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Ny metod for virulensbestamning av fotrotebakterier hos far (H1350161)

Bakgrund

Fotréta ar en smittsam klGvsjukdom hos far som orsakas av den langsamvéxande
fotrotebakterien Dichelobacter nodosus (Beveridge, 1941). Fotrota forekommer i de flesta
lammproducerande lander och ger upphov till bade djurlidande och ekonomiska forluster i
form av produktionsbortfall (Bennett and Hickford, 2011). | Sverige diagnosticerades fotrota
for forsta gangen ar 2004 och fem ar senare infordes ett frivilligt kontroll- och
saneringsprogram (Klévkontrollen) av Gard & Djurhalsan med syfte att sanera drabbade
beséttningar samt mojliggéra en sakrare livdjurshandel med fotrétecertifierade djur.
Klovkontrollen finansieras delvis av Jordbruksverket och baseras i dagslaget pa klinisk
diagnostik da bra laboratoriediagnostik saknats vilket har gjort det bade kostsamt och
resurskravande.

Fotréta kan upptrdda med varierande svarighetsgrad fran benign (mild) fotréta dar
inflammation av den interdigitala klévspalthuden (huden mellan klévarna) foreligger till
virulent (allvarlig) fotr6ta dar inflammationen gatt sa langt att kiovkapseln separerats fran den
underliggande vavnaden. Sjukdomens svarighetsgrad beror till storsta del pa den infekterande
D. nodosus-stammens virulens (Bennett and Hickford, 2011) men &ven av andra faktorer
sdsom farras och klimatforhallanden (Emery et al., 1984; Graham and Egerton, 1968; Wassink
et al., 2003). Den ekologiska djurhallningens storre krav pa utevistelse, speciellt vintertid, kan
leda till att faren blir extra mottagliga for fotrota. Den kénsliga huden mellan klévarna
forsvagas latt av ett upptrampat och lerigt underlag. Om en beséttning drabbas av sjukdomen
och behdver saneras (vanlig behandling ar fotbadning med zinksulfat och ev. antibiotika
behandling) kraver ekologisk produktion dessutom langre karenstider &n konventionell
produktion. Andelen far i ekologisk produktion ékar i Sverige och till och med ar 2011 hade
drygt 109 000 far stallts om fran konventionell djurhallning till ekologisk vilket motsvarar 37
% av det totala antalet far (kalla: Jordbruksverket). Det &ar av sarskild vikt att forhindra
spridning av fotrota for ekologisk produktion.

En snabb och enkel diagnostik som visar om en beséattning bar pa D. nodosus och som
dessutom ger en klassificering av bakteriens virulens vore mycket vérdefullt. Med en sadan
diagnostik skulle beséttningar som bar pa virulenta (aggressiva) D. nodosus men som for
tillfallet inte uppvisar tydliga kliniska symptom kunna skiljas fran besattningar som endast bar
pa benigna (godartade) D. nodosus. En tidig upptackt av besattningar med virulent fotréta kan
innebara att atgarder kan sattas in tidigt sa att djurhélsan inte behdver paverkas och att
smittspridning till andra besattningar som kan l6pa storre risk att utveckla allvarligare sjukdom
kan forhindras.

Det finns en snabb och séker metod for detektion av D. nodosus tillganglig pa Statens
Veterindrmedicinska Anstalt (SVA) i form av en real-tids PCR (Polymerase Chain Reaction)
som utvérderats tillsammans med andra veterindrinstitut i Norden tack vare ett tidigare projekt
(fotrota hos far H1050142) finansierat av Stiftelsen Lantbruksforskning (SLF) men den ger
tyvarr ingen information om bakteriens virulens (Frosth et al., 2012). En metod for
virulensbestdmning av D. nodosus som redan finns och som har anvants i Australien, England
och Norge ar gelatin gel test (Palmer, 1993). Gelatin gel test kréver dock att man forst odlat
fram bakterien vilket kan vara bade dyrt och arbetskravande. Dessutom kan testet vara svart
att lasa av. En genotypisk metod (PCR) som inte kraver odling skulle vara ett béattre alternativ
for virulensbestamning. En kandidatgen for ett sadant test skulle kunna vara aprV2/B2 som
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kodar for ett extracellulart proteas (enzym som kan bryta ner proteiner i vavnader) hos
D. nodosus och som man har visat ar associerat med virulens (Kennan et al., 2010).

Syftet med projektet var att ta fram ett test som snabbt och kostnadseffektivt kan identifiera
eventuella besattningar som bar pa virulenta stammar av D. nodosus och som kan anvandas
som ett diagnostiskt redskap i det pagaende kontrollprogrammet mot fotréta. Testet skulle bli
speciellt vardefullt for att sékerstalla att det inte ror sig om virulent fotrota i besattningar dar
kliniken &r osaker. Projektet har utgjort en del i Sara Frosth:s doktorandprojekt vars
malsattning ar att oka kunskaperna om fotrota i svenska farbesattningar och att forbattra
diagnostiken.

Material och metoder

Delstudie 1: Utveckling och utvardering av test for virulensbestamning av D. nodosus

En real-tids PCR for D. nodosus aprV2/B2 genen designades med hjalp av mjukvaran Primer
Express och testades initialt pa typstammen for D. nodosus CCUG (Culture Collection,
University of Goteborg) 27824T. Yiterligare tva referensstammar koptes in fran en annan
referenskollektion (ATCC) 31545 resp. 27521 for att anvandas i utprovningen. Reagenser
(mastermixar) fran olika tillverkare testades for att optimera PCR: en. Detektionsgrans och
amplifieringseffektivitet bestdmdes for aprV2 respektive aprB2 genom seriespadningar av
CCUG 27824T resp. AN484/05 (SVA: s stamkollektion).

Specificiteten utvarderades genom att sparade D. nodosus isolat samt D. nodosus positiva
svabbprover (100 st) fran tidigare studier och diagnostiken analyserades med den utvecklade
PCR: en samt sekvenserades for verifiering (inklusivitet). Ett flertal olika
sekvenseringsprimrar fick tas fram for andamalet och samma mjukvara som ovan anvandes.
Yiterligare etthundra prover bestdende av isolat fran andra bakteriearter/svampar och
D. nodosus negativa svabbprover analyserades med aprV2/B2-PCR: en for att se att den inte
korsreagerade med andra bakteriearter eller ndgon komponent av svabbprovet (exklusivitet).

Den framtagna PCR: en provades aven ut pd 474 sparade kliniska prover (e-svabbar) dar
D. nodosus pavisats med PCR sedan tidigare (Frosth et al., 2015). Dessutom analyserades 277
kliniska prover (241 biopsier resp. 36 e-svabbar) fran engelska far som provtagits och bedémts
kliniskt i samband med slakt (har ingick bade friska djur som djur med olika grad av fotrta).

En jamforelse mellan aprv2/B2 PCR metoden som utvecklats i detta projekt och en snarlik
metod som publicerats under projektets gang (Stauble et al., 2014a) genomférdes med
avseende pa specificitet (teoretisk), detektionsgrans, amplifieringseffektivitet samt tidsatgang
i utforandet.

Delstudie 2: Utvardering poolning av prover kontra individuella prover

Ett pilotforsok genomfordes forst for att utvardera om man kunde anvénda en och samma svabb
for bade poolningen samt den individuella analysen i stéllet for tva olika fran samma djur som
forst tankts. Vid upprepade svabbningar pa samma stélle kan mangden bakterier vara betydligt
farre i den andra omgangen och att anvanda samma svabb for bada analyserna skulle darmed
kunna ge ett mer jamforbart resultat. Det visade sig att det gick bra att anvanda en och samma
svabb (en sa kallas e-svabb) till bada analyserna och efter att svabben skakats i fem minuter
togs hélften av vatskan (400 ul) till den individuella analysen och resterande halften till den
poolade analysen med fem prover. En fordel med att bara ta hélften av svabbvétskan &r att man
har material kvar att ga tillbaka till om man vill kunna dela upp poolen igen.
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Efter pilotforsoket provtogs totalt 250 djur fran 19 farbeséttningar av Gard & Djurhalsan i
samband med Kl6vkontrollens besattningsgenomgangar hosten 2014. Proverna togs med e-
svabb i klovspalten. Urvalet baserade sig pa kliniska fynd — det var dnskvart att merparten av
besattningarna inte skulle ha kliniska symptom pa fotrota och endast att en handfull skulle ha
kliniska symptom. Detta pa grund av att vi ville att varje pool skulle innehalla prover fran fem
djur varav fyra skulle vara negativa for D. nodosus och bara ett positivt for D. nodosus. Samtliga
250 prover analyserades forst individuellt med D. nodosus 16S real-tids PCR: en som finns
beskriven av Frosth et al. (2015) samt aprV2/B2 real-tids PCR: en som tagits fram detta projekt
(delstudie 1) och som ocksa finns beskriven i samma publikation. Baserat pa resultaten fran
dessa tva analyser poolades proverna sedan fem och fem sa att varje pool utgjordes av fyra
D. nodosus negativa prover samt ett D. nodosus positivt prov och sedan analyserades proverna
pa samma satt igen och resultaten jamfordes. Totalt analyserades 41 pooler enligt ovanstaende
upplagg samt 3 pooler dar samtliga fem ingaende prover var positiva for D. nodosus i den
individuella analysen.

Resultat

Delstudie 1: Utveckling och utvardering av test for virulensbestamning av D. nodosus

Den utvecklade aprV2/B2 PCR: en visade pa 100 % specificitet. Samtliga 100 st D. nodosus
isolat och D. nodosus positiva svabbar (84 benigna resp. 16 virulenta) detekterades och
identifierades korrekt vid jamforelse med sekvenseringsresultatet. Inga falskt positiva prover
kunde pavisas vid exklusivitetstestningen. Detektionsgransen bestamdes till 4 fg DNA vilket
motsvaras av ungefar 3 bakterier per PCR reaktion. Amplifieringseffektiviteten dvs. hur
effektivt malgenen kopieras i varje steg i PCR: en var mycket god (94 %). Vid jamforelse med
metoden av Stauble et al. (2014a) sags ingen skillnad i detektionsniva och skillnaden i
effektivitet var mycket liten (94 % jamfort med deras knappt 90 %). Daremot finns det
D. nodosus isolat med en nukleotidskillnad rapporterat jamfort med deras design av ena
primern vilket skulle kunna innebéra specificitetsproblem (Kennan et al., 2014). Nar det géller
sjalva utférandet tog deras PCR metod dubbelt sa lang att utfora jamfort med var (2 h istallet
for 1 h).

Av de 474 D. nodosus positiva kliniska proverna (svabbar) fungerade 98,7 % (468 st) att
analyseras med aprV2/B2 PCR: en (421 benigna resp. 47 virulenta). Endast for 6 prover (1,3 %)
erhdlls inget resultat och dessa prover innehdll samtliga véldigt liten méngd D. nodosus
bakterier enligt det tidigare 16S PCR resultatet. Av de 277 englandsproverna var 70 % positiva
for D. nodosus aprV2/B2 generna och av dessa var 83,6 % virulenta, 4,6 % benigna och 11,8 %
innehdll bade virulenta och benigna D. nodosus.

Delstudie 2: Utvardering poolning av prover kontra individuella prover

Av totalt 19 provtagna besattningar bedomdes 6 ha kliniska symptom pa fotréta (grad 2 eller
mer enligt graderingssystemet beskrivet av Stewart and Claxton (1993)). For en beséttningar
saknades uppgift om klinik och dvriga 12 besattningar bedomdes inte ha kliniska symptom pa
fotrota (grad <2). D. nodosus pavisades i totalt 9 beséttningar (samtliga 6 med klinik, den utan
uppgift om klinik samt i 2 beséttningar utan klinik). Samtliga prover som var positiva for
D. nodosus med 16S PCR: en var ocksa positiva i aprV2/B2 PCR: en och samtliga var av
benign variant.
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Samtliga 41 pooler dar endast ett D. nodosus positivt prov av varierande niva (hég, medel resp.
lag mangd D. nodosus bakterier) ingick var positiva for bada PCR: erna. Vid jamforelse med
de individuella resultaten kunde endast en forsumbar skillnad i kanslighet pavisas. Hur dessa
pooler fordelade sig pa dessa tre olika nivaer kan ses i tabellen nedan:

D. nodosus mangd baserat | Antal pooler
pa individuellt PCR resultat

rm—\
g 0 10
Totalt: 41|

Samtliga tre pooler som innehdll fem D. nodosus positiva prover vardera gav ocksa positivt
resultat for bada PCR: erna. Aven har var det ingen storre skillnad i kénslighet att kora
individuellt eller poolat.

Diskussion

En real-tids PCR for virulensbestdamning av D. nodosus har utvecklats och utvérderats inom
detta projekt. Den framtagna PCR metoden ar kénslig, specifik och snabb att genomfora och
kraver dessutom inte odling innan analys. PCR metoden baseras pa ett av tre extracellulara
proteaser hos D. nodosus som identifierats som viktiga for virulens. Att vi valde att inte utveckla
PCR metoder for de andra tva som foreslogs i ansokan beror pa att ny forskning visat pa att
detta proteas (AprV2/B2) ar den mest tillforlitliga indikatorn for virulens (Kennan et al., 2014;
Stauble et al., 2014b). En extra satsning gjordes i stéllet for att fa tag pa fler virulenta D. nodosus
att utvardera PCR: en pa da det visade sig att de flesta kliniska prover och D. nodosus isolat
som vi har sparade ar benigna. Inga av vara kliniska prover visade sig heller vara
dubbelinfekterade (bade virulent och benign variant av D. nodosus i samma prov) vilket har
rapporterats fran andra lander och detta &r ocksa nagot som skulle vara 6nskvart att testa pa
PCR: en. Tack vare detta projekt fick vi mojlighet att knyta kontakt med forskare vid
Nottinghams Universitet och vi fick darigenom tillgang till ett storre antal kliniska prover med
virulenta D. nodosus samt &ven dubbelinfekterade prover. Vi fick d&ven mojlighet att utvérdera
var PCR pa en annan typ av kliniskt material (biopsier) &n vad vi tidigare gjort vilket har varit
mycket vardefullt. Inom detta samarbete haller vi dven pa att jamfora forekomst av D. nodosus,
Fusobacterium necrophorum och Treponema spp. mellan svabbar och biopsier samt undersoker
om det finns ndgot samband mellan forekomst av dessa bakterier och immunsvar hos vérden
vilket kan ses som en fortsattning pa SLF-projektet fotréta hos far (H1050142).

Nar en snarlik PCR metod publicerades under projektets gang (Stauble et al., 2014a) valde vi
att jamfora den metoden med den som vi precis tagit fram men da det visade sig att deras design
av sjalva testet skulle kunna innebéra specificitetsproblem valde vi att ga vidare med var. Deras
metod tog dessutom dubbelt sa lang tid att utféra. | 6vrigt uppvisade bada metoderna samma
detektionsniva och likartad amplifieringseffektivitet och det ar en styrka att fler valt samma gen
att basera sin virulensbestamningsmetod pa. Poolning av svabbprover, fem och fem, innan
analys visade sig fungera valdigt bra och till férsumbar skillnad i k&nslighet jamfort med om
man korde proverna individuellt.
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Slutsatser (gallande nytta med rad till naringen)

En kanslig, specifik och snabb metod for virulensbestdmning av D. nodosus har tagits fram
inom detta projekt vilket tidigare saknats. Testet kan pavisa samt skilja mellan benigna
(godartade) respektive virulenta (aggressiva) stammar av D. nodosus och kréver inte att
bakterien odlas fram innan analys utan kan anvandas direkt pa kliniska prover. Det &r aven
mojligt att analysera prover fran fem olika djur tillsammans pa en och samma gang (poolning)
med fortsatt god kanslighet vilket kan minska framtida analyskostnader. Med detta nya test kan
tidiga fall av virulent fotrota effektivt upptackas och djurlidande forhindras. Testet kan anvéndas
som ett diagnostiskt redskap i det pagaende kontrollprogrammet mot fotrota (Klovkontrollen)
och bli speciellt vardefullt i besattningar med oséker klinik.

Resultatformedling till naringen
e Information om projektet pa SVA:s webbsida bland aktuella forskningsprojekt:
http://www.sva.se/forskning-och-utveckling/aktuella-forskningsprojekt/ny-metod-for-
virulensbestamning-av-fotrotebakterier-hos-far

e Information om projektet i Svenska Djurhalsovardens (numera Gard & Djurhélsan)
medlemstidning Djurhélsonytt nr. 2 2014 med titel ”Aktuell forskning om fotréta”.

En sammanfattning av resultaten planeras att publiceras i tidningen Farskotsel under hosten
2015 dessutom sa kommer SVA:s webbsida att uppdateras med de nya resultaten.

Sammanfattning

Fotréta ar en smittsam klévsjukdom hos far som orsakas av bakterien D. nodosus. Sjukdomen
kan upptrada med varierande svarighetsgrad som till stor del beror pa virulensegenskaper hos
den infekterande bakteriestammen. En metod for virulensbestdmning av D. nodosus har inte
tidigare funnits tillganglig i Sverige. Syftet med projektet var att utveckla ett test som kan
identifiera eventuella besattningar som bér pa virulenta stammar av D. nodosus och som kan
anvandas som ett diagnostiskt redskap i det pagaende kontrollprogrammet mot fotrota. En real-
tids PCR baserad pa en kand virulensgen hos D. nodosus utvecklades som var kanslig, specifik
och gick snabbt att utfora. Metoden kréavde dessutom inte att bakterien odlades fram innan
analys. Ett annat mal var att utvardera om flera prover kunde analyseras tillsammans pa en och
samma gang dvs. poolas for att minska framtida analyskostnader. Denna studie visade att prover
kunde poolas fem och fem innan analys med bibehallen kanslighet.

Summary

Footrot is a contagious disease of sheep which is caused by the bacterium D. nodosus. The
disease can occur with varying severity which largely depends on the virulence of the infecting
bacterial strain. A method for virulence determination of D. nodosus has not previously been
available in Sweden. The aim of the project was to develop a test that can identify potential
flocks carrying virulent strains of D. nodosus and which can be used as a diagnostic tool in the
ongoing control program against footrot. A real-time PCR based on a known virulence gene of
D. nodosus was developed which was sensitive, specific, and went quickly to perform. The
method did not require culturing of the bacterium prior to analysis which is a big advantage.
Another objective was to evaluate if multiple samples could be analyzed together at the same
time i.e. pooled to reduce future analysis costs. This study showed that samples could be pooled
five and five prior to analysis with maintained sensitivity.
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Populérvetenskaplig redovisning
Ny metod for virulensbestamning av fotrotebakterier hos far (H1350161)

Bakgrund och syfte

Fotrota ar en smittsam klévsjukdom hos far som orsakas av bakterien Dichelobacter nodosus.
Sjukdomen forekommer i de flesta lammproducerande lander och ger upphov till bade
djurlidande och ekonomiska forluster. Fotréta kan upptrada med varierande svarighetsgrad som
till stor del beror pa virulensegenskaper hos den infekterande bakteriestammen. En snabb och
séker metod for virulensbestdamning av D. nodosus har inte tidigare funnits tillganglig i Sverige.
Malet med projektet var att ta fram ett test som snabbt och kostnadseffektivt kan identifiera
eventuella besattningar som bar pa virulenta stammar av D. nodosus och som kan anvéandas
som ett diagnostiskt redskap i det pagaende kontrollprogrammet mot fotrota (KIGvkontrollen).

Resultat

Ett test for virulensbestamning av D. nodosus som kunde pavisa samt skilja mellan benigna
(godartade) respektive virulenta (aggressiva) stammar utvecklades i detta projekt. Testet kréavde
inte att bakterien odlades fram innan analys utan kunde anvéandas direkt pa kliniska prover
sdsom svabbar och biopsier. Det framtagna testet hade hdg specificitet, kanslighet och gick
snabbt att utféra. Det var dven majligt att analysera prover fran fem olika djur tillsammans pa
en och samma gang (poolning) med fortsatt god kanslighet. Testet hade god kénslighet vid
jamforelse med ett liknande test och gick nagot snabbare att utfora.

Metod

Ett test for virulensbestdamning av D. nodosus i form av en real-tids PCR (Polymerase Chain
Reaction) designades med hjalp av en mjukvara avsedd for andamalet (Primer Express). For
att utvardera det framtagna testet anvandes bade referensstammar fran olika bakteriearter
inklusive D. nodosus saval som kliniska prover. For att undersoka om flera prover kunde
analyseras tillsammans pa en och samma gang dvs. poolas togs 250 nya prover fran 19
farbesattningar som dels analyserades individuellt och dels poolades fem och fem. Det ny
framtagna testet jamfordes dven med ett liknande test som publicerats under projektets gang
med avseende pa bland annat kanslighet och snabbhet.

Ekonomisk redovisning, Se bilaga 1.
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