Slutrapport Projnr H0530016

Digital dermatit hos notkreatur - identifiering av orsakande agens och utveckling
av molekylédrbiologisk diagnostik

Fortydligande avseende projektets omfattning

Viér projektansokan omfattade dven infektionsforsok och epidemiologiska studier men medel
beviljades enbart for odling och molekylirbiologiska undersokningar. Det ursprungliga
projektnamnet (ovan) har ej anvints utan projektets webbsida har till exempel namnet
”Karaktérisering av Treponema-isolat”.

Bakgrund

Den forsta rapporten om digital dermatit (DD) pa notkreatur kom fran Italien 1974 (Cheli &
Mortellaro, 1974) och idag ar sjukdomen spridd i besdttningar med mjolproduktion 1 stora
delar av virlden. Sjukdomen &ar smittsam och ger smértsamma sariga eksem i1 huden intill
klovhornskapseln och kldvspalten. Korna blir halta och de ekonomiska forlusterna péd grund
av forsdmrad fruktsamhet, minskad mjolkproduktion och behandlingskostnader ar avsevirda
(Kossaibati & Esslemont, 1997) Det finns ett starkt samband mellan utveckling av DD,
klovrota och en for klovarna dalig miljo med fukt, varme, urin och godsel (Bergsten &
Pettersson, 1992; Rodriguez-Lainz m.fl., 1999; Hultgren & Bergsten, 2001). I Danmark har
spridning av DD i samband med &vergang till 16sdriftsystem varit anmarkningsvérd. I Sverige
uppticktes i slutet av 90-talet skador, som pdminde om DD, men i en mildare form &n vad
som beskrivits internationellt. En mer aggressiv form av DD, kliniskt identisk med den i andra
lander, patriffades i en vistsvensk besdttning 2005 och oron ér stor att sjukdomen kommer att
sprida sig, som den gjort i Danmark (Hillstrom & Bergsten, 2005).

Annu har ingen lyckats infektera ndtkreatur med bakterier i renkultur s att DD utvecklats.
Att det &r just bakterier som &r orsaken dr dock oomtvistat d& skadorna snabbt lidker vid
lokalbehandling med antibiotika (Manske m.fl., 2002). Det finns flera bakteriearter som har
forknippats med sjukdomen. Nér ansokan till projektet skrevs fanns flera studier som tyder pé
att spiroketer av genus Treponema spelar en betydande roll for utvecklandet av DD och flera
intressanta studier har publicerats sedan dess. Bland annat har en dansk och en tysk grupp
parallellt kommit fram till att ménga olika fylotyper (arter/underarter) forekommer i eksemen
och att det vanligen gér att detektera tre-fyra fylotyper och ibland s ménga som tio, hos
samma ko (Nordhoff m.fl., 2008, Klitgaard m.fl., 2008).

Treponema spp. dr svarodlade strikt anaeroba spiroketer och endast ett fatal studier finns
rapporterade dir man lyckats isolera dem i renkultur frén kor med DD (Demirkan m.fl., 1999,
Schrank m.fl., 1999, Walker m.fl., 1995, Trott m.fl., 2003, Evans m.fl., 2008). I
sammanhanget kan ndmnas att T. pallidum, som orsakar syfilis, fortfarande inte kan odlas in
vitro utan maste uppforokas i levande kaniner. I de rapporter som finns om Treponema-isolat
frdn DD anvénds ofta medier utvecklade for att odla orala Treponema spp. fran ménniskor.
Medierna dr komplexa och for isolering fran klovmaterial krivs tillsats av flera antibiotika for
att fa bort den 6vriga floran som kommer frdn omgivningen.

Material och metoder

Odling av bakterier och test av odlingsmedier

Under projektets gdng har flera forbéttringar gjorts genom att testa beskrivna odlingsmetoder
frén andra studier och bdcker. Idag anviander vi en komplex buljong med tillsats av fetalt



kalvserum, B-vitamin och flyktiga fettsyror samt rifampicin och enrofloxacin for
primérisolering. Om det trots antibiotikatillsatsen finns kontaminerande flora appliceras en
droppe kultur pa ett 0,22 um filter placerat pa en agarplatta. Spiroketerna tar sig aktivt igenom
filtret medan de storre och ofta ordrliga kontaminanterna blir kvar ovanp4 filtret. Filtret lyfts
bort och kvar pa agarn blir spiroketerna. All odling sker 1 anaerob miljo.

Sekvensering av genen for 16S rRNA

Artbestdmning har gjorts genom analys av gensekvensen for 16S rRNA, en gen som ofta
anvénds for typning av bakterier. Inom klovprojektet har primers speciellt anpassade for
Treponema spp. designats.

PFGE och RAPD

For att kunna bestdmma ett ndrmare sliaktskap till exempel for smittsparning av ett utbrott har
vi testat tvd olika sa kallade fingerprinting-metoder”, PFGE och RAPD.
Pulsfiltsgelelektrofores (PFGE) bygger pa att hela bakteriens kromosom klipps i stora
fragment som sedan separeras i en gel med véxlande stromriktning. Nir sedan fragmenten
fargas ger olika kloner olika bandmonster. Random amplified polymorphic DNA (RAPD) ger
ocksé olika bandmonster men dessa kommer fran slumpmaéssigt amplifierade korta fragment
som varierar mellan kloner beroende pa om primrarna som anvénds passar eller inte.

ISR2-PCR

Vi har satt upp ett PCR-system som utvecklats 1 USA och som har specifika primers {or
Treponema spp. och dirmed dven kan koras direkt pa vdvnadsprover (Stamm et al., 2002).
Systemet dr baserat pd regionen mellan generna for 16S rRNA och 23S rRNA, intergenic
spacer region (ISR). Produkten kan sedan DNA-sekvenseras och i bésta fall anvdndas for
artbestimning av Treponema i prover dér odling inte lyckats.

Kloning av ISR2-fragment fran vavnadsprover

Fran en beséttning i Uppland kunde spiroketer, som var rorliga vid mikroskopering av
proverna, inte isoleras trots upprepade provtagningar. Istillet preparerades DNA fram direkt
frén vavnadsprover. I de prov diar mdngden spiroketer var tillriacklig gick det att fa produkter
med ISR-PCR. Sekvensering av dessa produkter fungerade inte eftersom det fanns mer dn en
fylotyp i proverna. For att f4 fram rena sekvenser klonades fragmenten och sekvenserades
direfter. Aven PCR-produkter frin vivnadsprover frin besittning A (tabell 1) klonades och
sekvenserades.

Antibiotikaresistens

Det har varit mycket svirt att standardisera metoden for resistenstester av Treponema-
isolaten. Samma antibiotikapaneler som utvecklats for Brachyspira spp. (VetMIC™ Brachy,
SVA, Uppsala) har anvénts och metoden har modifierats for att passa Treponema. Inokulatets
tathet gér inte att kontrollera med hjdlp av bakterierdkningar eftersom vixten pa agarplattor ar
for svag. Istéllet har fullt utvédxta kulturer som okulért bedomts ha haft samma tithet anvénts
for inokulering. Hur ménga dagars véxt som behovts fore avldsning har ocksé varierat (tabell
2 och 3). Trots detta har resultaten varit forvanansvirt reproducerbara.

API-ZYM

Enzymproduktion anvinds for att typa Treponema spp. Vi har testat sju isolat med api® ZYM
(bioM¢érieux).



Resultat

Odling av bakterier

Fran alla besittningar dir sjukdomen har identifierats kliniskt och prover skickats till
projektet har spiroketer observerats i mikroskop. Odlingen har inte alltid lyckats och vi har
idag étta isolat av en ej namngiven Treponema-art fran kor med DD (tabell 1).

Tabell 1. Ursprung och isolering av Treponema sp. i den hir studien

Isolat Besittning Lianskod | Isolerat ar Kommentar

V1 A (0] 2005

V2 A (0] 2007

T413 B C 2006

T 551 infektionsforsok (6] 2006 isolerat 25 dagar efter infektion
T 551B | Infektionsforsok (6] 2006 isolerat 41 dagar efter infektion
T 603 C C 2006

T 657 C C 2006

T 2378 D (0] 2005

Bild 1. Buljongkultur av Treponema-isolat V1 i faskontrastmikroskop



Sekvensering av genen for 16S rRNA

Vi har sekvenserat ett fragment som nédstan motsvarar hela genen for 16S rRNA {or sju av de
atta isolaten. Alla isolaten hade identisk 16S rDNA-sekvens forutom att tva isolat (T 603 och
T657 fran beséttning C) hade tre likadana polymorfismer (133y, 794r och 1138y). Sekvensen
var ocksé identisk med sekvenser fran isolat fran Kalifornien (9-3301, 2-1498), lowa (1A, 3A,
4A, 5B) och Storbritannien (HW-2003) (se fylogenetiskt trdd, frdn poster presenterad i Italien
2006, nedan). Vi har deponerat sekvenserna i GenBank (Accessionsnummer DQ470655-56,
EF057411, EU375741-44). Den niarmast besldktade arten var T. phagedenis.

T. pallidum (AE000520)
DDKL-13 (Y08896)
T. vincentii (AF033310)
DDKL-3 (Y08893)
T. denticola’ (AF139203)
~T. phagedenis (M57739)
r DDKL -4 (Y08894)
1A (AF546873)
3A (AF546874)
4A (AF546875)
- 5B (AF546876)
V1 (DQ470655)
HW-2003 (AY242862)
9-3301 (AF546877)

2-1498 (AF546878)
AN T. maltophilum” (x87140)

T. lecithinolyticum™ (x87139)
T. brennaborense (Y16568)
T. bryantii " (M57737)
T. pectinovorum’ (M71237)
T. socranskii subsp. buccale’ (AF033305)
T. saccharophilum’ (M71238)

—B. pilosicoli (U14927)
 B. hyodysenteriae (U14930)

.10

Fylogenetiskt triad baserat pa distansmatrisanalys av 1239 positioner frdn 16S rDNA-sekvenser. Sekvenser for
Brachyspira hyodysenteriae och Brachyspira pilosicoli har anvénts som utgrupp. Skalstrecket motsvarar 10
substitutioner per 100 nukleotidpositioner. R6d text markerar isolat fran ndtkreatur.

PFGE

Det fanns inget protokoll for Treponema fran DD utan ett PFGE-protokoll utvecklat for
Campylobacter spp. modifierades. Flera parametrar fick dndras och testas innan banden blev
synliga. Resultatet blev enligt figur 1, dér tydliga band i1 lagom antal {6r jimforelse av kloner
gick att fa fram for sex av sju isolat. Ett ”bifynd” &r att protokollet senare har visat sig fungera
vél dven for Brachyspira hyodysenteriae som tidigare varit svar att analysera med PFGE.
Bandmonstret for V1 och T 551 var identiskt medan de andra varierade i olika grad.
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Figur 1. PFGE-monster for sju Treponema sp. isolat kluvna med Xbal. Prov 1, Lambda
Ladder PFG Marker (New England BioLabs); prov 2, V1; prov 3, T 413; prov 4, T 551; prov
5, T551B; prov 6, T 603; prov 7, T 657; prov 8, T 2378.

RAPD

I Ready-To-Go = RAPD kitet (GE Healthcare) finns sex olika primers som alla testades.
Endast primer 4 gav tydliga skillnader mellan isolaten (figur 2). Liksom f6r PFGE fick V1
och T 551 identiskt bandménster. Aven méonstren for T 603 och T 657 var lika varandra.

1 2 3 4 5 6 7 8

Figur 2. RAPD-bandmonster for sju Treponema-isolat amplifierade med Primer 4, Ready-To-
Go" RAPD kit (GE Healthcare). Prov 1, DNA Molecular Weight Marker VI (Roche Applied
Science); prov 2, V1; prov 3, T 413; prov 4, T 551; prov 5, T551B; prov 6, T 603; prov 7, T
657; prov 8, T 2378.



ISR2-PCR

For sju korda isolat var resultatet ett enda band motsvarande en storlek av ca 300 baspar.
Fragmentet for isolat V1 sekvenserades, var identiskt med sekvenser fran andra T.
phagedenis-beslaktade isolat och deponerades i GenBank (Accessionsnummer EU410484).

Kloning av ISR2-fragment fran vavnadsprover

Sekvenserna fran de klonade fragmenten visade att det fanns minst 2 fylotyper i besittning A
varav den ena &r identisk med den typen som vi har isolerat. Provet fran den upplédndska
beséttningen som vi inte kunnat isolera spiroketer fran innehdll minst tva fylotyper och dessa
har inte rapporterats som mdjliga att odla hittills.

Antibiotikaresistens

Upprepade test av ett isolat visade att metoden var stabil trots att inkuberingstiden varierade
pa grund av att tillvéxten av bakterierna varierade (tabell 2). Antibiotikaresistenstesterna
visade att de svenska isolaten inte var resistenta mot relevanta antibiotika (tabell 3).

Tabell 2. MIC for sex antibiotika for ett Treponema sp. isolat (V1) fran nio separata antibiotikaresistenstest.

Inkubering MIC (pg/ml)
(antal dagar) | Tiamulin Valnemulin Tylosin | Aivlosin Lincomycin Doxycyclin
8 0.5 0.125 <0.5 <0.25 >4 0.063
6 0.5 0.125 <0.5 <0.25 >4 0.031
9" 1 0.125 <0.5 <0.25 >4 0.063
7 0.5 0.125 <0.5 <0.25 >4 0.063
10 0.5 0.063 <0.5 <0.25 >4 0.063
4 0.5 0.063 <0.5 <0.25 >4 0.063
7 0.5 0.125 <0.5 <0.25 >4 0.063
7 0.5 0.125 <0.5 <0.25 >4 0.031
11 0.5 0.063 <0.5 <0.25 >4 0.063
5 0.5 0.125 <0.5 <0.25 >4 0.063
9 0.5 0.125 <0.5 <0.25 >4 0.063
* Samma test lastes av tva ganger med tre dagars intervall
Tabell 3. MIC for sex antibiotika for sju isolat av Treponema.
Isolat antal test MIC (pg/ml)
Tiamulin Valnemulin Tylosin Aivlosin Lincomycin | Doxycyklin
Vi 9 0.5-1 0.063-0.125 <0.5 <0.25 >4 0.031-0.063
T 413 5 0.5-1 0.125 <0.5 <0.25 4->4 0.063
T 551 4 0.25-0.5 0.063-0.125 <0.5 <0.25 >4 0.031-0.125
T 551B 3 0.5 0.125-0.25 <0.5 <0.25 >4 0.063
T 603 2 0.5-1 0.125-0.25 <0.5 <0.25 >4 0.125
T 657 3 0.5 0.063-0.125 <0.5 <0.25 >4 0.125-0.25
T 2378 5 0.25-0.5 0.125 <0.5 <0.25 >4 0.031-0.063




API-ZYM

Enzymprofilen (tabell 4) for isolaten i den hér studien stdmde i huvudsak dverens med andra
studier dar T. phagedenis-beslédktade spiroketer testats (Walker m.fl., 1995, Evans m.fl.,
2008).

Tabell 4. Enzymatisk profil (api® ZYM) for sju Treponema-isolat (S strong, W weak, - negativ).

Isolat Enzymaktivitet

112 3 415 6718191011 12|13 |14 (15|16 | 17|18 | 19
Vi SIWIWI!|-1| -1]-1]-1-1-18 g ~ S Twl - a S - -
T4 [SIwWIwl - - - - --Ts s -slsl--Tsi-1-
T551 SIWIw - - -1 - -Ts s -Tsiwli-l-Tsl-1-
TssBIS W I Wl Wi - TsTwl-Tsiwl-T- sl-1-
T3 [STwiwl -l - T-1-1-T-Tsiwl-Tsiwli-T-Isl-T-
Tes7 TSIWIW - - -1 - -Ts wl-TsIwl-l-Tsl-1-
T sTwiwli oo - Ts Twli-Ts wli-T-Tsi-1:

1 alkaliskt fosfatas; 2 C, esteras; 3 Cs esteraslipas; 4 C4 lipas; 5 leucinarylamidas; 6 valinarylamidas; 7 cystinarylamidas; 8 typsin; 9 a-
chymotrypsin; 10 surt fosfatas; 11 naftolfosfohydrolas; 12 o-galaktosidas; 13 B-galaktosidas; 14 B-glukuronidas ; 15 a-glukosidas; 16 -
glukosidas; 17 N-acetyl-B-glukosaminidas; 18 a-mannosidas; 19 a-fukosidas.

Infektionsforsok (pilotstudie)

Under véren 2006 utforde vi ett infektionsforsok som till storsta delen finansierades med
andra medel (delvis via fotbadsprojekt vid inst. for husdjurens miljo och hélsa och delvis fran
inst. for biomedicin och veterinir folkhilsovetenskap) forutom provtagning (serum, biopsier
och svabbar) odlingar och MPs resor mellan Uppsala och Skara som finansierades via det
aktuella SLF-anslaget. Inga typiska DD-lesioner utvecklades.

Diskussion

For att kunna behandla och forebygga DD och for att forhindra spridning av sjukdomen
behover de orsakande bakterierna identifieras. Vi har idag atta isolat av Treponema fran
svenska notkreatur med DD. Med hjélp av 16S rRNA sekvenser kan vi konstatera att alla
isolaten dr av samma art/fylotyp. Det dr ocksé denna fylotyp som &r mest vanligt
forkommande 1 DD-lesioner. Tvé andra fylotyper har odlats frdn kor i USA och
Storbritannien och ett drygt tiotal har identifierats genom molekyldrbiologiska metoder. De
rapporterade fylotyperna dr dven om de tillhdr samma genus av distinkt skilda arter. Det vill
sdga att forutom att det ar extremt svarodlade bakterier kompliceras bilden ytterligare av den
DD-associerade spiroketflorans diversitet.

Av olika orsaker har inte spiroketer kunnat isoleras fran alla prov t ex for lang tid mellan
provtagning och odling, provet har bara innehallit arter som inte véxer till i de medier vi testat
och stor andel andra bakterier i provet. Treponema spp. vixer ldngsamt och konkurreras latt ut
av den Ovriga floran.

Tva sa kallade fingerprinting-metoder (PFGE och RAPD) har i projektet anpassats for
Treponema och givit lovande resultat och dr potentiellt anvdndbara for molekylédrbiologisk
typning vid till exempel smittsparning. Isolat T 603 och T 657 kommer fran samma
besittning men frin olika kor. Bdde PFGE och RAPD-resultaten tyder pd att de 4r av samma
klon. Isolat V1 som anvindes vid infektionsforsdket och ett isolat fran en forsoksko 25 dagar
efter infektion (T 551) har identiska PFGE och RAPD-moénster vilket tyder pa att denna klon
atminstone lyckades kolonisera huden. Tyvirr visade det sig att denna ko redan hade med sig
“egna treponemor” vid forsokets start sé det gick inte att bedoma eventuella symtom.



Det finns flera tdnkbara orsaker till varfor inte infektionsforsoket gav anslag. For det forsta ar
det svart att lyckas med konstgjorda infektioner d&ven med kénda sjukdomsframkallande
bakterier som inte dr sa kénsliga som Treponema. Det som kanske énda &r troligast, bedomt
utifran den nya kunskap vi har idag om att det forekommer flera fylotyper av Treponema i
eksemen, &r att det krdvs mer én en fylotyp for att fa symtom. Med den odlingsmetod som
anvints i1 projektet har bara en art isolerats sa vi har inte haft mojligheten att infektera med
flera fylotyper.

Resultaten av ISR2-PCR korningarna och API-ZYM testen styrkte att vara isolat dr av en och
samma art. Kloning av ISR2-fragment frdn vivnadsprover kunde ocksa visa att det finns
andra fylotyper av Treponema hos svenska kor som vi inte kunnat isolera.

I lainder dir man har stora problem med kloveksem anvénds fotbad med antibiotika for
notkreaturen, vilka fungerar som “odlingar” for resistenta bakterier (fran jord och gddsel). I
Sverige anvénds tetracyklin (licenspreparat) som lokalbehandling for svéra fall och fotbad
med kopparsulfat pd beséttningsniva vilket inte heller r optimalt for miljon. Vi har modifierat
och utvérderat en antibiotikaresistensbestimningsmetod som tidigare utvecklats for
Brachyspira spp. Trots langa inkuberingstider och att det inte &r mojligt att rakna hur manga
levande bakterier som anvénts i inokulatet var resultaten stabila. De inkluderade
antibiotikasubstansernas stabilitet 1 det rika odlingsmediet testades med kontrollstammar och
visade sig vara tillfredséllande for den inkubationstiden som anvandes. Inget av isolaten var
resistenta mot de testade substanserna. Den minst aktiva substansen var lincomycin for vilken
MIC (minimal inhibitory concentration) oftast var utanfor det testade intervallet. Véixten
avtog dock 1 de hogsta koncentrationerna och MIC var 4 png/ml vid ett test indikerande ett
MIC av 4-8 ng/ml for alla isolaten. Lincomycin finns idag inte registrerat for anvindning i
Sverige men anvdnds mycket utomlands framforallt i Nordamerika.

Sammanfattningsvis har vi genom projektet for forsta gdngen isolerat Treponema fran
svenska kor med DD. Vi har faststillt att isolaten &r av en och samma fylotyp ndrmast
beslaktad med T. phagedenis som ocksa isolerats i andra lander och &r den mest vanligt
forekommande. Vi har ocksa visat att d&ven andra fylotyper forekommer i lesionerna. Tva
potentiellt anvdandbara molekyldrbiologiska metoder for smittsparning har anpassats for
isolaten och kénslighetstester visade ingen resistens mot antibiotika som kan tdnkas anvéndas
for behandling av DD.
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