Slutrapport

Smagnagare som vektorer for sjukdomsframkallande
mikroorganismer till husdjur

Bakgrund

Malsittning

Avsikten med projektet var att utvéirdera riskerna som smagnagare utgor for spridning med
sjukdomsframkallande mikroorganismer i och till animalieproducerande besittningar, i forsta
hand gris- och fjdderfibesittningar, samt direkt eller indirekt via husdjur/livsmedel till
minniskor. En viktig del i projektet var att bygga upp en vivnads- och provbank av material
(blod, vdvnader, DNA fran tarminnehall) fran smagnagare fangade i olika milj6er, som kan
anvindas for kartldggning av en lang rad andra sjukdomar. I projektet ingick fran borjan:

I) att beskriva vilka djurarter av smagnagare som permanent eller tillfzlligt vistas i gris- och
fjaderfastallar

II) att beskriva deras rérelsemonster och revir inom djurstallarna och forflyttning till och fran
omgivningen

IIT) Att beskriva resistensgener mot rattgift (warfarinpreparat) hos smagnagare i gris- och
fjaderfastallar

IV) att leta efter ett urval av potentiellt patogena mikroorganismer hos smagnagare i
djurstallar och i urbana miljoer

V) att 1 djurbesittningar med infektionsproblem jdmfora smittdimnen hos grisar och fjaderfa
med smittimnen pavisade hos smagnagare infangade i dessa djurs narmiljo.

Projektet har samfinansierats av Formas, SLF och SLU, dir SLF:s del specifikt har gillt
delstudierna II, III och en del av delstudie IV. Fran borjan avsags att Formas och SLU skulle
sta for hela finansieringen men da endast 2,0 av 2,9 milj SEK av dskade medel beviljades fran
Formas, soktes och beviljades tilliggsmedel fran SLF, vilket gjorde att projektet ett ar
forsenat kunde paborjas och slutforas. I en separat studie som ror tre parasiter har Ivar och
Elsa Sandbergs stiftelse betalat analyserna. Att helt skilja finansiérernas roll at i de olika
delprojekten &r inte mojligt eftersom, som exempel, samma DNA preparationer har kunnat
utnyttjas for flera delprojekt.

Hypotes
Vilda smagnagare sprider smittor som orsakar sjukdomar i gris- och fjdderfabesittningar och
hos ménniskor.

Smagnagare har alltid utgjort en risk for djur och minniskor avseende smittsamma sjukdomar.
Som exempel kan anges pestbacillen som dverfors till manniskan fran rattor via loppor och
som pa 1300-talet sannolikt var orsaken till att 25 miljoner ménniskor i Europa avled.
Fortfarande sa utgor vilda smagnagare och faglar ett potentiellt hot mot produktionsdjurs och
ménniskors hélsa. Det som gjort att riskerna for smittoverforing har 6kat snarare dn minskat



under senare ar dr ett okat intresse for ekologisk produktion och 6ppna, extensiva
produktionssystem, liksom en fordndrad sophantering som bl. a. innebir 6kad kompostering
och anldggandet av sa kallade miljostationer (6kat kretsloppstidnkande). Kunskaperna om
vilka arter av smagnagare som vistas i djurstallar och om vilka smittimnen som finns hos
vilda smagnagare i olika miljoer i Sverige och utomlands 4r begrinsad.

For att forsta epidemiologin bakom potentiell smittspridning genom smagnagare ir det viktigt
att veta omfattningen och utbredningen av deras revir och i vilken man de ror sig inom och
utanfor revirgrianserna, samt om de vistas i grisboxarna samtidigt som det finns grisar dir. En
okad forstaelse av dessa faktorer 6kar mojligheterna att begransa smittspridning till och inom
djurstallar samt mojliggor en effektivare bekdmpning av skadedjur. Pa senare ar finns ocksa
misstanke om att genetiskt betingad resistens mot de vanligaste forekommande rattgifterna
uppstatt. I utlindska studier finns sadana resistensgener beskrivna. Det dr ocksa viktigt att
studera rattornas dygnsrytm och deras preferens for olika fododmnen for att kunna optimera
bekdmpningen.

Alla forsok som beskrivs hir skedde med tillstand fran Forsoksdjursetiska nimnden och fran
Naturvardsverket. Av nedanstaende beskrivna delprojekt sa har SLF finansierat delstudie IT
och IIT (tillsammans med SLLU) samt delar av delstudierna IV och V.

Delstudie I. Beskrivning av vilka arter av smagnagare som permanent eller tillfalligt
vistas i gris- och fjaderfastallar.

Material och metoder:

Totalt infangades 209 smagnagare i gris- och fjaderfiabesittningar, stadsmiljoer, i ett
reningsverk och i andra urbana miljoer. I sex gris- och tva virphonsbesittningar fangades
vardera > 10 st smagnagare in. Smagnagarna infangades via slagfillor eller transporterades
levande in till Avdelningen for patologi, SVA, och avlivades dir i godkénd avlivningsapparat,
varefter djuren obducerades och prover uttogs for anviandning i Delstudie I och for att inga i
en vivnads- och DNA-bank. Fran samtliga djur finns f6ljande organ separat sparade (antingen
nedfryst i -70 °C och/eller 1 formalin): tjocktarm, ileum, faeces, mjilte, njure, lever, lunga,
hjdrna, lymfknutor.

Resultat och diskussion

Husmus, mus musculus (n=129) och brunratta, rattus norwegicus (n=60) var de vanligaste
arterna av smagnagare som infangades, medan storre skogsmus (n=19) var ett mindre vanligt
fynd, tillsammans med ett mer anekdotiskt infangande av en vattensork.

Fordelningen mellan de olika arterna reflekterar inte nddviandigtvis den sanna fordelningen
utan aterspeglar kanske bara att husmoss édr mer littfangade dn Gvriga arter av smagnagare.

Delstudie II. Beskriva dessa vektorers rorelsemonster och revir inom djurstallarna och
forflyttning till och fran omgivningen

Material och metoder

Studien genomfordes under hosten 2007 1 en slaktsvinsbeséttning 1 Uppland som under ldngre
tid haft stora problem med rattor.

Tre rattor infangades och forsags med radiosidndare applicerad i ett halsband for att studera
deras revir och rorelsemonster. Utifran resultaten applicerades tva IR videokameror ldngs med
ett utrymme som frekvent anvindes av rattorna. Inom kamerornas rickvid sattes burfillor ut
(ej apterade) som med jaimna mellanrum forsags med jordndtssmor, kaviar, vaxblock med
valnotsolja (vaniljsmak) samt grisfoder med valnotsolja. Som kontrollbete anvédndes enbart
grisfoder. Djuren videofilmades i realtid dygnet om under en period av 8 dagar (2 x 24 timmar




per betestyp med byte mellan féllorna efter forsta dygnet). Innan forsokets paborjades hade
rattorna tillvants till jordn6tssmor under en period av ca 6 manader. For att tillvdnja rattorna
till fallornas placering sattes de ut fem dygn innan forsokets borjan.

Resultat och diskussion
Tva av de tre av rattorna med radiosidndare kunde f6ljas under mer dn 24 timmar.
Den enskilda réttans revir bestimdes till ca 500 m”.
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Figure 1: Bait preference results estimated as total time (sec) spent by rats at each bait station.
PF-Pig feed; PN- Peanut butter; CA- Caviar, BW- wax bait + walnut oil; PFW- Pig feed +
walnut oil.

Figur 2.Placering av utfodringsstationerna

Figur 1 visar att grisarna i alla undersokta situationer foredrog grisfoder framfor nagot av
testfodren. Detta visat pa svarigheten att locka rattor till féllor i en miljé med 6verskott och
variation av potentiella fododmnen for rattor. Idealt bor dérfor féllor betas med sadana
fododmnen som rattorna dr vana med.
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Figure 3: Chart showing the 24 hour feeding activity pattern of rats estimated over 8 days.

Studierna over aktivitetsnivaerna visar att rattor &r som mest aktiva under perioden fran
midnatt fram till ca kl. 05 00 och som minst aktiva mellan 07 00 till ca kl. 18 00.

Delprojekt II1. Att beskriva resistensgener mot rattgifter hos svenska smagnagare

Material och metoder

I bekdmpningsprogram mot smagnagare forekommer allt fler uppgifter om utveckling av
resistens mot rattgifter, i Sverige speciellt noterat i fjaderfaanlaggningar. Resistens mot
framfor allt warfarinpreparat finns dokumenterad fran manga liander. Den genetiska
bakgrunden till resistens (mutationer 1 VKORC1-genen som kodar for vitamin K oxid
reduktas) mot dessa preparat har nyligen beskrivits. I delprojekt III avsags att undersoka om
de mutationer som beskrivits ocksa giller for svenska forhallanden. Detta gjordes genom att
applicera befintliga PCR-system baserade pa VKORC1-genen och applicera dessa pa DNA
fran rattor fangade i en svensk grisbesittning med stor och langvarig anviandning av rattgifter.

Tjugo mjéltar fran rattor infangade i besittningen dir delstudie 3 utfoérdes, analyserades vid
Skadedjurslaboratoriet i Képenhamn

Resultat och diskussion

Inga av de mutationer som tidigare pavisats bl. a. i Danmark och Tyskland, kunde pavisas i
den hir undersokningen. Det gick alltsa inte att styrka att resistens mot warfarinpreparat fanns
hos rattorna i den undersokta beséttningen, trots en lang tids intensiv anvindning av
preparaten.

Denna undersokning blev endast utford som en pilotstudie, pa grund av att oklarheter uppstod
nir det gillde tolkningen av resultaten. For att sdkert kunna faststidlla om resistens foreligger
har det visat sig att man fortfarande dessutom maste utfora sa kallade BCR (Blood Clotting
Response) tester som innebir att man exponerar rattor for stigande mangder av rattgift.
Sadana tester &dr av djurskyddsskil svara att genomfora i Sverige.




Delstudie IV. Att leta efter ett urval av smittimnen hos smagnagare

Material och metoder

I samband med obduktion uttogs fran samtliga smagnagare blod samt prov fran tarm och
andra vivnader. Mikroorganismerna pavisades med traditionella metoder, vanligen genom
odling/biokemisk typning (Brachyspira spp., Yersinia spp., Campylobacter spp., serologi
(toxoplasmos) och/eller PCR (Brachyspira spp., Leptospira spp., Yersinia spp. Lawsonia
intracellularis, encephalomyocarditvirus) pa vivnad eller renkulturer. Fran samtliga
tarmprover fran gnagare extraherades DNA for direkt PCR-analys avseende Lawsonia
intracellularis som inte gar att odla pa vanliga odlingssubstrat, samt realtids-PCR analys
avseende patogena Yersinia enterocolitica och Yersinia pseudotuberculosis. Fran tarmprover
analyserades dven forekomst av Giardia spp. Fran njurvivnad extraherades DNA for PCR
analys av Leptospira spp. och hjartvdvnad har anvints till extraktion av RNA for RT-PCR av
encephalomyocarditvirus. DNA-proverna har sparats och kan senare anvéindas for diagnostik
av andra bakterier 4n de ovan upprédknade. I vissa fall har genotypning med i forsta hand
sekvensering av 16S rRNA-gener, pulsfiltsgelelektrofores (PFGE) och random amplified
polymorphic DNA (RAPD) anvints. Toxoplasma gondii infektion pavisades med hjilp av
serologi. Trichinella spiralis analyserades i muskelvivnad med digestionsmetoden enligt
beskrivningen i EU-forordningen SANCO/2537/2005.

Resultat och diskussion

Brachyspira spp. (B. hyodysenteriae, B. pilosicoli, B. intermedia, B. aalborgi)

Bakterierna i detta genus &r tarmspiroketer som orsakar nagra av de vanligaste
diarrésjukdomarna hos gris. De dr ocksa pavisade som orsak till magtarmsjukdom hos fjaderfa
och hund. Brachyspira spp. pavisas dessutom ofta hos minniskor, framfor allt hos individer
med nedsatt immunforsvar (B. pilosicoli). Eftersom smagnagare har samma kroppstemperatur
som ménniskor utgor dessa en misstiankt vektor for infektion till médnniskor med B. aalborgi.

Totalt undersoktes 209 gnagare pa forekomsten av Brachyspira spp. Attiofem % av rattorna
och 32 % av husmossen visade sig vara infekterade. Fenotypning av isolaten visade att
gnagarna hirbérgerar alla kiinda biokemiska fenotyper (grupp 1, II, Illa, IIlbc och IV). Vidare
karaktérisering med sex olika speciesspecifika PCR metoder och sekvensering av speciellt
intressanta isolat konfirmerade att gnagarna kan béra pa samma brachyspira som man
vanligen hittar hos savél gris som hons, inkluderande viktiga tarmpatogener som B.
hyodysenteriae och B. pilosicoli. Férrutom de kinda arterna upptécktes tre nya genetiska
varianter av Brachyspira, som tidigare inte finns beskrivna i litteraturen. Den forsta varianten
kan misstas for B. pilosicoli om enbart PCR anvinds som diagnostisk metod, och har fatt det
provisoriska namnet B. rattus, eftersom den enbart hittats hos ratta i denna studie. Den tva
andra varianterna, av oss beskrivna som B. muridarum resp. B. muris , skiljer sig fran 6vriga
Brachyspira-arter fenotypiskt och genom att de endast kan odlas vid 37° grader. Det &r dnnu
okédnt om de nya genetiska varianterna dr patogena, samt om de finns hos andra vérdar.
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Figure 4. Evolutionary tree based on sequence analysis of the 16S rRNA gene, constructed by
neighbour-joining from a distance matrix comprising 1452 nucleotide positions. Strain
designations of rodent isolates are shown in red. Brachyspira aalborgi strains 513A" and W1
were used as outgroups but are not shown in the figure. The length of the scale bar represents
the distance equivalent to one substitution per 100 nucleotide positions (Backhans et al.,
2010).

Yersinia spp. (Y. enterocolitica, Y. pseudotuberculosis)

Yersinios ar den tredje mest frekvent rapporterade zoonosen i Europa. Den orsakar
gastroenterit men dven akut lymfadenit, septikemi, och sequelae som artrit och erytema
nodosum. De flesta fallen orsakas av Y. enterocolitica; flaskkott anses vara killan eftersom
gris utgor en reservoir, men hos detta djurslag ses endast lindriga eller inga symptom pa
sjukdom. Yersinia pseudotuberculosis orsakar en del av yersiniosfallen. Aven den ir en
livsmedelspatogen hos gris, men anses vara mer av en miljosmitta, med fynd i savil
vattendrag som vilda faglar och gnagare, som misstidnks utgora reservoirer.

Totalt undersoktes i var studie 190 gnagare med avseende pa patogena Yersinia
enterocolitica, dels genom konventionell odling, dels genom realtids-PCR. Dessutom
applicerades en realtids-PCR for detektion av Yersinia pseudotuberculosis pa materialet. Fran
tre gardar, diar gnagare infangats, provtogs dven grisar for undersokning av Yersinia



enterocolitica. Undersokningen visade att 4.7 % (9/190) av gnagarna var positiva, att jamfora
med 18 % (11/60) av grisarna. Endast gnagare fran gardar med positiva grisar var infekterade
med Yersinia enterocolitica. Fem isolat fran gnagare erhélls, som bioserotypades och visade
sig vara Y. enterocolitica bioserotype 4/0:3, den vanligaste patogena bioserotypen. Yersinia
pseudotuberculosis hittades i ett prov fran en gnagare.

Vancomycinresistenta (VRE) enterokocker
Dessa analyser har utgatt ur studien pa grund av tekniska problem (for liten méngd
provmaterial/djur)

Campylobacter spp.

Campylobacter utgor en av de vanligaste orsakerna till diarrésjukdom hos ménniskor, och ar
den vanligaste rapporterade zoonosen inom Europa. Den dr framforallt en livsmedelssmitta
och djur fungerar vanligen som birare av infektionen. Gris men framforallt kyckling bar ofta
pa campylobacter.

I studien undersoktes samtliga gnagare pa Campylobacter spp. genom konventionell odling pa
tva olika medier. Resultatet visade att 8 gnagare bar pa Campylobacter jejuni, den
campylobacterart som orsakar flest sjukdomsfall hos méanniska. Storre skogsmus var
infekterad i hogre grad én andra gnagararter, och de positiva djuren var vanligen infangade i
fjaderfabesattningar. Campylobacter spp. hittades i ytterligare 22 gnagare, och dessa kommer
att undersokas nidrmare med PCR diagnostik.

Lawsonia intracellularis

Motiv: Den intracellulédrt levande bakterien Lawsonia intracellularis dr en av de vanligaste
orsakerna till diarré hos gris. Bakterien orsakar diarrésjukdom hos hamster och den har
pavisats hos primater, och smagnagare utgor diarfor en potentiell smittorisk, kanske ocksa for
ménniskor, dven om bakterien aldrig pavisats hos homo sapiens. Hur grisbesittningar smittas
ar oklart men smagnagare och vilda faglar har foreslagits som smittkallor.

Totalt undersoktes 186 gnagare med avseende pa Lawsonia intracellularis med PCR-
diagnostik. Av dessa var nio gnagare positiva, huvudsakligen infangade i tva olika
grisbesittningar. Endast gnagare fangade i grisbesittningar var positiva, resultat som
motsédger andra studier ddr man har funnit att vilda gnagare fangade i naturen i hog grad var
infekterade. Vid dessa studier har dock en annan PCR metod anvénts didr man kan missténka
ett morkertal av falska positiva prover. Ett forsok till samarbete med en amerikansk
forskningsgrupp har inletts for att vidare undersoka de positiva proverna med en annan
molekylédrbiologisk teknik, VNTR, som eventuellt kan anvidndas for att sarskilja Lawsonia
intracellularis fran gris respektive andra djurslag, exempelvis hést.

Leptospira spp.

Leptospiros édr en zoonos som framforallt utgor ett problem i tropiskt klimat men smittan finns
dven i tempererade zoner. Smagnagare dr en kiand reservoar for leptospiros och kan som
symtomfria birare av bakterien sprida smitta till andra ddggdjur, som da kan fa kliniska
symtom. Dess betydelse som zoonos i Sverige &r liten, med ett fatal fall varje ar hos
minniska, varav de flesta dr smittade utomlands. Hos gris kan Leptospira-arter orsaka
reproduktionsstorningar med hog frekvens oml6pning, farre antal grisar per kull och enstaka
aborter. Serologiska undersokningar har utforts pa gris vid ett antal tillfdllen med 20-34 %
positiva djur uppvisande antikroppar mot serovar bratislava, icterohaemorrhagiae och sejroe.
Totalt undersoktes 116 gnagare fran grisbesittningar och 6vriga lokaler. DNA fran njure
analyserades med hjélp av tva olika PCR system utvalda for att detektera patogena
leptospiraarter inom ramen for ett EEF-projekt. En av PCR-metoderna gick att applicera pa



materialet och resultatet visade att 15 gnagare var positiva. Samtliga utom tva var infangade i
grisbesittningar och utgjordes av husmdss respektive storre skogsmdss. En ratta och en
vattensork infangade i stadsmiljo var ocksa positiva. Sekvensering av de erhallna PCR
produkterna visade pa forekomst av flera olika sekvenser, med storst likhet med L.
borgpetersenii, L. weili och L. interrogans serovar copenhageni. Resultaten tyder pa att
leptospira dr relativt vanligt forekommande hos svenska gnagare, vilket vicker fragan om
dessa ocksa utgor en smittorisk for gris.

Parasitundersokningar( trikiner, toxoplamos och giardia)

Kommentar: Dessa studier ingick inte fran borjan men mojliggjordes genom ett bidrag fran
Elsa och Ivar Sandbergs stipendiefond. Dessa undersokningar har utforts pa uppdrag vid
SVA:s parasitologavdelning och i sin helhet finansierats av Ivar och Elsa Sandbergs
stipendiefond. Resultaten finns publicerade som kongressrapporter och i en vetenskaplig
artikel (se publikationslista nedan).

Encephalomyocarditvirus

Encefalomyokarditvirus (EMCV) dr ett virus som i Europa orsakat utbrott av plotsliga
dodsfall och reproduktionsproblem i grisbesittningar. Gnagare, framfor allt rattor och moss,
anses naturliga vérdar av viruset och kan sprida det vidare till grisar och férmodligen dven till
ménniska. Vid en tidigare undersokning av EMCV i Sverige pavisades hos gris en prevalens
av antikroppar pa 16,8 %. Direktundersokning av virus har ej gjorts tidigare i Sverige. Totalt
undersoktes 125 gnagare, infangade i grisbesittningar och fjaderfibesittningar. Elva av dem
var positiva, samtliga utom en infingade i grisbesittningar. Overvigande moss var
infekterade (9/12), de dvriga var av arten brunratta. PCR produkterna sekvenserades och
visade sig vara 97-100 % identiska med regionen 5’UTR vilken &r en generellt vél
konserverad region hos EMCV. Studien har ddirmed pavisat EMCV hos humus och brunratta i
Sverige.

Resultaten indikerar att EMCYV ir vanligt eller mycket vanlig forekommande i Sverige.
Ytterligare undersokningar behovs for virusets forekomst 1 grisbesittningar och utredning av
den kliniska relevansen i Sverige.

Delprojekt V. Att jaimfora smittimnen hos grisar och fjiderfia med smittimnen pavisade
hos smagnagare och vilda faglar infangade i dessa djurs nirmiljo.

I besittningarna i Delstudie I provtogs 10 produktionsdjur med diarré per besittning for
analys av smittdamnen. I de fall ddr samma bakteriearter pavisades hos vektorer och
produktionsdjur i beséttningarna anvindes PFGE och RAPD for att verifiera att det var
samma klon av bakterierna som infekterat vektorerna och produktionsdjuren.

Isolat av Y. enterocolitica bioserotype 4/0:3 fran gnagare jimfordes med isolat fran gris fran
samma besittningar med hjédlp av PFGE och RAPD. De erhédllna DNA profilerna visade pa
identiska isolat fran de bigge djurslagen. Slutsatsen fran studien blir att gnagare bér pa samma
kloner som grisar, och dirmed kan utgora en viss smittrisk mellan omgangar, varfor
gnagarbekdmpning blir extra viktigt som en hygienatgird i samband med att man tommer och
rengor ett stall. Daremot finns det ingenting som tyder pa att gnagarna skulle utgdra nagon
egentlig reservoir for smittan.



Figur 5. Pulsfiltsgelelektroforesmonster som visar identiska monster fran gnagar- och grisisolat av Yersinia enterocolitica

4/0:3

Brachyspiraisolat av olika arter fran gnagare (n=37), grisar (n=44) och hons (n=14)
analyserades med RAPD, och 25 av dem som uppvisade identiska resultat mellan gnagare och
animalieproducerande djur, utvaldes for vidare analys med PFGE. Dessa analyser &r inte klara
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