Delrapport av projektet "diagnostik av spadgrisdiarré- utveckling av
en metod for att pavisa Enterococcus hirae i svabbprov fran
levande djur”

Syftet med det aktuella projektet var att 6ka kunskapen om E. hirae-orsakad spadgrisdiarré for att
mojliggora en forbattrad diagnostik. Specifika mal var att; 1) undersoka forekomsten av E. hirae hos
friska spéadgrisar, och 2) att karaktérisera bakterien E. hirae med syfte att identifiera skillnader mellan
isolat fran spadgrisar med misstankt E. hirae-orsakad diarré och isolat fran friska djur.

1. Forekomst av E. hirae hos friska spadgrisar

Prover for odling av enterokocker samlades in fran grisbesattningen vid Lovsta forskningscentrum, en
serobesattning som aldrig haft problem med spéadgrisdiarré. Proven inkluderade andtarmssvabbar fran
tio friska spadgrisar (en till tre dagar gamla) fran fyra kullar och tio stycken nio veckor gamla grisar
fran olika boxar. Anledningen till att vi inkluderade en aldre alderskategori var for att sakerstalla att vi
skulle erhalla E. hirae-isolat fran friska djur. Att vi valde att ta prov fran nio veckor gamla grisar
istallet for suggor (som angivet i projektplanen) baserades pa en forskningsstudie som visar att man
hittar E. hirae hos friska grisar vid denna alder [1].

Prov fran spadgrisarna uppvisade sparsam till riklig bakterievaxt pa odlingsmedium som &r selektivt
for enterokocker. For att fa en bild av enterokockflorans sammanséttning artbestamdes tio
bakteriekolonier per prov med hjélp av analysmetoden MALDI-TOF. Prov fran de &ldre grisarna
uppvisade sparsam till mattlig bakterievéxt. Pa grund av den sparsamma véxten var det inte mgjligt att
plocka tio kolonier for artbestamning fran fem av de &ldre grisarna. Totalt artbestamdes 170
bakterieisolat, varav 100 fran spadgrisar och 70 fran nio veckor gamla grisar.

Genom odling av svabbprov fran dndtarmen kunde E. hirae pavisas hos sex av de tio spadgrisarna. E.
hirae var dock inte den dominerade arten i nagot prov, se figur 1. Av tillvaxtgrisarna var endast en
gris positiv for E. hirae. Totalt erholls 19 isolat av E. hirae, varav 13 kom fran spadgrisar.
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Figur 1. Diagram 6ver artsammansattningen av enterokocker odlade fran andtarmsprover fran
spadgrisar. A) Prov fran tio friska spadgrisar fran en besattning utan problem med spadgrisdiarré. B)
Prov fran 18 grisar fran sex besattningar dar E. hirae misstanks orsaka diarré (data fran tidigare studie
for jamforelse [2]).



2. Skillnader mellan E. hirae isolerade fran friska och sjuka djur

For att undersoka forekomst av genetiska skillnader mellan E. hirae forknippade med sjukdom och E.
hirae som aterfinns hos friska spadgrisar sa valdes tva isolat ut fér helgenomsekvensering
(kartlaggning av hela arvsmassan). Isolatet fran en sjuk gris, betecknat ”E. hirae-2F2”, isolerades i en
tidigare studie [2]. Denna gris hade diarré och vid mikroskopisk undersdkning av tarmen kunde man
se Gram-positiva, rundformiga bakterier som faste till tarmslemhinnan. Isolatet fran en frisk spadgris,
”E. hirae-S6-6” isolerades i den aktuella studien.

Sekvenseringen utférdes vid National Genomic Infrastructure (NGI) i Uppsala med
sekvenseringsplattformen PacBio RSII (Pacific Biosciences). Sekvenseringen gav 45 075 sekvenser
for E. hirae-2F2 och 84 023 sekvenser for E. hirae-S6-6. Sekvenserna sammanfogades till
sammanhangande DNA-sekvenser (contiger) pa NGI med hjalp av hierarkisk genom assembly
(HGAP) i enlighet med Pacific Biosciences rekommendationer. Antal sammanhangande DNA-
sekvenser for E. hirae-2F2 (sjuk) och E. hirae-S6-6 (frisk) ges i tabell 1.

Tabell 1. Oversikt av resultat fran helgenomsekvensering av E. hirae

E. hirae-S6-6 (frisk)

E. hirae-2F2 (sjuk)

Antal contiger

3

4

Langsta contig (bp)

2765432

2 873996

Total contig-langd (bp)

2790 845

3 056 683

Bakteriers arvsmassa (genom) bestar vanligen endast av en kromosom och i vissa fall en eller flera
plasmider (mindre DNA- molekyler som kan éverforas mellan bakterier). Den langre contigen i vara
resultat stimmer storleksmassigt val dverens med E. hiraes kromosom [3]. Sedan tidigare finns det
bara tva plasmider som ar fullstandigt kartlagda hos E. hirae. De kortare contigerna matchar inte mot
dessa plasmider. Om de kortare contigerna motsvarar plasmider som inte &r beskrivna tidigare eller
om de ar gensegment som tillhor kromosomen gar inte att saga sakert utifran dessa data.

For att se vilka tidigare beskrivna gener som fanns i bakteriernas genom analyserades DNA-
sekvenserna med verktyget Prokka [4]. Hos E. hirae-2F2 aterfanns 603 tidigare beskrivna gener och
583 hos E. hirae-S6-6. Totalt uppskattas E. hirae ha ungefar 2800 proteinkodande gener vilket betyder
att endast en mindre andel av dessa gener &r beskrivna sedan tidigare [3]. En jamforelse av
uppséattningen kanda gener hos de tva stammarna visar att E. hirae-2F2 har 85 gener som inte
férekommer hos E. hirae-S6-6 och att E. hirae-S6-6 har 64 gener som inte finns hos E. hirae-2F2. Av
de gener som enbart hittades hos E. hirae-2F2 aterfanns dock inga gener av omedelbar betydelse for
bakteriens sjukdomsframkallande formaga.

Forekomst av gener som tidigare kopplats till sjukdomsframkallande forméaga analyserades dven med
hjalp av verktyget ABRIcate (https://github.com/tseemann/abricate) och databasen virulence finder
(http://www.mgc.ac.cn/VFs/). Databasen som anvéndes, vfdb”, innehéller ett stort antal bakteriella
gener som visats dverfora sjukdomsframkallande formaga experimentellt (versionen som anvandes
uppdaterades 17 mars, 2017 och innehdll totalt 2597 sekvenser). Samma tre gener (bopD, bsh, clpP)
aterfanns hos bada isolaten. Resultaten presenteras i tabell 2.




Tabell 2. Forekomst av gener kopplade till sjukdomsframkallande forméaga

Contig Gen Coverage % coverage | % identity | Databas
S6-6_contig_1 | bopD | 1-995/1011 | 98.02 75.876 vfdb
S6-6_contig_1 bsh 1-917/978 03.76 77.535 vfdb
S6-6_contig_1 bsh 1-917/978 93.76 77.754 vfdb
S6-6_contig_1 clpP 1-563/597 94.14 76.773 vfdb
S6-6_contig_3 bsh 1-917/978 93.76 77.754 vfdb
2F2_contig_1 bopD | 1-1002/1011 | 98.71 75.746 vfdb
2F2_contig_1 clpP 1-563/597 94.14 76.950 vfdb
2F2_contig_1 bsh 1-917/978 93.76 77.644 vfdb

Analysen visade alltsa ingen skillnad mellan E. hirae-2F2 och E. hirae-S6-6 avseende gener som
tidigare kopplats till sjukdomsframkallande formaga. Detta utesluter dock inte att det kan finnas andra
genetiska skillnader av betydelse mellan dessa isolat.

For att 0ka sakerheten i resultaten genomfordes aven helgenomsekvensering av E. hirae-S6-6 pa
sekvenseringsplattformen MinlON (Oxford Nanopore Technologies) som finns vid SLU.
Sekvenseringen genomfdrdes med en flédescell av modell FLO-MIN106. Sekvenseringsbibliotek
forbereddes med Rapid Sequencing Kit SQK-RADO002 i enlighet med tillverkarens instruktioner.
Sekvenseringen genererade 98 1927 sekvenser som sammanfogades till sex contiger med hjélp av
verktyget Miniasm. Overlag stammer datan val 6verens med den som skapades av PacBio-plattformen
vilket visar pa MinlONs anvéandbarhet for denna typ av studier. Fordelen med MinlON é&r att
kostnaden per analyserat genom ar betydligt lagre vilket mojliggor att fler genom kan analyseras med
samma resurser.

Eftersom inga gener av omedelbart intresse identifierades vid helgenomsekvenseringen utférdes
istallet en mer oversiktlig screening av den genetiska variationen hos de insamlade E. hirae-isolaten.
Undersdkningen baserades pa analys av genen cpn60 som tidigare anvants for att for att skilja pa olika
subgrupper av E. hirae [1].

Sammanlagt analyserades 171 isolat, 13 isolat fran sex friska grisar fran den aktuella studien och 158
isolat fran 18 grisar med diarré insamlade i en tidigare studie (visas i figur 1). Grisarna med diarré
kom fran sex olika besattningar och hos samtliga kunde man se Gram-positiva, rundformiga bakterier
fasta till tarmslemhinnan. Inga andra orsak till diarré kunde faststéllas i dessa beséttningar [2, 5].

Vid jamforelse av det ca 500 baspar langa genfragmentet av cpn60 var sekvensen hos isolat fran sjuka
grisar i princip identisk men skiljde sig fran cpn60-sekvensen hos isolat fran friska grisar (figur 2).
Det som &r sarskilt intressant ar att isolaten fran sjuka grisar ar lika varandra trots att de kommer fran
18 olika djur fran sex olika beséttningar. Detta stodjer hypotesen att det kan vara en sarskild typ av E.
hirae som ar forknippad med diarré och att denna typ skiljer sig fran E. hirae som finns i tarmen hos
friska djur.



_8T1-4_

567 1

_56-5
h”ae-—'sﬁ"ﬁ

Ehirae_S4-3 H

E hirae
E hirga
E l'?ni."a.g

Figur 2. Fylogenetiskt trad over 171 isolat av E. hirae baserat pa sekvensvariationer i genen cpn60.
A) cpn60-sekvenser fran 12 av totalt 13 E. hirae-isolat fran sex friska spadgrisar fran en beséattning.
B) cpn60-sekvenser fran 157 av totalt 158 E. hirae-isolat fran 18 spadgrisar med diarré fran sex olika

beséttningar.



Slutsatser, vad har vi lért oss fran projektet?

Resultaten fran projektet visar att E. hirae kan isoleras dven fran friska spadgrisar fran besattningar
utan problem med spadgrisdiarré. Detta innebar att pavisande av E. hirae genom odling fran
andtarmen inte ar tillriickligt for att diagnosticera ”E. hirae-orsakad” diarré. Vid fragestallning
om ett fall av spadgrisdiarré ar associerat med E. hirae bor odling darfor alltid kombineras med
histopatologisk undersokning av tarmen (for pavisande av Gram-positiva, rundformiga bakterier fasta
till tarmslemhinnan).

Vi har genom jamforelse av isolat fran friska spadgrisar (n=13) och spadgrisar med misstankt E.
hirae-diarré (n=158) aven fatt stod for teorin att E. hirae som ar forknippad med spadgrisdiarré
skiljer sig fran E. hirae- stammar som aterfinns hos friska grisar. Skillnaden som baseras pa
sekvensvariationer i genen cpn60 behdver dock bekraftas genom analys av fler isolat fran friska
spadgrisar. Om det visar sig att endast en sarskild typ av E. hirae &r associerad med sjukdom sa kan
detta utnyttjas for att ta fram en specifik diagnostik.

Vad i arvsmassan som skulle kunna ligga bakom skillnaden i sjukdomsframkallande férmagan vet vi i
nulaget inte. Vid analys av hela arvsmassan hos tva isolat (fran en frisk och en sjuk gris) kunde vi inte
se nagon skillnad i genuppséttning avseende gener som tidigare kopplats till sjukdomsframkallande
formaga. Denna undersokning ska dock ses som ett forsta steg och utesluter inte att det kan finnas
andra genetiska skillnader av betydelse.

Sammantaget sa har resultaten fran detta projekt genererat ny vardefull kunskap om E. hirae och dess
koppling till spadgrisdiarré. Resultaten ar lovande och har d&ven mojliggjort ett storre projekt
finansierat av Formas, vilket paborjades under 2017.

Vad aterstar?

Det som aterstar i projektet ar att kommunicera och sprida resultaten ytterligare. Detta kommer ske
genom publikation i en vetenskaplig tidskrift (med open access) samt presentationer (skriftlig
och/eller muntlig) vid relevanta konferenser under 2018. Siktet ar instéllt pa European symposium of
porcine health management” i Barcelona i maj och pa “Prato Conference on the Pathogenesis of
Animal and Zoonotic Bacterial Infections™ i Prato i oktober.
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