Slutrapport till Stiftelsen Lantbruksforskning projekt 137012

1. Sammanfattning av vara resultat

2. Bakgrund

3. Delstudie I: Bakterieforekomst och samband med produktionsform

4. Delstudie II: Besittningsutredningar i smittade flockar

5. Delstudie I1I: Insamling av tarmspiroketer frn vilda figlar och andra misstinkta smittbérare
6. Delstudie IV: Molekylérbiologisk studie av spiroketer fran studie I-I1I

7. Delstudie V: Patogenitetsstudier i en etablerad djurmodell.

8. Diskussion

9 Egr}a pubhkatloner ovch planerad publicering

Bild 1. Elektronmikroskopisk bild av Brachyspira-
bakterier 1 blindtarmen hos en svensk varphona
(ursprunglig forstoring 2000 ganger). Foto: Tapio
Nikkila, SLU

1 Sammanfattmng av vara resultat

* Bland svenska vérphons dr Brachyspira-infektion vanligt forekommande. P4 flockniva ar
infektionen vanligare i KRAV-anslutna flockar (71 %) 4n i flockar 1 inredd bur, envanings-
eller flerviningssystem (25-31 %). Utevistelse utgdr en viktig riskfaktor. Beséttningar med
fler 4n en separat avdelning eller flera honshus 16per signifikant 6kad risk for infektion.

* Hygienbarriédr och anslutning till det frivilliga salmonellakontrollprogrammet minskar
risken for Brachyspira-infektion.

*  Brachyspira-infektion kunde i vér studie tydligt kopplas till sinkt dggproduktion. Dock
kunde inget statistiskt samband med smutsdgg pavisas i vart material. Detta kan bero pa att
det finns andra orsaker till smutségg som kan ha interfererat med analysen, pé att vi inte
tagit hdnsyn till vilken/vilka arter som pévisats och/eller att begreppet smutsigg definieras
olika av producenterna. Fortsatt analys av data pagar.

* Hos svenska vérphons forekommer alla de Brachyspira-arter som tidigare har rapporterats
frén andra lander bland véarphons. En art som dr mycket vanlig 1 vissa ldnder forefaller dock
vara patagligt mindre vanlig i Sverige (B. pilosicoli) @n 1 till exempel Australien och USA.
Dessutom har vi pavisat flera genetiska varianter av Brachyspira-bakterier, som troligen
representerar hittills okdnda arter. Betydelsen av dessa arter &r 1 dagslaget okénd.

* Vi har kunnat visat att ett biokemiskt typningsschema, som ursprungligen utarbetades for
diagnostik av Brachyspira-bakterier hos gris, dr anvindbart for Brachyspira-bakterier fran
faglar, forutom for arterna B. alvinipulli och ”B. pulli” inte kan sérskiljas fran 6vriga arter.
Vi har paborjat utveckling av en ny diagnostisk metod for B. alvinipulli eftersom denna art
ar kliniskt betydelsefull och underskattad avseende forekomst.

* Vi har visat att kloner av Brachyspira-bakterier kan finnas pé en viarphonsanldggning under
lang tid (ar) trots rengoring, desinfektion, hygien- och smittskyddsatgirder. Exakt hur
spridningen mellan flockarna pa en anldggning sker &r oklart. Indirekt smitta via skor,
kldder redskap och smitta via gnagare misstdanks kunna sprida bakterierna.

* Vidare har vi som forsta forskargrupp 1 véirlden kunnat visa att Brachyspira-floran hos
tamhons har hog genetisk diversitet. Inom en flock och hos enskilda faglar, kan infektion
med flera arter eller kloner finnas samtidigt. Detta forsvérar diagnostiken och gor att
utredning av epidemiologi och produktionsstdrningar forsvéras.



Brachyspira-bakterier av samma arter som kan pévisas hos viarphons, forekommer mycket
ofta bland hobbyhons och andra icke-kommersiella fjdderfan och bland viltuppfodda
rapphons, fasaner och grasédnder. Hobbyfjaderfan och viltuppfodda faglar bor darfor inte
hallas pd girdar med vérphons eller avelshons. Viltuppfodda faglar som slépps fran hign
kan utgora en potentiell reservoar i1 naturen f0r Brachyspira-bakterier.

En samlad, storre underdkning av férekomst av Brachyspira-bakterier hos vilda faglar har
for forsta gdngen genomforts. Véra resultat visar att Brachyspira-bakterier forekommer hos
vilda féglar, sdrskilt bland andfaglar och krakfiglar medan infektion inte har kunnat pavisas
bland de flesta 6vriga undersokta fagelordningar. Vilda andfaglar kan vara infekterade med
1 stort sett samtliga kénda arter. Hos krakfaglar dominerar en hittills okénd art som vi har
karaktdriserat. Krakfaglar utgdr sannolikt en obetydlig smittrisk for tamhons och gris.
Hégnade och vilda grasédnder kan vara infekterade och troligen dven sprida B.
hyodysenteriae (svindysenteribakterier) och en genetiskt nérbesléktad variant. De senare
kan infektera och orsaka diarré hos gris. En infektionsmodell for undersokning av
smittvagar och patogen formaga har utarbetats och testats i praktiken. Vara resultat talar for
att grasdnder kan vara en potentiell smittkélla for grisbeséttningar.

Slutligen har vi visat att Brachyspira-bakterier kan infektera dnder via kloaken. Denna
smittvdg har aldrig tidigare pavisats for Brachyspira-bakterier och fyndet kan ha
epidemiologisk betydelse.

2. Bakgrund

Brachyspira-bakterier bildar tillsammans med ytterligare ett knappt 100-tal bakteriearter en egen
utvecklingsgren bland bakterierna; fylum Spirochaetes (i dagligt tal spiroketer). Spiroketer &r
spiralvridna, rorliga bakterier som ofta dr svirodlade pa laboratoriet. Sju arter har hittills beskrivits
inom slaktet (genus) Brachyspira, och ytterligare tre arter har rapporterats preliminirt (tabell 1).

Tabell 1. Arter inom sliktet Brachyspira.
Art Typ/referensstam  Virddjur Sjukdom
B. aalborgi 513A" Manniska Intestinal spiroketos

B. alvinipulli C1t Tamhons Tarminflammation, produktionsstorning
"B. canis"" AR Hund Ej rapporterat
B. hyodysenteriae | B787 Gris Svindysenteri
”B. ibaraki” HIS24/11/99* Minniska Ej rapporterat
B. innocens B256" Gris, tamhons Ej rapporterat
B. intermedia PWS/AT Gris, tamhons Tarminflammation, produktionsstdrning (tamhdns)
B. murdochii 56-150" Gris, tamhons Ej rapporterat
B. pilosicoli P43/6/78" Gris, faglar, minniska mfl = Spiroketal diarré (gris)
Tarminflammation, produktionsstérning (tamhons)
”B. pulli”' Ej definierad Tamhons Produktionsstorning? (ej slutgiltigt klarlagt)

"Namnen pé arterna "B. canis”, ”’B. ibaraki” och ”B. pulli” har &nnu inte godkéints officiellt.

Den mest kinda och studerade arten inom sléktet ar Brachyspira (B.) hyodysenteriae, som orsakar
den mycket allvarliga diarrésjukdomen svindysenteri hos vixande grisar (trivialnamn
svindysenteribakterier). B. pilosicoli, som orsakar diarré och nedsatt tillvaxt hos gris och
produktionsstorning hos varphons, misstanks kunna dverforas mellan olika djurarter, inklusive fran
djur till ménniska (zoonos). I dagsldget ar det inte slutgiltigt klarlagt om Brachyspira-bakterier (B.
aalborgi, "B. ibaraki”, B. pilosicoli) kan orsaka sjukdom hos ménniskor. P& slutet av 1980-talet
upptéickte man av en slump 1 Nederlédnderna att Brachyspira-bakterier 4ven kan infektera tamhons.
Idag dr det ként att tre olika arter (B. alvinipulli, B. intermedia och B. pilosicoli) kan orsaka
tarminflammation, diarré, smutségg och sankt dggproduktion hos varphons och avelshons, samt



nedsatt tillvixt hos avkomman till infekterade avelsdjur. Ytterligare ndgra Brachyspira-arter kan
infektera tamhons (B. innocens, B. murdochii, ”B. pulli”). Dessa arter ar ej sjukdomsframkallande,
eller har dnnu inte visats kunna orsaka tarminflammation och/eller produktionsstorning.
Brachyspira-infektion hos tamhons ar hittills bara rapporterat bland tamhons fran ett fatal lander
t.ex. Australien, Nederldnderna, Sverige och USA och utgdr med storsta sannolikhet ett kraftigt
underskattat problem. Mélet med vart forskningsprojekt var att i detalj kartldgga forekomsten av
Brachyspira-bakterier i svenska viarphonsbesittningar och hos andra faglar som kan utgora en
reservoar. Anvianda metoder ér bland annat obduktion, ljusmikroskopi, faskontrastmikroskopi,
transmissionselektronmikroskopi, bakteriologisk isolering, biokemiska tester, molekylarbiologisk
karaktérisering (PCR, RAPD, PFGE, 16S rDNA-sekvensering) och experimentell infektion.

3. Delstudie I: Bakterieforekomst och samband med produktionsform (virphons)

Syfte: Att kartligga forekomst och artsammanséttning av Brachyspira-bakterier bland svenska
varphons, och att med statistisk metodik studera riskfaktorer och konsekvenser av infektionen.
Material och metoder: Urvalet av flockar for provtagning baserades pa tillgdngliga register hos
Statens jordbruksverk och KRAV. Icke-kommersiella varphonsbeséttningar och honsflockar 1
konventionell bur uteslots. Urvalet skedde obundet slumpmassigt. Kategoriindelning baserades pa
inhysningssatt (inredd bur, enviningssystem, flervaningssystem och KRAV-anslutna flockar).
Provtagningen (20 trickprov) utférdes en gang per flock vid 60 till 65 veckors alder. Samtliga
primérisolat undersoktes biokemiskt. Fran alla odlingspositiva flockar sparades ett urval isolat.
Primirisolat med olika biokemiska monster valdes ut for molekylédrbiologisk karaktérisering.
Statistisk analys gjordes pa isoleringsresultaten och pa uppgifter om flockarna som hade samlats in
i samband med provtagningen. Analys skedde med chi*-test och t-test for kontinuerliga variabler
(logistiskt regressionsmodell, univariat analys). Multivariat analys utfordes pa riskfaktorer som var
statistiskt signifikanta (p<0.05) i den forsta analysen.

Resultat isolering och statistisk analys: Prov analyserades fran 92 honsflockar. Totalt antal insatta
hons 1 provflockarna var drygt 732 000. Brachyspira-bakterier pavisades i 37 av 92 flockar.
Resultatet fordelat pa inhysningssitt visas 1 figur 1. Procentandelen infekterade flockar var: inredd

bur 27 %, envéningssystem 31 %, flervaningssystem 25 % och KRAV-anslutna flockar 71 %.
Figur 1. Isoleringsresultat pa flockniva avseende Brachyspira-bakterier férdelat pa inhysningssitt.
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Skillnaden 1 Brachyspira-forekomst mellan KRAV-anslutna flockar och 6vriga flockar var
statistiskt signifikant. En stark riskfaktor for infektion var utevistelse (sex ganger hogre risk for
KRAV-anslutna flockar eller flockar i envaningssystem som hade vistats utomhus 1 rastgérd eller
pa bete fore provtagningen). Aven antalet positiva prover inom flockarna skiljde sig signifikant
beroende pé inhysningssitt. En storre andel av de 20 proverna var odlingspositiva i flockar som
vistades pa golv dn de som holls i inredd bur. Detta beror sannolikt pa att smittspridningen sker
mer effektivt bland frigdende hons én i inredd bur. Vidare pavisades en tio gdnger forhojd risk for
Brachyspira-infektion om fler 4n en separat varphonsavdelning/hus fanns pa samma gard jamfort
med gardar som bara hade ett honshus. En méjlig forklaring kan vara att honsen 1 de olika
avdelningarna/husen pa samma gard ofta har olika &ldrar. Detta betyder att det alltid finns lampliga



varddjur tillgidngliga, och smittan kan spridas mellan flockarna. P4 gardar med bara ett hus kommer
detta att std tomt en tid efter att honsen har slaktats, och smittan maste etableras pa nytt till varje ny
flock. Aven vid multivariat analys (d4 man samtidigt tar hinsyn till flera parametrar) var sambandet
mellan flera avdelningar och bakterieforekomst starkt. Ingen statistiskt sékerstilld skillnad i
Brachyspira-forekomst kunde pévisas mellan olika honshybrider.

Riskanalys avseende mdjliga smittkéllor genomfordes. I den statistiska analysen kunde inget
sakerstillt samband mellan Brachyspira-infektion och olika vattenkéllor pavisas. Tvé av flockarna
drack sjovatten. Bada dessa flockar var infekterade av Brachyspira-bakterier. Nagon statistik
riskvdrdering kunde inte genomforas eftersom beséttningarna var for fa, men sjovatten bor
betraktas som en risk (Brachyspira-bakterier,liksom vissa andra patogena smittimnen, kan pavisas
1 ytvatten). Andra husdjur pa gdrden medforde ingen statistiskt pavisbar risk. Statistisk analys av
gnagare och vilda faglar som riskfaktor kunde e¢j genomforas pa grund av for fa métpunkter.
Statistisk virdering av smittskydd i relation till Brachyspira-forekomst utférdes. Risken for
infektion var halverad for flockar som var anslutna till det frivilliga salmonellakontroll-
programmet, vilket tyder pa att etablerade hygienrutiner och smittskyddsatgérder minskar risken for
infektion. Detta stdds av att flockar utan hygiengréns vid ingdngen 16pte fem génger hogre risk for
infektion jamfort med flockar med hygienbarridr. Vid multivariat analys {61l utevistelse ut som en
av de viktigaste riskfaktorerna for Brachyspira-infektion. Detta talat for att smittreservoaren finns 1
omgivningen och att smittskydd och hygienrutiner pd anldggningarna &r av stor vikt.

Dédlighet frin inséttning till provtagningen (60 till 65 veckors alder) analyserades i relation till
hybrid, inhysningssitt och forekomst av Brachyspira. Dodligheten vid denna élder varierade med
inhysningssitt (inredd bur 6 %, envéning 11 %, flervaning 13 %, KRAV-anslutna flockar 9 %).
Ingen signifikant skillnad i dodlighet pavisades i relation till Brachyspira-infektion. Férekomst av
smutsigg forekom mest i envaningssystem. Daremot kunde statistiskt korrelation med
Brachyspira-infektion inte faststéllas 1 vart material. Sddant samband har pévisats 1 andra studier
vid féltundersdokning och experimentell infektion. Avsaknad av samband kan bero pa att andra
orsaker till smutsdgg kan ha paverkat analysen, att vi inte tagit hdnsyn till Brachyspira-art, eller att
producenterna uppfattat begreppet olika. Aggproduktionen, mitt som viirp% vid provtagningen, var
hogre 1 inredd bur (82 %) 4n 1 dvriga kategorier (78-79 %). Vid den multivariata analysen ségs ett
tydligt samband mellan sdnkt dggproduktion och Brachyspira-infektion.

4. Delstudie I1: Besittningsutredningar i smittade flockar (virphons)

Syfte: Att identifiera Brachyspira-infekterade virphonsbeséttningar och i dessa genomfora
detaljerade studier av bakterier, tarmhélsa och infektionsforlopp.

Material och metoder: Virphonsflockar med Brachyspira-infektion identifierades. Flockarna
undersoktes genom bakteriologisk provtagning (isolering, renodling, biokemisk karaktérisering),
obduktion och mikroskopisk undersokning. Diagnostik for att utesluta andra orsaker till
storningarna har genomforts i varierande omfattning. Totalt 12 flockar ingér 1 undersokningen.
Merparten av beséttningarna har genomgétt upprepad provtagning under ett till fyra ar.
Karaktérisering av renodlade Brachyspira-kloner har genomforts med biokemisk typning, PCR,
RAPD och 16S rDNA-sekvensering.

Resultat: Véra resultat visade att flera Brachyspira-arter samtidigt kan forekomma i en smittad
flock och pa en anldggning. Samma klon kan finnas kvar i en och samma flock under lang tid.
Flocken forblir i regel infekterad resten av produktionsperioden. Pa anldggningar med flera olika
avdelningar/hus, kan samma klon ibland pavisas i flera olika hus och under flera pa varandra
foljande produktionsomgangar. I vissa fall kan identiska eller ndrbesldktade kloner pévisas under
flera ar i samma besittning. Det finns ocksa exempel pé att en klon helt forsvinner i samband med
att honsen slaktas. I efterfoljande flock kan da helt nya kloner eller arter pavisas.

En av de mest intressanta besittningsutredningarna genomfordes i en stor varphonsbeséttning.
Besittningen hade frigdende hons 1 tva olika inhysningssystem (envéning och flervaning), och
langvariga problem med smutsdgg (10-15 %) och sénkt dggproduktion. Andra orsaker &n




Brachyspira-infektion kunde uteslutas. Som orsak till problemen pévisades B. intermedia av tvi
olika kloner 1 de tvd huskomplexen pa anldggningen och B. pilosicoli i ett huskomplex. Ytterligare
tva Brachyspira-arter pavisades, varav den ena fanns i bada huskomplexen. Smittspridning mellan
husen missténktes ske med gnagare eller mdjligen indirekt via skotare. Saneringsforsok
genomfordes efter planerad slakt av en del av honsen. Nya smittskyddsrutiner inférdes och
unghodnsen som sattes in var smittfria. Efter sex veckor pa anldggningen var de nya honsen
infekterade av Brachyspira-bakterier. Provtagning for Brachyspira-bakterier hos moss pagar.

5. Delstudie I11: Insamling av tarmspiroketer frin vilda faglar och andra misstinkta
smittbirare

Syfte: att kartligga forekomsten av och karaktirisera Brachyspira-bakterier hos potentiella
smittbérare, i forsta hand hobbyfjaderfd, hignade viltfaglar och viltlevande faglar.

Viltuppfédning/hdgnade viltfiglar: I Sverige fods faglar av arterna rapphons, fasan och griasand upp
1 hiagn for utsittning till jakt och for att stodja den viltlevande populationen. Infor projektstarten
hade en svensk studie visat att viltuppfodda figlar ofta dr infekterade av Brachyspira-bakterier
(Jansson et al., 2000; Jansson et al., 2001), vilket sannolikt kan forklaras genom att uppfodningen
sker under former som gynnar smittspridning av fekalt verférda smittimnen. Dessutom kan
viltuppfodda figlar ses som en potentiell reservoar i naturen eftersom de slipps i stort antal under
sommar och hdst.

Material och metoder: Kompletterande provtagning har utforts.

Resultat: 102 av totalt 115 prover fran viltuppfodda figlar var positiva avseende Brachyspira spp.
Drygt 90 primérisolat tillvaratogs for forskning.

Vilda faglar
Material och metoder: Kunskap om forekomsten bland vilda faglar ar viktig for att bedoma

smittrisker for fjaderfd och grisbesittningar. Var studie dr den forsta samlade undersdkningen av
Brachyspira-forekomst band vilda faglar. Totalt samlades knappt 600 prov fran 47 fagelarter av sju
ordningar in frin olika delar av landet. I tabellerna 3-9 redovisas provtagna fagelarter. Analyser
aterstdr att genomf0ra i en del fall (ej redovisade i tabellerna). Forutom svenska vilda figlar har, 1
samarbete med en forskargrupp fran Umed Universitet, provtagning gjorts pa Sydpolen i en
pingvinkoloni.

Resultat: 1 tabell 3-9 redovisas isoleringsresultaten av Brachyspira-bakterier fran de undersokta
vilda faglarna. Resultaten visade att Brachyspira-bakterier forekommer bland vilda faglar, men att
forekomsten dr ojimnt fordelad mellan olika ordningar och mellan arter inom ordningarna. De
ordningar som oftast forefaller vara infekterade ar andfaglar och krakfaglar. Brachyspira-bakterier
pavisades inte bland pingviner, men didremot hos en annan figelart som lever i pingvinkolonier
(slidndbb). Sammantaget visar vara undersokningar att Brachyspira-bakterier finns ojamnt spridda
1 den vilda avifaunan, sannolikt med stor geografisk spridning, och att vissa vilda faglar kan utgora
potentiella smittbdrare for husdjur. Orsaken till den stora skillnaden i Brachyspira-forekomst
mellan olika fagelarter dr okénd. Faktorer som kan paverka forekomsten skulle till exempel kunna
vara diet, olika levnadsmiljoer och levnadssitt eller fysiologiska skillnader.

Tabell 3. Ordning Andfaglar (Anseriformes)

Familj Fagelart Latinskt namn Antal Antal % positiva
faglar positiva

Andféglar Prutgas Branta bernicla 5 0 0
Vitkindad gas Branta leucopsis 6 2 33
Gragas Anser anser 4 3 75
Sangsvan Cygnus cygnus 2 2 100
Knolsvan Cygnus olor 6 4 67
Kricka Anas crecca 1 0 0




Bldsand Anas Penelope 5 2 40
Grésand Anas platyrhynchos 217 169 78
Ejder Somateria molissima 23 16 70
Alfagel Clangula hyemalis 3 3 100
Smaskrake Mergus serrator 1 1 100
TOTALT 273 202 74
Tabell 4. Ordning rovfaglar (Falconiformes)
Familj Art Latinskt namn Antal Antal % positiva
faglar positiva
Hokartade rov- Ormvrak Buteo buteo 1 0 0
Féglar Sparvhok Accipter nicus 1 0 0
TOTALT 2 0 0
Tabell 5. Ordning tranfiglar (Gruiformes)
Familj Art Latinskt namn Antal Antal % positiva
faglar positiva
Tranor Trana Grus grus 2 0 0
Rallar Sothona Fulica atra 1 1 100
TOTALT 3 1 33
Tabell 6. Ordning honsféglar (Galliformes)
Familj Art Latinskt namn Antal Antal % positiva
faglar positiva
Skogshons Dalripa Lagopus lagopus 11 0 0
TOTALT 11 0 0
Tabell 7. Ordning vadarefaglar (Charadriiformes)
Familj Art Latinskt namn Antal Antal % positiva
faglar positiva
Snéppor Rodspov Limosa limosa 9 0 0
Brushane Philomachus pugnax 15 5 33
Masfaglar Skrattmas Larus ridibundus 20 0 0
Fiskmas Larus canus 2 0 0
Gratrut Larus argentatus 10 0 0
Havstrut Larus marinus 4 0 0
TOTALT 60 5 8
Tabell 8. Ordning duvfaglar (Columbiformes)
Familj Art Latinskt namn Antal Antal % positiva
faglar positiva
Duvor ”Stadsduva” Columba livia 3 0 0
Ringduva Columba palumbus 1 0 0
TOTALT 4 0 0
Tabell 9. Ordning tittingar (Passeriformes)
Familj Art Latinskt namn Antal Antal %
faglar positiva positiva
Arlor/piplarkor Sadesirla Motacilla alba 2 0 0
Tradpipléarka Anthus trivialis 1 0 0
Jarnsparvar Jarnsparv Prunella modularis 1 0 0
Trastar, sangare, Bjorktrast Turdus pilaris 2 0 0
& flugsnappare Koltrast Turdus merula 5 1 20
Taltrast Turdus philomelos 6 1 17
Gronsangare Psylloscopus sibilatrix 1 0 0
Lovséngare Psylloscopus trochilus 1 0 0
Tornséngare Sylvia communis 1 0 0
Artsangare Sylvia curruca 1 0 0
Rodstjart Phoenicurus phoenicurus 3 0 0
Rodhake Erithacus rubecula 4 0 0
Bléhake Luscinia svecica 2 0 0
Finkfaglar Svarthétta Sylvia atricapilla 1 0 0
Stenknéick Coccothraustes coccothraustes 3 0 0
Bergfink Fringilla montifringilla 2 0 0
Gronfink Chloris chloris 1 0 0
Grasiska Carduelis flammea 1 0 0




Grésparv Passer domesticus 3 0 0
Krékfaglar Kaja Corvus monedula 37 11 30
Krika Corvus corone cornix 65 18 28
Réka Corvus frugilegus 17 5 29
Korp Corvus corax 3 0 0
TOTALT 163 36 22

Ovriga fijdderfdn, dvriga figlar och gnagare
Brachyspira-bakterier har samlats in fran hobbyfjaderfa (icke-kommersiella tamhons, tamankor,

tamgéss, myskankor, 16pander, kalkoner) och strutsfaglar. Brachyspira-bakterier har pavisats i
néstan samtliga besittningar bland honsfiglar och andfiglar samt 1 ldgre grad hos strutsfaglar.
Isolaten har artbestéimts tentativt genom biokemisk undersdkning. Flera av de arter som ar
sjukdomsframkallande for hons har preliminirt pavisats. Hobbyfjaderfin méste dérfor betraktas
som en potentiell smittkdlla for varphdnsbesdttningar.

Forsok har gjorts 1 samband med detta projekt att fanga vilda gnagare pa varphonsanldggningar for
Brachyspira-analys, tyvérr utan storre framgang. Helt nyligen har vi dock fatt tillgang till ett sitt att
finga levande gnagare. Ett nytt doktorandprojekt har darfor nyligen paborjats pa SLU for att
studera gnagarnas roll som vektorer. Provtagning av gnagare har nu pabdrjats dven i en
varphonsbesittningar med omfattande problem till f6ljd av B. intermedia (se delprojekt II).

6. Delstudie IV: Molekylidrbiologisk studie av spiroketer fran studie I-I11

Syfte: Att med molekyldrbiologiska metoder karaktérisera Brachyspira-bakterier fran figlar.
Virphons

Material och metoder: Utvalda isolat fran delstudie I undersdktes med fem olika PCR-system for
att pavisa arterna B. hyodysenteriae, B. pilosicoli och B. intermedia, samt 16s rDNA sekvensering.
Resultat:. Nar 16S rDNA-sekvensering av utvalda isolat paborjades visade det sig att en stor andel
av primdrisolaten bestod av tva eller fler olika Brachyspira-arter eller olika kloner av samma art.
Mycket omfattande arbete fick darfor laggas pa att renodla och undersoka kloner. Sekvensering av
klonerna fran delstudie I visade att B. intermedia fanns i atta av 37 infekterade flockar (22 %) och
B. alvinipulli i minst tre flockar (8 %). B. alvinipulli hade fore denna studie endast pavisats i en
varphonstlock 1 USA och hos enstaka hundar i Sverige och Norge. Vidare pavisades arten ”B.
pulli” som tidigare bara har rapporterats fran enstaka varphonsflockar 1 Australien baserat pa
molekylédrbiologiska studier. Vidare forekom enstaka isolat av tv helt nya genetiska varianter som
tidigare inte har beskrivits. Bdda kan representera okdnda Brachyspira-arter. Den kliniska
betydelsen #r oklar i dessa fall. Ovriga isolat tillhérde arterna B. innocens och B. murdochii. Vid
jamforelse mellan biokemiskt monster hos isolerade bakterier och sekvensdata fanns god
overrensstimmelse med tvd undantag. I dagslaget kan biokemisk metodik inte sékert skilja B.
alvinipulli och ”B. pulli” fran 6vriga arter. [ samband med utredningar riskerar man da att inte
kunna pavisa (minst) en kliniskt betydelsefull art. Arbete pagér for att utveckla en diskriminerande
PCR-test for B. alvinipulli. Sammanfattningsvis kunde vi visa att Brachyspira-bakterier av flera
olika arter och/eller kloner samtidigt kan forekomma inom en flock och hos enskilda individer.
Forutom att orsaka praktiska diagnostiska problem sa dr fenomenet vetenskapligt intressant och har
tidigare inte beskrivits. PCR-analys visade att svindyseneribakterier (B. hyodysenteriae) inte
forekom bland varphonsisolaten. B. pilosicoli pavisades inte 1 delstudie I, men har pavisats i flera
av flockarna 1 delstudie II och frén hobbyhons 1 Sverige. Denna art dr vanlig hos varphdns i andra
lander, till exempel Australien. Orsaken till att arten dr mindre vanlig bland svenska vérphons ér
oklar. Tva olika PCR-system anvéndes for att pavisa B. intermedia. Det ena systemet gav inga
positiva reaktioner, medan det andra visade enstaka positiva isolat. Diagnostik enbart baserad pa
PCR ir saledes otillrdcklig for diagnostik av Brachyspira-bakterier fran tamhons.

Hignade viltfiglar

Material och metoder: Ett urval av tidigare insamlade och nyinsamlade isolat undersdktes med
PCR, PFGE och 16S rRNA sekvensering.




Resultat: Vi har kunnat visa att alla de tre Brachyspira-arter som kan orsaka produktionsstorning
och diarré hos varphons, forekommer hos hiagnad viltfdgel. B. alvinipulli har pavisats hos grasand,
B. pilosicoli hos grasand, rapphons och fasan, och B. intermedia hos grisand och fasan. Vi
pavisade dven inledningsvis ett isolat av svindysenterbakterier (B. hyodysenteriae) 1 en besittning
med grisidnder. Svindysenteribakterier hade fram till detta fynd bara isolerats frin grisar, mdss och
farmade nanduer (Rhea americana) 1 Nordamerika. Véart isolat fran grisand initierade en utokad
undersokning av den besittning provet kom ifran. Totalt 19 % av grisdnderna visade sig vara
infekterade av svindysenteribakteriern eller genetiskt nérbesléktade bakterier.

Vilda andféglar

Material och metoder: Ett urval isolat fran vilda andfaglar har karaktériserats med PCR, PFGE,
RAPD och 16s rDNA-sekvensering.

Resultat: Foljande arter pavisades hos vilda andfaglar: B. alvinipulli, B. intermedia, B. pilosicoli
och B. hyodysenteriae, det vill siga samtliga potentiellt sjukdomsframkallande arter for tamhons
och/eller gris. Dessutom pavisades en med svindysenteribakterier narbesldktad ny genetisk variant.
Bland isolaten fran vilda grasédnder forekom svindysenteribakterier eller den nirbeslidktade
genetiska varianten hos 8 % av faglarna. Ytterligare ett par genetiska varianter har pdvisats hos
andfiglar. Dessa kan utgdra nya hittills ej beskrivna arter. Dessa kommer tillsammans med fortsatta
studier av isolaten fran vilda grisénder att ingd 1 ett nytt doktorandprojekt pd SVA/SLU.

Vilda krakfaglar (réka, kraka och kaja)

Material och metoder: Eftersom flera arter av krakfaglar (Genus Corvus) lever i1 nédra kontakt med
ménniskor och husdjur, &r alldtare och ofta flocklevande tyckte vi att det var intressant att ndrmare
undersoka forekomst och artsammansittning av Brachyspira spp. bland dessa faglar. Kloakprover
och/eller tarmprover samlades in med fangst- och djurforsoksetiskt tillstdnd i samband med
ringmérkning eller jakt. Proven samlades in 1 Skine och Uppland i varierande livsmiljoer.
Resultat krdkfaglar: Brachyspira-bakterier pavisades hos alla tre fdgelarterna. Andelen
odlingspositiva faglar var: kaja 60 %; krika 28 % och rdka 29 %. Prover tagna direkt fran tarmen
var 1 hogre grad odlingspositiva, vilket antyder att forekomsten underskattades i kloakproverna.
Tarmskador pavisades inte. 16S rDNA sekvensering visade att de flesta bakterierna tillhorde en
hittills okdnd Brachyspira-art. Bakterierna av denna art visade falskt positiv reaktion 1 PCR-
systemet for B. pilosicoli vilket beror pa de hade den sé kallade signalsekvensen for B. pilosicoli
som PCR-systemet &r baserat pd, vilket kan medfora diagnostiska problem. Ett isolat var av arten
B. pilosicoli. Slutsatsen av undersokningen ar att krakfiglar sannolikt inte utfor en betydelsefull
smittrisk for tamhons eller grisar.

Andra vilda faglar: Enstaka isolat fran andra vilda faglar har undersokts, till exempel isolat fran en
slidnébb fran Antarktis, och fran vadare (brushane). I bade fallen har vi pavisat varianter av
Brachyspira-bakterier som inte ar kidnda sedan tidigare.

7. Delstudie V: Patogenitetsstudier i en etablerad djurmodell.

Hosten 2003 genomfordes ett projekt pa SLU/SVA med syfte att jimfora resultaten av
bakterieisolering och PCR for diagnostik av svindysenteri (T. Rasbick, resultat under publicering),
och PCR infordes dérefter i rutindiagnostiken. Detta ledde till att atypiska” svindysenteribakterier
pavisades frdn tre svinbesittningar med svindysenteri. Bakterierna avvek frdn giangse monster
genom att vara negativa i den konfirmerande PCR-testen. Bakterierna frén de tre besittningarna
undersoktes genom 16S rDNA-sekvensering. Resultatet visade att sekvenserna hos bakterierna fran
de tre beséttningarna var identiska med varandra och dessutom med tidigare hér beskrivna isolat
fran vilda och hignader grisinder (Jansson et al., 2004). Aven grisandsbakterierna var negativa i
PCR-analysen. Fynden dr mycket intressanta eftersom de vicker fragan om figlars betydelse for
smittspridning till husdjur. For att undersoka den sjukdomsframkallande forméigan hos de
“atypiska” svindysenteribakterierna genomfordes en experimentell infektion av grisar med en ként
sjukdomsframkallande stam, ett "atypiskt” isolat och ett nirbesldktat grasandsisolat. Forsoket
genomfordes dubbelblint. Grisarna utvecklade diarré. Vi dterisolerade samma bakteriestammar som



grisarna hade infekterats med. Infektionsstudien vad vid tiden for var ansdkan inte planerad och
denna del av forsoket har darfor finansierats genom akutbidrag frain FORMAS.

Den infektionsmodell for fagel som vi avsag att etablera, och for vilken vi sokte finansiering av SLF,
har utformats och testats i praktiken. Modellen har utformats sé att den ska vara anviandbar for flera
fagelarter for att studera sjukdomsframkallande férmaga och till exempel smittvagar {6r Brachyspira-
bakterier. Modellen testades for att studera svindysenteri- och nédrbeslidktade bakterier hos djurslaget
grasand. Vi har kunnat visa att infektionen etablerades med svindysenteriliknande isolat frdn griasand,
med motsvarande isolat frdn gris, men inte med en referensstam av B. hyodysenteriae. Faglarna
infekteras bade oralt och via kloaken. Smitta via kloaken har aldrig tidigare pavisats for
Brachyspira.bakterier, och fyndet kan ha epidemiologisk betydelse. Vi kunde ocksa visa att en grupp
ander som inte infekterats, men som vistades tillsammans med infekterade dnder, snabbt smittades.
Ingen av figlarna visade tecken pa sjukdom till f6ljd av infektionen. Detta stodjer var hypotes att ander
ar en naturlig barare av Brachyspira-bakterier och att de trots att de kan vara infekterade av for andra
djurslag svéart sjukdomsframkallande arter, forblir friska.

8. Diskussion/slutsatser

Vi har 1 detta forskningsprojekt visat att infektion med Brachyspira-bakterier utgor ett ekonomiskt
relevant problem i svenska varphonsbesittningar. Utredningar i enskilda flockar ar ofta
komplicerade pd grund av otillrackliga och tidskrdvande diagnostiska metoder och hog bakteriell
diversitet pa flock- och individniva. De diagnostiska metoderna behdver forbéttras, och
artsammansattning och epidemiologi for Brachyspira-infektioner hos figlar behdver studeras
ytterligare. Projektet har visat att smittkdllan sannolikt finns i omgivningen runt honshusen och att
tama och vilda faglar av vissa arter kan vara potentiella smittkillor for tamhons- och
grisbesittningar. Ekologiska hons och andra hons med tillgéng till utevistelse forefaller extra
utsatta for infektionen. Fynden av hittills okdnda Brachyspira-arter pekar pd att kunskapen om
denna typ av bakterier dr otillracklig.
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