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Under sommaren 2006 uppmérksammades ett antal fall av
sarinfektioner som drabbade badare i svenska och danska
vatten. I Sverige kom denna infektion att kallas »badsarsfe-
ber«, en sarinfektion som orsakas av bakterier tillhérande
slaktet Vibrio [1, 2]. Vibrio kopplas oftast ssmman med diarré-
sjukdomar, som vanligen smittar via skaldjur eller dricksvat-
ten, men det har visat sig att de ocksa kan leda till andra mer el-
ler mindre allvarliga infektioner. Sjukdomsférloppen hos olika
aldersgrupper skiljer sig markant at. I de yngre aldrarna hand-
lar det framf6r allt om 6goninfektioner och externa otiter,
medan den dldre patientgruppen far sarinfektioner, ibland
med sepsis som f6ljd. Patienter som drabbas virst av dessa in-
fektioner ir generellt i dalig kondition med nedsatt immunfor-
svar eller leversjukdom. Till den senare gruppen hérde patien-
ten som avled 2006. Vibrio-infektioner, forutom tarminfektio-
ner, behandlas vanligen med doxycyklin eller ceftazidim, men
dven kinoloner kan anvéndas.

Det forsta vildokumenterade fallet av en Vibrio-relaterad
sarinfektion intraffade i slutet av1980-talet [3], och 2004 drab-
bades bl a en kvinna av en allvarlig infektion efter att ha badat i
ett tribadkar med uppvirmt (38 °C) vatten fran Ostersjon. Den
bakterie som isolerades bestdmdes till en icke-agglutinerande
och icke-toxinproducerande V cholerae. Skane och Blekinge
hade elva fall avbadséarsfeber under sommaren 2006. Totalt in-
sjuknade 41 personer i Sverige, varav 23 troligen smittades in-
om Sverige [2]. Detta var en betydande 6kning mot aret innan,
da totalt 25 personer insjuknade. Sommaren 2007, som var be-
tydligt kallare, insjuknade 22 personer, varav endast tva i Ska-
ne/Blekinge. I dag rader Smittskyddsinstitutet speciellt dldre
personer med sar att undvika bad utomhus da vattentempera-
turen 6verstiger 20 °C i mer &n en vecka.

Vibrios taxonomi och naturliga habitat

Vibrio dr gramnegativa, oftast rorliga, 1 pm x 2-3 um langa sta-
var. De flesta dr uteslutande marina, men vissa viktiga arter kan
Kklara sig utmairkt vid laga salthalter eller i s6tvatten. Bland de
senare finns V cholerae, med ett salthaltsoptimum pa 0,4-1,7
procent. Humanpatogena Vibrio-arter vixer generellt daligt
vid temperaturer under 17 °C och dor snabbt vid temperaturer
over 45 °C. Taxonomiskt tillhér Vibrio gammaproteobakteri-
erna [4], och de tillh6r den normala bakteriefloran i akvatiska
system. Man hittar dem som frilevande i vattenmassan, fastsit-
tande pé partiklar, som t ex levande eller déda alger, och som
associerade till fisk och skaldjur. Vibrio &r viktiga nedbrytare
av organiskt material och har betydande exoenzymaktiviteter,
tex i form av kitinaser som behdvs for nedbrytning av sma
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kriftdjur (zooplankton). Det finns Vibrio-arter som &r patoge-
na for savil mianniska som marint levande djur. Ett exempel ir
fiskpatogenen V anguillarum, som kan orsaka problem for fisk-
odlare. Motsatsen finns ocksa: Vibrio-arter som lever i symbios
med t ex musslor eller blackfisk [5].

Vibrio cholerae och andra humanpatogena Vibrio
Epidemiska stammar av V cholerae ir starkt kopplade till fore-
komsten av koleratoxin och koleratoxinrelaterade pili. Genen
som kodar for koleratoxinet ligger i en bakteriofag (bakterievi-
rus) och kan darfor spridas mellan olika stammar. Toxinrelate-
rade pili &r receptor for bakteriofagen och avgérande f6r sprid-
ningen av toxingenen. Vad som ir extra intressant dr den evo-
lution som skett av V cholerae. Pandemi fem och sex orsakades
av serotyp O1, klassisk biotyp. Den sjunde pandemin, som star-
tade 1961, orsakades av serotyp O1, biotyp El Tor. I dag vet man
att klassisk och El Tor-biotyp skiljer sig at genotypiskt [6]. Det
kolerautbrott som startade 1992 i Bangladesh och Indien orsa-
kades av serotyp 0139. Detta visade for férsta gangen att non-
Ol-serotyper kunde orsaka pandemisk kolera. Ibland refereras
detta utbrott som den attonde pandemin, men bade serotyp
0139 och O1 El Tor samexisterar dnnu i dag. Non-01/0139-
serotyper av V cholerae kan ocksa orsaka human diarré, men
dessa stammar saknar det virulensgenpaket som ar associerat
med pandemiska kolerastammar. Det &r ofta dessa stammar
som kan ge extraintestinala infektioner. Non-01/0139 ir van-
ligai alla vatten véarlden 6ver, sa dven i svenska.

V vulnificus och V parahaemolyticus &ar férutom V cholerae
de viktigaste humanpatogenernainom sléktet Vibrio. Dessa ar-
ter kan orsaka varierande grad av infektion hos ménniska efter
exponering via vatten eller féda. Virulensen mellan art och
stam varierar betydligt. Den vanligaste arten som isolerats fran

»Skane och Blekinge hade elva fall
av badsarsfeber under sommaren
2006. Totalt insjuknade 41 personer
i Sverige ...«

|
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Under sommaren 2006 analy-
serades forekomsten avV
cholerae, V vulnificus och V
parahaemolyticus i musslor
fran Skanes kust med hjalp av
PCR-teknik.

Totalt 61 procent av mussel-
proven var under perioden po-
sitiva for V cholerae, men ko-
leratoxingenen detekterades
inte.

V parahaemolyticus hittades i
89 procent av musselproven,
varav 61 procent var positiva
forvirulensgener.

Vvulnificus detekterades i 72
procent av musselproven.
Den relativt hdga forekoms-
ten och lattheten att detektera
Vibrio spp-DNA i musslor ty-
der pa att koncentrationen av
bakterier var h6g i vattnet.
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TABELL I. Amplifierade gener och anvinda oligonukleotidprimer.

Vibrio spp Gen Genprodukt
V cholerae toxR Transkriptionsfaktor
ctx Koleratoxin

V parahaemolyticus  tlh Hemolysin
tdh Termostabilt direkt hemolysin

trh tdh-relaterat hemolysin

V vulnificus vvh Cytolysin/hemolysin
viuB Metalloproteas
V cholerae Vvulnificus
| ctx | vh/viuB
| toxR | negativ
| negativ

akvatiska omraden vérlden 6ver &dr V parahaemolyticus. Den
orsakar fraimst gastrointestinala problem. Bland isolerade f&lt-
prov ligger virulensen pa ca 2 procent men kan variera signifi-
kantberoende pa arstid och geografiskt omrade [7, 8]. Vanligast
ir att man infekteras efter konsumtion av kontaminerade skal-
djur, som musslor eller ostron. I Sverige har tva utbrott fore-
kommit associerade till konsumtion av kinesiska kriftor. I det
ena fallet var orsaken forvaring av kokta kréftor i féororenat
vatten, i det andra gick den inte att spara.

Vvulnificus anses alltid vara virulent. Arten kan ge allvarliga
sarinfektioner med efterf6ljande sepsis, men dnnu svarare in-
fektioner kan drabba dem som fatt i sig bakterien via fédan.
Hogriskgruppen utgors av dldre personer med leversjukdomar,
hematologiska sjukdomar eller med generellt nedsatt immun-
forsvar. Hos denna patientgrupp dr mortaliteten hog, ca 50
procent. Vanligaste smittkilla ar 4ven i detta fall skaldjur.

AndraVibrio-arter som Vmimicus och V fluvialis kan orsaka
gasteroenterit och harbl anoterats som orsak till barndiarré. V
alginolyticus, Grimontia (Vibrio) hollisae m fl ar alltid lagviru-
lenta men kan hos mottagliga personer sporadiskt orsaka gast-
rointestinala eller extraintestinala infektioner. Speciellt van-
ligt &r externa otiter. Photobacterium (Vibrio) damsela ir i stor
utstriackning lik V vulnificus och orsakar enbart infektioner i
sar efter bad i bréackt vatten eller vid skada orsakad av djur i
saltvatten. Infektioner ar ovanliga, men hos de drabbade ar
dodligheten 25 procent.

Vibrio och algblomning

Distributionen av Vibrio i tid och rum &r dynamisk och bero-
ende av en mingd direkta och indirekta faktorer. Parametrar
som temperatur, salthalt, narsalter och planktonbiomassa har
upprepade ganger rapporterats som viktiga och kan ibland an-
vindas som varningssystem for koleraepidemier [9]. Detta ty-

Primersekvens 5°-3’

CCTTCG ATC CCCTAAGCAATA C
AGG GTT AGC AAC GAT GCG TAA G
CTC AGA CGG GAT TTG TTA GGC ACG
TCT ATC TCT GTA GCC GGT ATT ACG
AAA GCG GAT TAT GCA GAA GCA CTG
GCT ACT TTC TAG CAT TTT CTC TGC
GTA AAG GTC TCT GACTITTGG AC
TGG AAT AGA ACC TTC ATC TTC ACC
TTG GCT TCG ATA TTT TCA GTATCT
CAT AAC AAA CAT ATG CCCATTTCC G
TTC CAA CTT CAA ACC GAA CTATGA C
ATT CCA GTC GAT GCG AAT ACG TTG
GGT TGG GCA CTA AAG GCA GAT ATA
CGG CAG TGG ACT AAT ACG CAG C

V parahaemolyticus
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Figur 1. Procentuell forekomst av Vib-
rio spp vid provtagning av musslor
sommaren 2006. Artspecifika gener
markerade med gront, virulensgener
med blatt och negativa prov med gult.

| tth/tdh/trh
| tih
| negativ

der pa att fédovavarna i vattensystemen spelar en viktig roll for
smittspridningen. I ett framtidsscenario med 6kad global upp-
virmning kommer troligen Vibrio-relaterade problem att ¢ka
[9,10]. Detta beror pa att h6gre temperatur medfor mer neder-
boérd, somisin tur 6kar avrinningen fran land. Med vattnet férs
niringsimnen som gynnar Vibrio-tillvaxt direkt men ocksé in-
direkt genom 6kad frekvens av algblomningar.

Det ar oként hur naturligt férekommande, lagvirulenta Vi-
brio férdndras till virulenta och epidemiorsakande stammar.
Inte heller vet vi hur virulenta Vibrio anpassar sig nér de ater-
gar till sin naturliga vattenmilj6. Sekvensanalys av hela genom
fran olika Vibrio-arter har visat att patogena stammar innehal-
ler s k patogena dar (PAI) [11]. Liknande ansamlingar av gener i
lagpatogena stammar kallas »fitness-6ar« eller ekologiska 6ar.
Alla dessa »genpaketsOar« antas kunna transporteras mellan
olika Vibrio-stammar. Starka selektionskrafter driver pa
denna mikroevolution, eftersom Vibrio konstant maste anpas-
sa sig till olika omvérldsférhallanden for att 6verleva och kon-
kurrera framgangsrikt med andra organismer i vattenmassan.
For att fa inblick i denna mikroevolution méste man veta vad
som hénder med Vibrio i naturliga vattensystem.

Studiens syfte
Vi studerar darfor hur Vibrio interagerar med andra mikroor-
ganismer och hur kliniska isolat acklimatiserar sig nir de ater-
kommer till vattensystemet. Genom dessa studier har vi t ex
indikationer pa att Vibrio gynnas av vissa alger men missgyn-
nas av andra i ett marint system [12]. Andra forsok som pagar
inkluderar analys av 6verlevnaden av kliniska isolat i vatten vid
olika temperatur och i naturliga sediment vid vintertempera-
turer.

Sommaren-hdsten 2006 genomforde vi ett provtagnings-
program for att pavisa patogena Vibrio-arter i vatten vid den
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skanska viastkusten. Vi valde att analysera forekomst av Vibrio
ivatten via blamusslor, dd musslor fungerar som naturliga bio-
filter och darfor ger en integrerad bild av férekomsten vid varje
provtagningstillfille. DNA extraherat fran musselhomogenat
analyserades med avseende pa innehall av gener specifika for V
cholerae, V parahaemolyticus och V vulnificus med hjilp av
PCR-teknik. Strax efter starten av provtagningsprogrammet
rapporterades de forsta fallen av non-01/0139-V cholerae-
associerade sarinfektioner fran Karlskrona i Blekinge.

MATERIAL OCH METOD

I Oresund utgérs ytvattnet av brackvatten fran Ostersjon, och
djupare finns en sydgaende strém av saltare vatten fran Katte-
gatt. Pa grund av strémmarna med vatten av olika ursprung va-
rierar salthalten, och under perioden juni-september 2006 lag
den mellan 9,1 och 17,4 practical salinity units (PSU), med ett
medelvirde pa 12,6. Medeltemperaturen i vattnet var 22,5 °C i
juli, med en toppnotering pa 24,1 °C den 25 juni i Raa. I augusti
var medeltemperaturen 20,5 °C och sjonk sedan ytterligare till
15,6 °C vid provtagning i september. Blamusslor (Mytilus edu-
lis) samlades in vid tva lokaler, Domsten (56°06’58”N 12°36’
12”E) 11 kilometer norr om Helsingborg och Raa (55°59’31”N
12°44’30”E) 7 kilometer s6der om Helsingborg. Vid Domsten
plockades musslor vid vattenbrynet, medan musslorna fran
Raa plockades en bit ut fran stranden pa ett djup avca 0,5 m.

Preparation av musslor och analyser

Insamling av musslor gjordes 17 ganger under sommaren
2006, mellan den 4 juli och 25 september. Minst tolv musslor
(medelvikt musselk6tt per mussla dr 1,25 + 0,8 ) plockades vid
varje tillfille och férvarades kallt fram till dess att analysen pa-
boérjades. Musslorna skrubbades och skoljdes i destillerat vat-
ten. De 6ppnades sedan aseptiskt, och musselkétt tillsammans
med eventuell viitska homogeniserades i tvd minuter i en steril
mixer. Fran musselhomogenatet odlades Vibrio spp fram en-
ligt anrikningsmetod: preanrikning i alkaliskt peptonvatten
(pH 8,0-8,5) och utstryk pa Vibrio-specifika TCBS-agarplattor
(thiosulfate citrate bile salts sucrose, Merck KGaA, Darmstadt,
Germany) [13]. For kvalitativ unders6kning av musslornas
innehall extraherades totalt DNA fran musselhomogenat med
ett extraktionskit (QIAamp DNA Stool Mini Kit, Qiagen). Kva-
litativa analyser av Vibrio-specifika gener gjordes sedan med
PCR-teknik (Tabell I).

RESULTAT

I vart material kunde vi redan fran starten av provtagningen
den 4 juli detektera Vibrio-specifika gener och virulensgener
(Figur 1). Det sista positiva provet detekterades den 25 augusti,
och dérefter var alla prov negativa. Vi kunde inte heller isolera
Vibrio genom anrikning. Totalt under provtagningsperioden
var 61 procent av musselproven positiva f6r non-01/0139-V
cholerae (toxR). Alla prov var negativa for ctx-genen (kolera-
toxingenen). 89 procent av musselproven var positiva for V
parahaemolyticus (tlh), varav 61 procent var positiva dven for
virulensgenerna tdh och trh. V vulnificus detekterades i 72
procent av musselproven (vvh och/eller viuB).

DISKUSSION

Ett kilo blamusslor kan filtrera upp till 90 liter havsvatten per
timme och samlar under filtreringen upp partiklar ned till vi-
russtorlek pa sina gélar. Analys av Vibrio-forekomst med hjalp
avmusslor ger dirigenom en integrerad bild av forekomsten av
Vibrio i ett vattensystem. Vibrio tillvéxer heller inte i musslor
séldnge vattentemperaturen inte dr sd hog att musslorna stres-
sas (>25 °C). Vi har valt att anvinda molekylér identifiering av
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»Badsarsfeber och andra Vibrio-
relaterade infektioner ar med
andra ord har for att stanna.«

Vibrio, eftersom dessa bakterier kan forekomma i bade od-
lingsbart och icke-odlingsbart tillstand (»culturable« eller
»viable but non culturable«). Det betyder att odling med eller
utan anrikning ger missvisande resultat. Nackdelen med att
detektera forekomst av Vibrio via konventionell PCR-teknik dr
att det svar man far inte ar kvantitativt. Darfor haller vi pa att
utveckla och forfina kvantitativa PCR-metoder for detektion
av totala antalet av savil Vibrio som V cholerae, V parahaemo-
lyticus och V vulnificus.

Med kvalitativ PCR-teknik har vi kunnat visa att 89 procent
avde musselprovvi analyserat inneh6ll V parahemolyticus och
att 61 procent av dessa bar pa en virulensgen. Detta ar en vid
internationell jimforelse hog siffra [7, 8, 14]. Férklaringen till
denna diskrepans dr att andra studier alltid analyserat musslor
tankta for konsumtion. Vi har inte anvént oss av repodlade
musslor som hénger fritt i vattenmassan utan genomgaende
analyserat musslor insamlade vid strandkanten néra botten,
eftersom syftet med var studie var att f6lja férekomsten av po-
tentiellt humanpatogena Vibrio-arter i vattenmassan och inte,
som ar fallet med andra studier, att pavisa att musslor odlade
for konsumtion inte innehéller patogena Vibrio-arter.

Studier av isolerade stammar och kliniska isolat pagar, och vi
tittar bl a pa 6verlevnaden av olika kliniska V cholerae-isolat
vid olika salthalter och vattentemperaturer. Preliminéra resul-
tat visar att 6verlevnaden ar lika bra for kliniska isolat som for
isolat fran naturen vid 20 °C och 6 °C. Vi studerar dven muss-
lors upptag av kliniska isolat respektive isolat fran naturen, och
resultaten visar att musslor tenderar att ta upp isolat fran na-
turenistorre utstrickning dn kliniska isolat. Detta kan tyda pa
att musslor kan skilja pa virulenta och icke-virulenta stammar.
Tidigare studier pd musslors upptag av Salmonella har klart vi-
sat att musslor har forméga att skilja mellan patogena och icke-
patogena bakteriestammar [16].

KONKLUSION

Ett sldende resultat av vara analyser var att vi s enkelt kunde
hitta och isolera Vibrio fran de sydsvenska vattnen under som-
marperioden. Salthalterna i Ostersjoregionen ir idealiska for
framfor allt V cholerae och V vulnificus, och med 6kad arlig
vattentemperatur kan vi troligen rikna med att koncentratio-
nerna av dessa bakteriearter kommer att 6ka. Okad avrinning
fran land innebér 6kande 6vergédning, som i sin tur ocksa gyn-
nar Vibrio. Detta sker bade direkt, eftersom Vibrio-tillvixt
gynnas av mycket organiskt material i vattenmassan, och indi-
rekt genom att 6vergddning leder till mer frekventa och krafti-
gare algblomningar, som i sin tur genererar 6kad mingd orga-
niskt material. Badsarsfeber och andra Vibrio-relaterade in-
fektioner dr med andra ord hér for att stanna.

B Potentiella bindningar eller jévsforhallanden: Inga uppgivna.

m Overldikare Johan Rydberg har granskat fakta, personal vid avdel-
ningen for klinisk bakteriologi, Centralsjukhuset, Kristianstad, har ut-
fortbiokemiska analyser. Jim Collin, Ellen Jonsson och Nina Linné har
hjdlpt till med provtagningen.
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