagar (CMO0601
Oxoid, Basingstoke, United Kingdom) med tillsats av moxalaktam och
norfloxacin (SRO173E Oxoid, Basingstoke, United Kingdom) samt 5% histblod
(SVA, Uppsala, Sverige). Agarplattan inkuberades anaerobt i 48 timmar vid 37°C.

Cirka fem gram av provmaterial blandades upp i 10 ml anrikningsbuljong
(CMO0601 medium utan agar) och inkuberades anaerobt vid 37°C under 10 dygn.
Efter inkubering stroks material fran anrikningsbuljongen pa C. difficile
selektivagar samt pa Fastidious anaerobe agar (FAA) innehallande 5% histblod
(SVA). Agarplattorna inkuberades anaerobt i 48 timmar vid 37°C. Alkoholchock
for sporselektering utférdes genom att blanda 3ml homogeniserad
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anrikningsbuljong (efter 10 dygns inkubering) med 3 ml av 96% etanol. Efter 50
min i rumstemperatur centrifugerades (7. 500 rpm) proverna och sedimentet
tvittades tva ganger med steril fysiologisk NaCl. Diarefter stroks material fran
sedimentet pa C. difficile selektivagar och FAA- agar som inkuberades anaerobt i
48 timmar vid 37°C.

Identifiering

Efter 48 timmars inkubering avldstes C. difficile selektivagar och FAA
agarplattor. Misstinkta kolonier stroks vidare pa FAA- agar. Presumtiva isolat
valdes ut pa grundval av bakteriens kolonimorfologi, gramfirgning och
karakteristisk lukt. For jimforelse och kontroll odlades en referensstam av C.
difficile parallellt.

Tva tester anvindes for att slutgiltigt vilja ut presumptiva C. difficile isolat: i)
latex agglutinationstest for detektion av C. difficile antigen (C. difficile testkit
DR1107A Oxoid, Basingstoke, United Kingdom), ii) L- prolin aminopeptidastest
(O.B.L.S ID0700, Oxoid, Basingstoke, United Kingdom).

Dessa isolat identifierades vidare till artnivd genom sekvensering av 16S ribosom
RNA.

L- prolin aminopeptidastest

L- prolin aminopeptidastest anvinds for att identifiera nidrvaron av enzymet L-
prolin aminopeptidas som produceras av C. difficile. Testet inkluderar testkort
impregnerade med L- prolinyl, 7 amido- 4- methylcoumarin, didr material fran en
bakteriekoloni appliceras. Direfter tillfors en reagens, och omradet antar en klar
magentafiirg nir enzymet L- prolin aminopeptidas finns néirvande.

L- prolin aminopeptidastest. Foto: K-J Wetterwik
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Latex agglutinationstest

Principen for testet bygger pa antikroppar som dr specifika for ett
cellvaggsantigen i C. difficile. Antikropparna sitter pa mikroskopiska bla
latexkorn. Man anvinder en testbricka didr en droppe latexreagens blandas med
bakteriesuspension. Vid positivt resultat syns en agglutinationsreaktion pa
testbrickan inom tva minuter. Tillverkaren uppger att korsreaktivitet kan
forekomma med Clostridium sordelli, Clostridium bifermentans och Clostridium
glycolicum.

52

Latex agglutinationstest. Foto: K-J Wetterwik

Sekvensering

Sekvenseringar utfordes i samarbete med enheten for bakteriologi (SVA).
Kolonier plockades fran agarplattor med isolat av C. difficile i renspridning, och
blandades till en buffrad suspension. Preparering av DNA enligt protokoll for
utvinning av DNA fran primira prover utfordes med EZ1 biorobot (Qiagen
GmbH, Tyskland). 16S rRNA- gener amplifierades med en uppsittning primers
konstruerade for fylum Firmicutes.

Produkternas sekvenser bestimdes genom cykelsekvensering med en DNA-
sekvensator (ABI prism® 3100, Applied biosystems, Kalifornien, USA) och
fluorescensmérkta terminatorer. Sekvensegmenten sammanfogades till s.k.
kontiger genom att anvidnda sirskild programvara (Contig Express, Informax,
Bethesda MD, USA). Kontroll och redigering av kontiger utférdes manuellt innan
de slutligen jdmfordes i GenBank (National Center for Biotechnology
Information, Bethesda MD, USA) med tidigare deponerade sekvenser.



Ett fylogenetiskt trid konstruerades enligt “neighbourhood joining- metoden” och
en distansmatris skapades. Gensekvenserna for 16S rRNA kontrollerades och
“alignades” (d.v.s. organisering av sekvenserna i rader dir varje kolumn
innehéller homologa positioner) manuellt mot referenssekvenser for typstammar
ur Bacillus spp. och Clostridium spp. Distansmatrisen, som korrigerades for
multipla substitutioner, omfattar 1284 nukleotidpositioner, vilka motsvarar
position 50 till 1403 i 16S rRNA sekvensen for Escherichia coli.

Toxinproduktion

Toxin A

Toxin A- test utfordes med hjilp av C. difficile testkit DR1107A Oxoid,
Basingstoke, United Kingdom. Testet utgér en snabb immunoanalys for direkt
kvalitativ detektering av toxin A i faecesprov fran humana patienter. Testfiltet
innehaller monoklonala antikroppar mot toxin A. En liten mingd faeces blandades
upp med 1 ml steril spddningsvitska och centrifugerades sedan enligt testets
instruktioner. Fran supernatanten fordes 125ul 6ver med pipett till provrutan pa
testplattan. Efter 30 minuter léstes testet av. En bla linje i resultatfonstret indikerar
en positiv reaktion d.v.s. nédrvaro av toxin A. Som positiv och negativ kontroll
anvindes bifogade suspensioner ur testkitet.

Toxin A- test. Foto: K-J Wetterwik
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Toxin B

Testmetoden anges som “golden standard method” for att faststéilla C. difficile
infektion hos patienter (Planche er al. 2008). Till testet anvéindes C. difficile
Toxin/Antitoxin Kit (Techlab, Blacksburg, USA). Metoden bygger pa att man
pavisar och neutraliserar cytotoxisk/cytopatisk effekt i Vero (green monkey
kidney) celler.

Samtliga L- prolin peptidas positiva klostridiestammar (C. difficile, C. hiranonis
och C. glycolicum) som isolerats och sekvenserats testades.

Vero celler (SVA, Uppsala, Sverige) odlades i cellodlingsflaskor i CO; inkubator
37°. Nir cellerna vuxit ut i ett jamnt lager hilldes komplett medium (EMEM,
SVA, Uppsala, Sverige) med 10% fetalt kalvserum av, och cellerna trypsinerades
ddrefter under tva minuter. Nir cellerna 16sgjort sig fran varandra blandades de
upp med ett nytt komplett medium till en cellsuspension med en koncentration av
ca. 200.000 celler/ml. 200 ul av suspensionen fordes dver till brunnarna pa en 96-
halsplatta och inkuberades sedan 24h i CO, inkubator vid 37°C tills ett enkelt
cellager erholls i botten pa brunnarna.

Samtliga bakterieisolat odlades anaerobt i 10 ml Brain heart infusion (BHI) under
ett dygn. Efter centrifugering av buljongen sterilfilterades supernatanten (0,22um
Milliporefilter). De sterila kulturfiltraten spaddes direfter med steril fosfatbuffert
(PBS) till en spéadning 1:10. Tjugo pl av det ospddda och det spidda sterilfiltratet
overfordes till respektive brunn pa 96- halsplattan for att sedan inkuberas 24
timmar vid 37°C.

Som positiv kontroll anvéindes toxin B- reagent som finns med i testet. Negativ
kontroll utgjordes av steril PBS. Resultatet av den positiva kontrollen skall vara
den sa typiska “cellavrundningen” d.v.s. cytotoxisk/cytopatisk effekt som C.
difficile toxin framkallar.

Att bara konstatera att celler har destruerats och utsatts for cytotoxisk paverkan
ricker dock inte for att faststilla nirvaro av C. difficile toxin B. Aven andra
bakterier dr kapabla att producera toxin med liknande effekt. Testet innehaller
dirfor dven ett neutralisationstest. Som positivt resultat bedoms celler som
uppvisar en cytotoxisk effekt, som sedan kan neutraliseras med specifikt C.
difficile antitoxin.
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Normala Veroceller. Foto: K-J Wetterwik

Cytotoxisk effekt "cellavrundning” i Verocelltest. Foto: K-J Wetterwik

Antibiotikaresistensbestamning

Utvalda isolat skickades till Smittskyddsinstitutet (SMI, Solna, Sverige), for
resistensbestdmning. Resistensbestimning utfordes med Etest (BioMérieux sa.
Marcy, 1'Etoile, Frankrike) .
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RESULTAT

Clostridium difficile isolerades from tva (4%) av de 50 kliniskt friska hundarna.
Bada isolaten vixte pa C. difficile selektivagar med en karakteristisk lukt och
testades positivt i L- prolin aminopeptidas och i C. difficile latex agglutinations-
test. Inget av isolaten producerade toxin A eller B (tabell 3). Artidentifiering av de
tva C. difficile stammarna gjordes med hjdlp av 16S rRNA sekvensering (tabell 3
och 4).

Tio andra isolat undersoktes ocksa. De liknade C. difficile avseende makro och
mikromorfologi, men saknade den karaktiristiska lukten. Alla tio isolat var
positiva for L- prolin aminopeptidas, men endast 6 av 10 var positiva i C. difficile
latex agglutinationstest. Endast ett av isolaten vixte pa C. difficile selektivagar
(tabell 3). Resultatet av 16S rRNA sekvensering for bestimning till artniva visade
att bakterierna tillhorde arterna C. hiranonis, 8 (16% av hundar), C. glycolicum, 1
(2% av hundar) och Allobaculum stercoricanis, 1 (2% av hundar) (tabell 3 och 4).
Samtliga klostridier var cytotoxinnegativa i Verocelltestet.

Ytterligare ett isolat sekvenserades. Det hade en C. difficile- lik viaxt pa FAA-
agar, men var negativ i biokemiska tester och hade ingen C. difficile typisk lukt.
Vid mikroskopering syntes stora sporer med en svart prick i ena dnden. Bakterien
hittades hos tva hundar och ett av isolaten sekvenserades. Resultatet av
sekvenseringen visade att bakterien tillhérde arten C. paraputrificum, 2 (4% av
hundar) (tabell 3 och 4).

Resultatet av antibiotikaresistensbestamning av de utvalda klostridieisolaten
redovisas i tabell 2. Det &r intressant att ett av C. difficile- isolaten (nr 35)
uppvisar resistens (64 mg/l) mot metronidazol. Provet togs fran en 12- arig
hanhund som behandlats med metronidazol en manad tidigare. C. difficile &r
normalt kinslig for metronidazol och resistens mot detta antibiotikum anses vara
mycket ovanligt. Smittskyddsinstitutet gjorde med anledning av detta en utokad
resistensundersokning. Efter tva pa varandra foljande frysningar och kultiveringar
av isolatet avtog gradvis resistensen ned till en niva pa 2 mg/l. Denna typ av
avtagande metronidazolresistens hos C. difficile har tidigare beskrivits som
s.k.”heteroresistens” (Pelaez et al. 2008).

Bada isolat av C. hiranonis var resistenta mot erytromycin. Resistens-
undersokningar avseende C. hiranonis har till min kénnedom inte gjorts tidigare
(tabell 2).
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Tabell 2. Antibiotikaresistensbestidmning, MIC-viirden mg/|

Isolat efte.r metronidazol  vankomycin  klindamycin  erytromycin moxi.-
sekvensering floxacin
C. difficile/35 64 0,5 0,5 1,0 1,0
C. difficile/38 0,064 0,5 2,0 2,0 1,0
C. hiranonis/16 0,032 0,25 1,0 >256 0,125
C. hiranonis/22 0,064 0,25 2,0 >256 0,125
C. glycolicum/40 0,125 0,5 64 8,0 0,5
Brytpunkten for C. difficile kinslighet for metronidazol: 1mg/l (Smittskyddinstitutet 2010)
Tabell 3. Resultat av sekvensering och andra tester
oweter UL R e
g agar *FAA-agar peptidastest test

A B
C. difficilel/35 + + + + - -
C. difficile/38 + + + + - -
C. glycolicum/40 + - + +
C. hiranonis/5 - - + +
C. hiranonis/15 - - + +
C. hiranonis/16 - - + +
C. hiranonis/22 - - + +
C. hiranonis/32 - - + R
C. hiranonis/42 - - + +
C. hiranonis/44a - - + _
C. hiranonis/45 - - + _
C. paraputrificum/44b - - - -
A. stercoricanis/30 - - + _

*Karakteristisk lukt dr mest uttalad pd FAA- agar
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Tabell 4. Sekvenserade isolat i fylogenetiskt trid

Clostridium sordelli, BG-C22
| Clostridium sordelli, BG-C96
Clostridium ghoni, JCM 1400
L Clostridium bifermentans, ATCC 638
Clostridium mengentii, M59098

Clostridium difficile, ATCC 9689
Stam 35
Stam 38

Clostridium difficile, R20291
Clostridium glycolicum, DSM 1288
Clostridium glycolicum, Ye255

# | Clostridium sp., CM-C52
\

Stam 40
Clostridium mayombei, M62421
Clostridium irregulare, DSM 2635
Clostridium lituseburense, H17
Clostridium bartlettii, WAL
Clostridium hiranonis, HD-17
Clostridium hiranonis, TO-931
Stam 22
Stam 15
Stam 32
Stam 16
Stam 5
Stam 45
Stam 42
Stam 44a
Clostridium vincentii, X97432
Clostridium butyricum, VPI3266
Clostridium paraputrificum, ATCC 25780
Stam 44b
’7 Bacillus cereus, ATCC 14579
Bacillus licheniformis, ATCC 14580
Allobaculum stercoricanis, DSM 13633
Stam 30

Pasteurella multocida subsp. muiltocida, \WW208
Escherichia coli, J01695

0.10

DISKUSSION

Clostridium difficile infektion &dr en vanligt forekommande nosokomial sjukdom
hos ménniskor. Bakteriens sjukdomsframkallande egenskaper beskrevs redan pa
1970- talet. Antalet infektioner &r idag fortsatt hogt eller 6kande i flera lander. Pa
senare ar har det ocksa rapporterats att personer ute i samhéllet och individer som
inte tillhor vanliga riskgrupper har insjuknat (MacFarland et al. 2007).

Clostridium difficile orsakar ocksa infektioner hos flera djurslag, déribland hist,
svin och kalvar. Bakteriens roll hos hundar &r i nuléget inte klarlagd (Clooten et
al. 2008). Det har diskuterats om hundar kan utgora en reservoar for C. difficile
och om bakterien kan ha en zoonotisk potential (Borriello, 1983; Gould &
Limbago, 2010).

En begrinsad méngd undersokningar avseende forekomst av C. difficile hos
hundar har gjorts. Studierna har omfattat bade friska hundar och hundar med
diarré och resultaten &r varierande. Clostridium difficile infektion har av flera
forfattare beskrivits som en “emerging disease” och bakterien har déarfor en hog
aktualitet (Macfarland et al. 2007; DuPont & Garey, 2010). Hos hundar dr dock
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kunskapsunderlaget ringa, bade vad giller forekomst av bakterien och dess
potentiellt sjukdomsframkallande roll.

Vissa forfattare som studerat forekomst av C. difficile hos friska hundar har
rapporterat resultat som inte stimmer sérskilt vil med varandra. Cave et al. (2002)
fann 55%, Borriello (1983) 21%, Zerbini & Ossiprandi (2007) 20% och Weese et
al. (2010) fann 10% forekomst av C. difficile. 1 andra undersdkningar har man
helt misslyckats med att pavisa forekomst av C. difficile (Struble et al. 1994;
Mentula et al. 2005).

Studier kring toxinproduktion hos isolat fran friska hundar har ocksa visat sig vara
varierande. Borriello (1983) fann att majoritet av isolaten var icke- toxigena,
medan Weese et al. (2010) fann det motsatta forhallandet.

Resultatet av den hir pilotstudien visar lag forekomst (4%) av C. difficile hos
undersokta hundar. Ingen av de isolerade stammarna producerade toxiner. Med
tanke pa att C. difficile har rapporterats som férekommande i omgivningen, kan
det kanske vara rimligt att anta att en mindre del av hundarna exponeras for C.
difficile sporer. Det har dven tidigare beskrivits att minniskor (3%- 5%) kan vara
asymtomatiska barare av C. difficile (Gould &Limbago, 2010) . Denna niva tycks
vara jamforbar med resultatet av denna pilotstudie.

Hur kommer det sig att de olika studierna avseende forekomst hos hundar har sa
olika resultat? Orsakerna kan vara flera. En rimlig forklaring &r att forekomsten i
omgivningen av C. difficile varierar betydligt mellan linder och regioner. Detta
skulle t.ex. kunna forklara de stora skillnader som finns mellan rapporter fran
Nordamerika och Europa avseende bakteriens forekomst i1 kottprodukter.
Anvindningen av antibiotika dr ocksa varierande i olika linder vilket kan ha
betydelse i sammanhanget. En annan orsak kan vara skillnader i hur den
laborativa metoden utfors. Nagra forfattare har valt att frysa faeces vid
insamlingen och har heller inte gjort nagon anrikning. Sporselektering anvinds
inte i alla rapporter och man anvinde dessutom olika typer av selektiva substrat.
Inkubationstiden for anrikning varierar ocksa i olika studier. Det finns ocksa
variation i anvindningen av konfirmeringstester och metoder for artbestimning.
Skillnader i metoder mellan de olika studierna har betydelse for tolkning av
resultat och bor beaktas vid jamforelse av olika rapporter.

Aven andra ovanliga bakteriearter som Clostridium glycolicum, C. hiranonis och
Allobaculum stercoricanis isolerades. Dessa mikroorganismer hade en C. difficile-
liknande morfologi och uppvisade i varierande grad positiv reaktion i de
biokemiska tester som har anvinds for identifiering av C. difficile.

Det har tidigare rapporterats att C. glycolicum kan uppvisa positiv reaktion i C.
difficile latex- agglutinationtest och i L- prolin aminopeptidastest. Bakterien har
dven visat sig kunna vixa pa C. difficile selektivagar (Brazier & Hooker, 1990;
Fedorko & Williams, 1997). Clostridium glycolicum isolatet i den hér pilotstudien
vixte ocksa pa C. difficile selektivagar. Clostridium glycolicum har beskrivits som
orsak till sporadiska infektioner (sarinfektioner, abcessbildning, bakteriemi och
sepsis) hos bade manniskor och djur (Jiang et al. 2009).

26



Clostridium hiranonis isolerades fran 8 hundar i studien. Bakterien beskrevs
forsta gangen av Kitahara et al. (2001) da den isolerades fran méinniska. Endast ett
fatal rapporter finns publicerade om denna bakterie. Kitahara er al. (2001) har
spekulerat i att denna bakterie skulle kunna kopplas till férhojda nivaer av
sekunddra gallsyror, vilket kan ses vid koloncancer.

Enstaka studier beskriver isolering av C. hiranonis fran hundar (Mentula et al.
2005; Suchodolski et al. 2006). Mentula et al. beskrev sina fynd som en ”C.
hiranonis- liknande” organism efter isolering och sekvensering. Suchodolski et al.
detekterade bakterien med PCR- teknik, utan att isolera den. Dessa forfattare har
diskuterat att bakterien kan féorekomma hos hundar, vilket dverensstimmer med
resultatet av denna undersokning. I den hir studien har C. hiranonis isolerats fran
8 hundar. Vid sekvensering uppvisar flera isolat 99,9% - 100% likhet med
typstammen vilket med sidkerhet bekriéftar fynden. Samtliga C. hiranonis stammar
uppvisade positiv reaktion for L- prolin aminopeptidas, vilket tidigare beskrivits
av Kitahara et al. (2001). Majoriteten (5 av 8) av C. hiranonis stammar uppvisade
dven positiv reaktion i latex- agglutinationstest f6r C. difficile. Till min kinnedom
har detta inte rapporterats tidigare. I denna studie vixte inte C. hiranonis pa C.
difficile selektivagar, medan Mentula et al. (2005) har rapporterat att bakterien
kan vixa pa C. difficile- selektiva substrat.

Allobaculum stercoricanis dr en annan nyupptickt bakterieart som isolerades fran
en hund 2004. Endast en artikel finns publicerad om denna bakterie (Greetham et
al. 2004). Dessa forfattare gjorde dven en “screening” bland 21 hundar och fann
att bakterien forekom hos ett flertal av dessa. I foreliggande studie var bakterien
positiv 1 L- prolin aminopeptidastest, vilket till min kdnnedom inte &r beskrivet
tidigare.

Observationer beskrivna ovan kan vara till hjidlp for andra kommande arbeten
rorande C. difficile forekomst hos hundar. Dessa bakteriearter kan forvixlas med
C. difficile, bade avseende morfologi och biokemiska tester som anvinds for
identifiering av C. difficile. De saknar dock den for C. difficile karaktiristiska
lukten. Clostridium hiranonis och A. stercoricanis vixte dessutom inte pa C.
difficile selektivagar i denna studie.

Problemet med “falska positiva” isolat vid L- proline aminopeptidastest, i
samband med identifiering av C. difficile, har beskrivits tidigare. Enligt Fedorko
& Williams (1997) uppvisade alla (97/97) undersokta stammar av C. difficile
(bade toxinpositiva och toxinnegativa) positiv reaktion i L- prolin amino-
peptidastest. Dessa forfattare rapporterade dock att man dven funnit fyra andra
klostridiearter (Clostridium bifermentans, C. glycolicum, C. sordelli och C.
sporogenes) som ocksa reagerade positivt i testet. Till detta kan dven tilliggas att
Kitahara et al. (2001) anger att ytterligare tre klostridiearter (C. hiranonis, C.
irregulare och C. mangenootii) kan producera enzymet L- prolin aminopeptidas.

Fedorko & Williams (1997) har konkluderat att L- prolin aminopeptidas ir en
kinslig och specifik konfirmeringsmetod for C. difficile identifiering, under
forutséttning att man anvénder selektiva media.
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Metronidazol &r ett av de antibiotika som finns tillgingliga for att behandla CDI.
Metronidazolresistens &r endast rapporterad i ett fatal publicerade artiklar (Peldez
et al. 2008). I en svensk artikel didr 606 toxigena kliniska isolat (humana)
samlades in under perioden 1993- 2007 var samtliga kiinsliga for metronidazol
(Norén et al. 2010). C. difficile isolat (nr 35) i den hir studien uppvisade en initial
resistens (64 mg/L) mot metronidazol. Vid omtestningar (efter frysningar och
uppodlingar av isolatet) avtog resistensen (s.k. heteroresistens) sedan gradvis ner
till en niva pa 2 mg/l. Enligt Smittskyddsinstitutet #r isolatet att betrakta som
resistent, eftersom brytpunkten ligger vid 1 mg/l.

Heteroresistens hos C. difficile har beskrivits tidigare (Peldez et al. 2008) och det
rader stor osdkerhet kring bakomliggande mekanismer. Metronidazolresistens hos
C. difficile fran hundar har inte tidigare rapporterats. Marks & Kather (2003)
studerade antibiotikaresistens hos C. difficile som isolerats fran hundar med och
utan diarré. Samtliga isolat var kénsliga f6r metronidazol. Inom
veterindrmedicinen dr metronidazol &r ett antibiotikum med utbredd anvindning
for hundar. Metronidazolresistens hos C. difficile isolat kan darfor ha klinisk
betydelse. Den hund som bakterien isolerades ifran hade behandlats med Flagyl®
(ett metronidazolpreparat) en manad innan provtagningen. Orsaken till
behandlingen var att hunden led av gingivit.

Antibiotikaresistensbestdmning av C. hiranonis har inte rapporterats tidigare. De
tva undersokta C. hiranonis isolaten fran denna studie uppvisade resistens for
erytromycin. Bakteriens roll inom humanmedicin och veterindrmedicin dr dnnu sa
lange oklar.

Syftet med foreliggande arbete var att studera forekomst av C. difficile i faeces
fran svenska hundar samt karaktirisering av isolat avseende toxinproduktion och
antibiotikaresistensmonster. Resultat fran detta arbete visar lag forekomst av icke
toxinproducerande C. difficile hos friska hundar. I det fortsatta projektarbetet
studeras forekomsten av C. difficile hos hundar med gastrointestinala symptom,
bade antibiotikabehandlade och icke behandlade. Malet dr att klargora om C.
difficile kan vara sjukdomsframkallande hos hund samt utgéra reservoar for
spridning av bakterien bade till djur och méanniskor.
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