Fastingar och fastingburna infektioner hos arslamm i olika klimatzoner

Bakgrund

Betesgaende far gar ofta pa naturbeten, marker de delar med vilda djurslag och deras
parasiter. Fastingar och féastingburna infektioner, framforallt den rickettsie-liknande bakterien
Anaplasma phagocytophilum (Ap), orsakar sjukdomen anaplasmos (betesfeber) som drabbar
framst lamm har uppmarksammats pa senare tid i form av 6kande problem med ledbesvar,
forstorade lymfkartlar och ibland dven dodsfall bland arslamm. Denna intracellulédra bakterie
infekterar framst olika leukocyter. Under den akuta fasen blir arslammens immunforsvar
kraftigt forsvagat vilket kan bana vag for andra infektioner, sasom lung- och ledinflammation
eller blodforgiftning. Infektionen kan ha ett mycket snabbt forlopp vilket medfér att man inte
alltid hinner behandla drabbade djur som kan do inom nagot dygn. Andra djurslag kan ocksa
infekteras av Ap daribland hést, nétkreatur, hund, katt och manniska.

Ett tidigare SLF-finansierat tvaarigt projekt pa Gotland visade att de tilltagande problemen av
betesfeber inte berodde pa resistens hos fastingarna mot de bekdmpningsmedel som anvands i
den fastingprofylax som da rekommenderades. Méangden fastingar uppvisade dock stora
skillnader mellan aren. Tydliga samband mellan andelen infekterade fastingar och antalet fall
av betesfeber hos lamm kunde inte pavisas.

Den dominerande och mest geografiskt utbredda féstingen i landet, Ixodes ricinus, allman
fasting, har ett brett vardspektrum vilket gor den till en effektiv smittspridare, vektor, for
samtliga i landet forekommande féastingburna smittor, t ex Babesia divergens, en protozo som
forokar sig i de roda blodkropparna hos notkreatur och orsakar babesios eller sommarsjuka,
TBE-virus (Haglund, 2002), Francisella tularensis (Mérner, 1994) och Borrelia spp
(Talleklint & Jaenson, 1994). Under senare ar har dven bakterien Rickettsia helvetica samt
narbeslaktade arter patraffats hos fastingar i Sverige. Hos manniska kan des sistnamnda ge
upphov till liknande symtom som borrelios. Det ar dock okant hur eller om denna bakterie
paverkar olika vilda eller domesticerade djur. Under projekttiden har dven en for landet ny
fastingburen bakterie pavisats, Candidatus Neoehrlichia mikurensis (Andersson & Raberg,
2011). Dess formaga att framkalla sjukdom ar i dagslaget okand. | Sverige har 13 olika arter
av fastingar pavisats. Av dessa var merparten 3-vardsfastingar, dvs de olika
utvecklingsstadierna, larv, nymf och adult parasiterar olika vardar. Detta medfor en effektiv
spridning av smittamnen fran t ex gnagarpopulationer till storvilt, domesticerade djur samt
manniska. Fastingen Haemaphysalis punctata, vars framsta utbredningsomrade omfattar
Oland och Gotland, dverensstimmer med omraden dar merparten av de beskrivna problemen
med ledbesvar och 6kad dodlighet pa arslamm har observerats. Enstaka fynd av H. punctata
har aven pavisats pa sydostra fastlandet (Malmsten & Chirico, opubl. data). Denna fastings
utbredning i landet &r dock ofullstandigt utredd. Preliminara data tyder pa att H. punctata kan
spela en viktig roll som spridare av Ap hos alg pa Oland (Malmsten & Chirico, 2008).

Sedan lange har det pa Gotland rekommenderats fastingprofylax i borjan av betesperioden
som forebyggande atgard i form av rutinmassig behandling med lakemedel eller
handelspreparat, akaricider, innehallande organofosfater (OP) eller syntetiska pyretroider.
Denna rekommendation har spridit sig till fastlandets farbesattningar som en foljd av
information kring problematiken med betesfeber som kommit ut i och med det foregaende
(K6tt V0650130) och foreliggande SLFprojektet kring fastingburna smittor hos far. Numera
finns det endast tre lakemedel, med syntetiska pyretroider som aktiv substans, tillgangliga i
Sverige.



Allt eftersom problematiken med anaplasmos uppmarksammades okade forfragningar rérande
sjukdomen och vid analys av blodprover uppdagades att betesfeber dven ar val spridd pa
fastlandet. | stickprov fran beten i sodra Sverige med dokumenterade fall av betesfeber kunde
aven Ap pavisas i upp till 50 % av insamlade fastingar. De flesta studier av fastingburna
infektioner genomfors dar det finns uttalade problem och omfattar da tyvarr endast ett
begransat omrade med fa provtagningar. Data utifran sadana studier kan liknas vid
ogonblicksbilder och kommer att utgéra en grund for rekommendationer gallande
forebyggande atgarder som t ex, fastingprofylax. Detta. kan vara relevant for lokala regioner
med dverensstaimmande klimat, fauna och vegetationstyper. Da inga systematiska studier har
genomforts dar man faststéller eventuella skillnader i populationer av féstingar, deras
artsammansattning och upptradandet av fastingburna smittor i landets olika klimatzoner pa ett
overgripande satt ansokte vi om detta projekt med fokus pa en landsomfattande studie av
fastingar, Apinfektioner och hur betesdjur paverkas av dem.

Projektets ursprungsanstkan reviderades eftersom de ansokta projektmedlen reducerades med
66% med motiveringen,”’Projektet beviljas medel for att besvara de fragor som &r angelagna
for lammproduktionen. Forutsattningen ar att fokus ska ligga pa faren och koncentreras till de
omraden i landet dar problemen &r storst”, varvid “en till det beslutade beloppet anpassad
projektplan” bifogades och godkéndes. | och med de sarskilda villkoren stallda pa projektet
dar problem hos far var styrande istéllet for, som ursprungligen tankt, smittspridning inom
olika klimatzoner, utférdes endast en jamforelse av sjukdomsfall och Apinfektion inom olika
klimatzoner.

Material och metoder

| syfte att ringa in problemomraden i landet identifierades for projektet lampliga beséttningar
med hjalp av Svenska Djurhalsovardens farhalsoveterinarer. Tolv beséttningar i Skane (2 st,
BP; EG), Bohuslan (2 st, AND; HBA), Smaland (3 st, AR; IMB; IG), Vastergétland (1 st,
KG), Ostergotland (2 st, EA; CL) och Uppland (2 st i Stockholms norra skargard, CS; FH)
specialstuderades under 2010, dar under aret uppkomna fall av anaplasmos hos lamm
analyserades samt att frilevande fastingar pa betet insamlades varannan vecka under maj till
och med september med flaggning (Mejlon & Jaenson, 1993) for att identifieras till art och
utvecklingsstadium. Aven dessa analyserades med avseende pa Apinfektion med en
RealtidsPCR (Polymeras Chain Reaction) dar forekomst av nukleinsyra fran Ap pavisades.
UtoOver detta faststalldes smittdmnets typ/grupptillhdrighet i fynd hos lamm och fastingar for
att i senare skede utvérdera huruvida vissa typer av Ap var likvardigt forekommande i
sjukdomsfall hos lamm och fastingar, deras utbredning och om nagon av typerna verkar vara
mer sjukdomsframkallande.

Flaggningen utfordes av djurdgarna pé fyra forutbestdmda sektorer pa vardera ca 100 m? av
varje bete. Innan forsta provtagning instruerades provtagarna rorande flaggningstekniken och
rutiner etablerades for att skicka in fastingprov. Dessutom faststalldes rutiner for
tillvagagangssatt om lamm visade symtom pa anaplasmos, d v s tillkalla veterinar for att ta
blodprov, vid dodsfall antingen skicka hela djuret for obduktion, alternativt ta ur mjalte som
skickades till SVA enligt sarskild rutin for analys och karaktarisering med ovan namnd PCR-
diagnostik. Vid fynd av Ap fran sjukdomsfall hos lamm och fran fastingar genomfordes alltsa
slaktskapsstudier i syfte att jamfora fall fran infekterade djur och fastingar for att se om
gensekvenser fran dessa 6verensstammer genom att sekvensera tre Apgener, 16s rRNA, ankA
och groESL, sa kallad molekylar epidemiologi.

Aven under 2011, studerades tolv besattningar i Skéne (2 st, BP; EG), Halland (2 st, CS; XX),
Smaland (3 st, AR; IMB; IG), Vastergétland (1 st, KG), Ostergétland (2 st, EA; CL) och



Stockholms skargard, Uppland (2 st se nedan, CS1; CS2). | Stockholms skargard
genomfordes arets studie pa en och samma beséattning dar djuren fordelades pa tva 6ar och
betraktades som tva skilda beséattningar i studien. Da en mycket sparsam fastingforekomst
uppvisades i de bada besattningarna i Bohuslan under 2010 ersattes dessa med tva
beséattningar beldgna i Halland med tidigare historik av betesfeber. For att optimera
fastinginsamlingen genomfordes en betesbesiktning av samtliga beten innan betesslapp 2011
dar gynnsamma fastinghabitat identifierades och provtagning skulle utforas.

Under 2012 valdes sex besattningar ut for att studeras. Dessa valdes pa grundval att de under
de tva forsta aren uppvisat férekomst av sjukdomsfall, alternativt mest férekomst av Ap i
fastingar samt under forutsattning att insamlingar tidigare hade genomforts systematiskt, det
vill séga regelbundet. Detta for att undvika den stora arsvariation som uppvisades under
projektets tva forsta ar. 2012-ars studie kom darfor att omfatta besattningen i Stockholms
skirgard (CS1; CS2; CS3) nu fordelad pa tre 6ar, samt en besattning i Ostergétland (EA) och
tva besattningar i Smaland (IMB; AR).

DNA fran enskilda fastingar och fran mjaltar eller blodprover fran drabbade lamm
extraherades och analyserades med real-tids PCR for Ap enligt Jaderlund m. fl. (2009). Pooler
med 50 fastinglarver kravdes dock for att fa ut tillrackligt med nukleinsyra till analysen. For
prover som visade sig innehalla Ap anvéandes sekvensering att sérskilja olika varianter av
bakterien dar generna 16s rRNA, groESL och ankA amplifierades varpa PCR-produkterna
sekvenserades enligt Franzén m. fl. (2005). Sekvenserna analyserades med hjalp av
programvaran CLC workbench (6.6.2, CLC Bio, QiaGen), och jamférdes med andra
sekvenser fran samma gener publicerade i GenBank (National Center for Biotechnology
Information, Rockville Pike, Bethesda MD, USA, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). En
mer detaljerad redovisning av tillvagagangssatt av det molekyléra arbetet angaende vilka
protokoll som foljts samt vilka primrar som anvéants kan pa begéaran skickas in som en separat
bilaga till rapporten.

Resultat

Totalt insamlades 1732 féastingar under projektiden (2010 = 517; 2011 = 485; 2012 = 730). Av
dessa analyserades 333; 357 samt 730 fastingar under de tre aren.

Under 2010 inkom fastingar fran 11 av de 12 utvalda beséttningarna. Fyra av besattningarna
uppvisade infekterade fastingar med foljande fordelning CS, 14%; AND 13%, AR 13% och
IMB 17%. Infektionerna fanns i fastingar fangade under juli till september, inga prover inkom
dock i maj.

Aven under 2011 inkom féstingar fran 11 av de 12 beséttningarna dar andelen infekterade
fastingar fordelades enligt foljande: CS1, 6% och AR, 13%. Infektionerna fordelade sig dver
hela betessdsongen detta ar.

Slutligen 2012 inkom fastingar fran 5 av de 6 beséttningarna dar andelen infekterade fastingar
fordelades enligt foljande: CS1, 23%; CS3, 6%, AR, 3% och EA 13%. Aven detta &r
fordelade infektionerna sig 6ver hela betessasongen, inga fastingar inkom dock under maj.

Anmérkningsvért var att alla fastingfynd utgjordes av en art, I. ricinus!

Vi kunde inte finna nagra samband i fastingforekomst eller Apinfektion i vare sig fastingar
eller i analyserade fall fran de fyra klimatzonerna studien kom att omfatta.

Trots att insamling utfordes i optimala fastinghabitat blev arsvariationen pataglig. Dessutom
uteblev fastingprover helt eller till stor del fran vissa besattningar vilket oméjliggjorde
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parjamforelse av besattningar inom landskapen 6ver tid och Gver ar. Flest antal fastingar per
besattning insamlades under sista aret, trots att en besattning inte skickade nagra prover alls,
vilket pekar pa svarigheten att med denna typ av studie tacka in sa stora omraden som majligt
och samtidigt fa in tillrackligt med data.

Av de Appositiva fastingproverna gav endast atta prover lasbara 16s rRNA sekvenser. De
allra flesta proverna innehdll flera olika 16s rRNA sekvenser, vilket visar att fastingarna varit
infekterade med tva eller flera olika bakteriearter samtidigt. Fr den gen som anses ge den
hogsta diversiteten mellan varianter av Ap, ankA, fick endast tolv prover lasbara sekvenser.
Majoriteten av resterande prover gav ingen produkt med de PCR primrar som anvandes. Detta
tyder pa att det finns en variation i vart material och vi skulle darfor behdva undersoka detta
med alternativa PCR primrar fOr att battre karakterisera huruvida olika typer av Ap
férekommer i dessa fall. For groESL genen kunde 29 av féstingarnas och lammens sekvenser
analyseras och jamféras med varandra.

Aven arsvariationen i antalet sjukdomsfall var pataglig och diarmed svartolkad. Inga fall av
anaplasmos inrapporterades under 2010 och 2012. Under 2011 har totalt 11 blodprov och ett
organprov skickats in for analys. Sex av blodproven var tagna under juni. Resterande
blodprov samt organprovet (dédsfall) togs i augusti. | proven fran juni uppvisade fem av sex
djur, infektion med Ap. | fyra av dessa fall visade det sig att lammen inte fatt nagon
fastingprofylax innan betesslapp. Organprovet fran augusti inneholl Ap. Obduktionsresultatet
visade dock att djuret dven hade andra parasit- och bakterie infektioner som kan ha orsakat
dess dod. Blodproven fran augustifallen var i samtliga fall negativa pa PCR. Ytterligare tva
positiva fall fran 2011 fran tva olika lokaler (CS1; EA) inkom. Utifran dessa fick vi endast bra
sekvenser fran groESL varvid vi grupperade Ap med hjalp av denna gen. | Fig 1 finns de 26
proverna fran positiva fastingar och dessa tva fall, samt sekvenser fran tva Apinfekterade
svenska hastar, sekvenser fran tva svenska algar och sekvenser fran ett franskt far och en
fransk ko (EU860088 & EU860091, Genbank). | det ena fallet, CS1, har det sjuka lammet
samma sekvens som isolerades fran fastingar fangade pa CS, men i det andra fallet (EA) har
lammet en sekvens som matchar Apsekvenser som aterfanns hos fastingar insamlade fran
besattningarna CS under 2010 och AR under alla dren (Fig 1). Proven fran den franska kon
och faret hamnar nara vara svenska fastingprover, liksom de svenska hastarna. Av de tva
svenska algarna (Malmsten m. fl., 2014) &r den ena (KC800986) mycket narliggande
fastingproverna, medan den andra (KC800084) skiljer sig mycket fran alla andra analyserade
prover (Fig 1).

Nar vi jamfor de tolv ankA sekvenser vi kunde anvéanda fran vart material, framgar det att en
viss diversitet finns mellan Ap i fastingar, detta avspeglar en variation saval inom som mellan
besattningarnas fastingpopulationer pa betet 6ver de tre aren (Fig 3). De tva sekvenser som
kommer fran tva Apinfekterade hastar (Franzén m. fl., 2005), skiljer sig fran Ap isolerade i
vara fastingar. Nar vi jamfor sekvenserna med de som publicerats av Huhn m. fl. (2014)
bildar vara fastingars Ap en egen grupp och det ocksa framgar tydligt att de tva svenska
hastarna ingar i ett annat kluster &n de vi finner i var studie (Fig 2 och 3).

Diskussion

Da projektet justerades enligt SLFs direktiv ” Forutsattningen ar att fokus ska ligga pa faren
och koncentreras till de omraden i landet dar problemen &r storst” resulterade detta i att vi
under de tva forsta aren identifierade var nagonstans pa fastlandet problembesattningar fanns
och sedan studera fall dar Apinfektioner identifierades hos lamm. Tyvarr kunde vi inte alltid
konfirmera forekomst av Ap i fastingprover och sjukdomsfall i de utvalda



forsoksbesattningarna. Aven under det sista aret da besattningar med sjukdomsfall och dar
systematisk insamling av féstingar tidigare hade dokumenterats, uteblev Apfallen. Darfor blir
det mycket svart att dra nagra slutsatser baserat pa forekomsten av Apinfekterade fastingar
som varierade mellan 3 och 23% pa maximalt 4 besattningars beten per ar. Daremot ar all
information framtagen i projektet ny data for landet da det tidigare systematiskt studerats
endast pa Gotland (K6tt V0650130).

Att fastingprofylax dr essentiellt innan beteslapp var otvetydigt. Aven om en studie
(Gustafsson m. fl., 2014) har visat att noggrann fastingprofylax med pour-on preparat inte ger
ett fullstandigt skydd mot Ap. Daremot kan det tdnkas att lammen blir utsatta for en
”moderat” smittdos som gor att de bygger upp ett immunférsvar som goér dem
motstandskraftiga framover. Detta kan forklara att vi inte ser sjukdomsfall senare pa
betessédsongen dven om smittan finns hos fastingar &nda fram till september.

Den molekyléara karaktariseringen av Apinfektion i fastingar och fran sjukdomsfall gav inga
entydiga svar da det fanns bade variationer inom fastingar funna pa samma bete samt mellan
olika besattningars beten samt att det varierade 6ver de tre aren. Liknande variation fanns i
sjukdomsfall hos lamm och fastingar, utom i ett fall (CS1). Likval verkar Aptyperna vi
isolerat vara mer néarbesléktade med varandra &n med de rapporterade i andra studier. Detta
kan bero pa att denna studie ar fokuserad pa far och fastingar pa farbeten och darmed skiljer
ut de stammar som hor till detta djurslag. Proteinet som ankAgenen kodar for ar troligen en
virulensfaktor som gor det mojligt for oss att ga vidare genom att studera om vara isolat ar
"farApisolat” i Sverige och kanske mer skadliga for just far &n for andra djurslag.

Huhn m. fl. (2014) anvande flera metoder for att sarskilja olika typer Ap (16s rRNA
sekvensering, Multi Locus Sequence Typing MLST (MLST) och ankA sekvensering). De
menar att med dessa metoder, framfor allt med MLST, kan man se att bakterien bade kan vara
klonal, d v s att en stam sprider sig mellan olika geografiska regioner och &ven mellan olika
varddjur, framst mellan hést, hund, katt, igelkott och manniska. For idisslare ar bilden mer
splittrad, dar flera olika varianter ses bade hos olika djurslag och olika utbredningsomraden.
Fastingar visar sig kunna béra pa flera olika typer Ap (Huhn m. fl., 2014). Ixodes ricinus, en
trevardsfasting som inte har ndgon vardpreferens gor den darfor sarskilt effektiv till att sprida
smittor mellan olika typer av varddjur. D4 I. ricinus var den enda fasting som forekom i
studien ar risken dverhangande att Ap fran olika idisslare kan 6verforas till lamm och orsaka
skada i lammproduktionen inom fastingens utbredningsomrade.
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Publikationer

Resultaten fran studien forvantas kunna ge upphov till minst 2 — 3 vetenskapliga publikationer
under det narmaste aret.

Slutsatser

Det framkom entydigt att om man inte behandlade lamm med pour-on preparat enligt
rekommendation, innan betesslapp, upprepad behandling var tredje vecka fram till
midsommar, insjuknade djuren forutsatt att Apinfekterade fastingar finns pa betet. Da
djuragare ofta kanner till om beten ar "problembeten” med avseende pa Ap, skall man inte
tveka att behandla. Om man tar nya beten i ansprak kan man mycket enkelt ta reda pa om det
innehaller fastingar genom att dra en fastingflagga pa betet och skicka fastingar for analys.
Denna service beraknas finnas pa bl a SVA fr o m 2015.

Resultatformedling/informationsspridning

Under hela projektperioden har djurégare och veterindrer uppmarksammats med information
saval fran SVA som Svenska Djurhélsovarden via hemsidorna www.sva.se samt
www.sdhv.se och informationstidskrifterna SVAvet och Djurhalsonytt samt Farskotsel om
projektet och dess fragestallningar.

Projektet har presenterats vid ett flertal tillfallen under 2010:

1. 18 mars, Svenska Djurhélsovardens varkonferens, Djurénaset, Anaplasma pa far pa
Gotland — Bakgrund och utveckling

2. 5 maj, Sveriges Natverk for Fastingforskare, Vadstena Klosterhotel, Transmission of
Anaplasma phagocytophilum in different climate zones

3. 7 maj, Fastingar och deras féljder for lammproducenter pa Gotland, Lansstyrelsen
Gotlands lan, Gotlands Faravelsforening, Europeiska jordbruksfonden for
lantbruksutveckling. Lovsta, Romakloster
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Och vid tva tillfallen 2011:
1. 23 mars, vid SLUs 6ppna seminarier i Parasitologi, 23 mars.

2. 25 augusti, vid den 23e konferensen for World Association for the Advancement in
Veterinary Parasitology (WAAVP), Buenos Aires, 21 — 25 augusti, 2011.

Slutligen 2013:
1. 18 - 22 februari, poster pa den 8e International Sheep Veterinary Congress, Rotorua,
Nya Zeeland.
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Fig 1. Sekvenser av groESLgenen for Ap fran fastingar och sjukdomsfall hos lamm i studien,
se vidare i text for besattningsidentitet CS, AR o s v, samt forklaringar for hast-, not- far- och
algisolat.
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Fig 2. Sekvenser for tidigare publicerade ankAgenen av Huhn m. fl. (2014) Franzén m. fl.
(2005) samt projektets, se vidare i text for besattningsidentitet CS, AR o s v.
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Fig 3. Jamforelse av sekvenser hos ankAgenen av Ap i fastingar som visar pa variation inom
och mellan studerade besattningar samt skillnaden fran hast och humanisolat.
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