Slutrapport: Metodik for bedomning av risk for frasbrandsutbrott pi beséittningsniva

Bakgrund

Frasbrand ar en klostridieinfektion hos notkreatur, orsakad av s.k. histotoxiska klostridier,
framst Clostridium chauvoei. Aven fir kan drabbas av infektionen (Songer, 1998), men de
utbrott som rapporterats i Sverige har endast omfattat notkreatur. I vissa delar av landet ar
frasbrand ett allvarligt djurhédlsoproblem som orsakar stora forluster for djurdgaren, framst i
kottdjursbeséttningar. Storre svenska utbrott har rapporterats 1983 (Wierup & Sandstedt,
1983), 1995 och 1998 (Sternberg et al, 1999) och enstaka fall rapporteras arligen, frimst i
Kalmar lén (se tabell 1.). Enligt SJV:s foreskrifter om anmélningspliktiga djursjukdomar &r
det endast primérfallet av en sjukdom som skall rapporteras, siffrorna nedan representerar
alltsé inte totalantalet insjuknade djur.

Tabell 1. Rapporterade frasbrandsutbrott enligt SJV:s statistik (kédlla www.s]v.se)

Ar Totalt antal rapporterade utbrott
1997 4

1998 13

1999 5

2000 14

2001 15

2002 26

2003 15

2004 6

Vid flera utbrott har uppmérksammats att alla fall inte diagnostiseras och rapporteras
(Sternberg et al, 1999). Det ér ytterst troligt att antalet frasbrandsfall i landet & ménga fler dn
det rapporterade antalet fall i landet, bade pa grund av underdiagnostisering och pa grund av
brister 1 rapporteringen, men ocksa for att endast primérfallet rapporteras vid ett utbrott.

Sjukdomen uppstar genom att djuren infekteras peroralt med bakteriesporer fran marken eller
kontaminerat vallfoder. Sporerna sprids sedan till lever och muskulatur déar de kan ligga
vilande tills en muskelskada eller liknande ger en gynnsam tillvixtmiljo (Smith & Holdeman,
1968, Timoney et al, 1988, Gyles, 1993). Vid tillvixt av den vegetativa formen av bakterierna
produceras toxiner som ger hemolys och nedbrytning av muskelvivnad. Metaboliter fran
skadad vdvnad och bakterietoxiner som kommer ut i blodcirkulationen ger en toxinemi som
snabbt leder till doden pé grund av skador pa hjartmuskulatur och inre organ (Timoney ef al,
1988, Gyles, 1993, Radostits et al, 1994). De kliniska symtomen ses forst som hilta, ofta pa
ett bakben. Muskulaturen i 6vre delen av det drabbade benet ir varm, svullen och 6m, for att
senare bli svalare med forlust av smértkénslighet och karaktiristiska frasande emfysem (darav
namnet). Feber, matvidgran och kraftigt nedsatt allméntillstand ingér ocksa i1 sjukdomsbilden.
Djuren dor vanligen inom ett dygn efter symtomdebut och manga génger ses inga symtom alls
utan bara plotsliga dodsfall (Radostits ef al, 1994, Helman et al, 1997). Ibland talar man da
om visceral frasbrand, da hjartmuskulatur och inre organ framst dr drabbade och inte
skelettmuskulatur (Radostits et al, 1994). Vid obduktion ses mdrkt missfargade omraden 1
muskulaturen, ofta med gasbildning och vitskeuttrade. Kadavret luktar hirsket och
forruttnelsen gir snabbt. Mjélten dr blodfylld, lever och njurar sonderfallande och pa
slemhinnor ses ofta blodningar. Vid visceral frasbrand ses inga fordndringar i
skelettmuskulaturen, utan vanligen bara perikardit, eventuellt tillsammans med skador i
hjartmuskulatur och inre organ (Helman et a/, 1997, Radostits et al, 1994). Dock kan
skelettmuskelskadorna vara sa sma och ligga sa djupt i muskulaturen att de l4tt forbises.



Frasbrand drabbar frimst unga snabbvéixande djur pa bete (Smith & Holdeman, 1968), men
under senare ar har man bl.a. i Kalmar l4n uppmarksammat att sjukdomen upptritt &ven under
stallperioden, nagot som observerats dven i1 andra lander (Jackson et al, 1995).
Léansveterindrerna 1 Kalmar anordnade darfor under viren 2001 ett mote med ldnets
stordjurspraktiserande veterindrer och laboratorieveterinirer samt en representant frin SVA
for att diskutera profylax och hantering av misstdnkta utbrott. Under dessa diskussioner
framkom att det dr av stor vikt att veta hur stor sjukdomsrisken ar i olika omraden vid olika
tidpunkter pa dret, for att kunna vélja strategi (vaccination eller ej, vilka djur som ska
vaccineras, sambete etc).

I utlandska studier har man funnit att bakteriesporerna ar vanligt forekommande 1 gddsel och
jord (Gyles, 1993, Timoney et al, 1988, Hang’ombe et a/, 2000). Smittrycket kan ddrmed bli
mycket hogt pa vissa betesmarker och det forefaller logiskt att ju hdgre smittrycket dr desto
storre dr risken for att betsdjur skall insjukna. Eftersom klostridiesporer dr mycket
motstdndskraftiga mot fysikalisk paverkan kan de ocksa finnas kvar i ensilage skordat fran
smittade marker (Thylin, 2000). Klostridiesporer dverlever pastoriseringssteget i
biogasanlidggningar (Sahlstrom et al, 2002) och detta kanske i forldngningen kan bidra till att
C. chauvoei sprids fran smittade djur via rotrest till tidigare osmittad dkermark.

Betesdjur kan skyddas med hjilp av vaccin. Det finns f.n. 1 Sverige inget vaccin registrerat for
anvindning pa notkreatur men vid SVA finns sedan november 1998 en licens for vaccinet
Miloxan (Merial) avsett for vaccination av notkreatur mot frasbrand. Nér det géller vallfoder
kan atgirder sdsom hogre stubb vid ensilageskord, tillsats av extra syra vid ensilering eller
produktion av ho istillet for ensilage fran smittade betesmarker minska risken for att viabla
klostridiesporer finns kvar i fodret (Thylin, 2000). Dessa preventiva atgidrder medfor dock
manga ganger stora kostnader for djurdgaren. For att bedoma behovet av olika dtgérder och
vilka som bést skyddar djuren i en aktuell beséttning behéver man kunna kvantifiera
forekomsten av C. chauvoei-sporer pa betesmarker och i vallfoder, samt veta hur denna kan
korreleras till risken for utbrott av frasbrand 1 besdttningen. Da vallfoder sasom ensilage och
ho dr komplicerade material att undersdka och foderprov pa beséttningsniva alltid &r osédkert
som "facit" (da det foder som orsakat sjukligheten vanligen redan konsumerats av djuren) kan
det vara enklare och sdkrare att vid utbrott under stallperioden undersoka tréck frén djuren i
besittningen. Forekomst av C. chauveoi 1 track indikerar att fodret djuren &tit innehallit
sporer.

Isolering och identifiering av C. chauvoei fran kliniska prover, dir bakteriehalten dr hog, gors
relativt ldtt, forutsatt att proverna tas ut och transporteras korrekt och att optimal odlingsteknik
anvénds. Diremot finns idag ingen standardiserad metod for identifiering och kvantifiering av
C. chauvoei-sporer 1 provmaterial frin jord, trick och vallfoder. Utveckling av en sddan
metod skulle mojliggora vidare epidemiologiska studier. Jamforelser mellan férekomst av C.
chauvoei-sporer 1 beséttningar som haft utbrott och besittningar som inte haft utbrott, inom
“riskomraden” (dvs omraden dér frasbrand ar vanligt) resp. 6vriga omraden (dér frasbrand ej
rapporterats), bor ge den information som behdvs for att bedoma risken baserat pa
provtagning av vall och foder. Eftersom bakterierna kan vara mycket svéra att upptécka i
odling fran provmaterial med riklig forekomst av andra bakteriearter torde identifiering med
hjilp av PCR-teknik vara att foredra i1 detta fall. Anvéindbara PCR-system finns beskrivna
(Kojima et. al., 2000, Kojima et. al., 2001, Sasaki et.al., 2000, Sasaki et.al., 2001)

Syftet med detta projekt har varit att utveckla en identifieringsmetod for C. chauvoei som dr
anvéndbar pa provmaterial frdn betesmarker (jord) och track, samt att utvdrdera metoden som
bas for riskbedomning avseende frasbrandsutbrott i enskilda besittningar.



Material o Metoder

Rening av DNA frdn provmaterial

Den sdkraste metoden att rena DNA frén "smutsiga" provmaterial som t. ex. jord, godsel eller
ensilage ar preparering med fenol och kloroform. Dessa &mnen medfor dock arbetsmiljorisker,
varfor andra metoder provats. Ett kit (Ultraclean Soil DNA kit frdn Immuno Diagnostic OY),
framtaget for att rena DNA fran jordprover, Percoll (smé kulor som separerar bakterie-DNA
fran 6vrigt material), tillsats av PVPP (binder organiska fettsyror som kan stéra PCR-analysen)
till trackprover och Chelex (binder metalljoner som kan stéra PCR-analysen) till jordprover,
samt s.k. koklysat frdn primérodlingsplattor har testats. Bdde direkt preparering fran
provmaterial och olika anrikningsmetoder provades.

For féltproverna (se nedan) anviandes koklysat enligt en modifierad metod av Hang’ombe ef al.
(2000). Proverna slammades upp i vatten som sedan fick sedimentera. En del av supernatanten
overfordes till provror och for att minska kontaminationsfloran upphettades provréren med
supernataneten till 65° C. Dérefter odlades proverna ut pd anaeroba plattor och frén plattorna
gjordes koklysat som sedan analyserades med PCR.

PCR

Tvé olika specifika primers testades, den ena riktad mot flagellingenen (Kojima et al. 2001)
och den andra mot en specifik sekvens i 16S-23S rDNA spacer regionen (Sasaki et al. 2000).
Den senare anvéndes for analys av material fran kliniska prover, for detektion av C. chauveoi i
spikade prover med trick och jord, samt for féltprover bestdende av track och jord frdn
besittningar pa Oland (se nedan).

Faltprover )

Prov fran djur (trickprov) samt jord insamlades fran 10 beséttningar pa Oland. Alla
besittningarna hade haft konstaterade fall av frasbrand de senaste ren. Antal prov redovisas 1
tabell 1.

Enkdt drabbade besdttningar

I samband med insamlandet av féltprover frigades djurdgarna ut om eventuella riskfaktorer,
enligt en framtagen enkét. Fragorna rorde beséttningsstorlek, fall av frasbrand, vaccination mot
frasbrand, typ av bete, betesperiod, utfodring, strémedel och gddselhantering.

Planerad epidemiologisk studie

D4 PCR-metodikens detektionsnivd vid test pa provmaterial frén frasbrandsdrabbade
besdttningar visat sig vara for hog for att metodiken skall vara anvéndbar 1 filt (se resultat) har
den planerade epidemiologiska studien med jimforelser mellan beséttningar med fall av
frasbrand och ”frasbrandsfria” besittningar ej varit meningsfull att genomfora.

Resultat

Kliniska prover for frasbrandsdiagnostik utgors av blod, muskulatur eller annan vavnad, dér
bakterien forekommer 1 néstan renkultur. Identifiering av C. chauveoi fran dessa provmaterial
fungerar bra med PCR.

Extraktion medelst koklysat dr enklast och har visat sig fungera bést for bade jord- och
godselprover. Med denna metod kunde en koncentration av 200 CFU/g av C. chauveoi pavisas
1 gddsel- och jordprover.

Inga C. chauveoi kunde pévisas 1 ndgot av proven frén frasbrandsdrabbade beséttningar pd
Oland.

Information angdende besittningsstorlek, frasbrandsvaccination och frasbrandstall finns
inkluderad 1 tabell 1. Vidare bearbetning av data frn enkédten pagér. Den storre
epidemiologiska studien genomfordes ej, varfor resterande medel till projektet aterbetalas.



Tabell 1. Provantal m.m. i besittningar pi Oland med konstaterad frasbrand

Besittning Djurantal Trackprov Jordprov Vaccinerar Senaste fall
1 280 10 3 Ja 2002
2 210 10 3 Ja 2002
3 (sambetem 1) 0 11 - -

4 130 10 3 Ja 2001
5 54 10 10 Ja 2001
6 250 10 5 Ja 2003
7 120 7 8 Ja 2001
8 170 10 10 Ja 2002
9 95 10 6 Nej 2004
10 390 10 10 Nej 2004
Diskussion

Projektet har visat att PCR-metodik kan anvéndas for diagnostik av frasbrand avseende
material frin kliniska fall. Detta innebér en snabbare och sékrare diagnostik av kliniska fall, da
odling och typning dr mer tidskrdvande och medfor risk att bakterierna doér under
provtransport, eller att det blir 6vervixt fran fororeningsflora och ddrmed svarigheter att pavisa
C. chauveoi. C. chauvoei véxer langsamt och PCR kan verifiera positiva fall fortare dn
traditionella typningsmetoder.

Detektionsnivéan for PCR pé prover fréan trick och jord kan betraktas som for hog for att en
kvarvarande smitta i beséttningen skall kunna pévisas. Detta bekréftas av resultaten frdn analys
av proverna fran Oland. Vanlig PCR-metodik &r alltsa inte anvdndbar for bedomning av
frasbrandsrisken i enskilda besittningar.

Enkétundersdkningen stoder teorin att vaccination forebygger utbrott, dé alla beséttningar som
vaccinerar djuren inte haft utbrott senare ar. Inga skillnader forelag 1 mdjligheten att detektera
C. chauveoi i prover fran besittningar som nyligen haft utbrott och som ej vaccinerade, jaimfort
med besittningar som vaccinerade. Materialet ar dock for litet for sékra slutsatser 1 detta
avseende. Dock skulle man kunna forvénta sig kvarvarande smitta dven i besittningar som
vaccinerar, varfor problemet troligen ligger 1 den hdga detektionsnivan for analysmetoden och
inte 1 besittningsurvalet.

Vidare analys av enkitsvaren pagéar, men da undersdokningen dr mycket begransad kan inga
slutsatser avseende riskfaktorer forvédntas. Den planerade storre epidemiologiska studien
genomfordes ej, da detta inte sdgs som meninsgfullt nir PCR-metodiken inte kunde detektera
C. chauveoi 1 nagot prov frdn de 10 undersokta Olandsbesittningarna som alla haft ett flertal
fall av frasbrand.

Vidare forsok med s.k. realtids-PCR kommer att foretas vid SVA, for att om mojligt sdnka
detektionsnivan for PCR-analysen. Sparat provmaterial fran detta projekt kommer att anvéndas
dven for dessa undersokningar.
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