Betydelsen av biodiversitet inom det bakteriella skiktet
Brachyspira for patogenicitet och epidemiologi hos gris och faglar

Bakgrund

Allméin bakgrund. Tarmbakterier, som tillhor sléktet Brachyspira (trivialnamn: brachyspira),
kan isoleras fran flera olika arter av ddggdjur och faglar. Brachyspiror &r, korkskruvsformade,
rorliga och hemolytiska bakterier, som tillhdr fylum Spirochaetes (trivialnamn: spiroketer).
Detta fylum representerar en av ca. 25 huvudutvecklingslinjer, som bakterier delas in i. Bra-
chyspiror dr anaeroba, men syretoleranta eftersom de har ett enzym (NADH-oxidas), som kan
neutralisera giftiga syremetaboliter (fria radikaler) och som sannolikt &r en viktig Gverlev-
nadsmekanism. Genen som kodar for enzymet kallas nox och anvinds for karakterisering av
brachyspiror. En annan gen, som anvinds for samma dndamal, dr den s.k. tlyA-genen, som
man tror har en regulatorisk funktion fér hemolysinet. Hemolysiner &r enzymer, som hjélper
bakterien att bryta ner cellmembraner hos vérdcellen, for att kunna utvinna niringsdmnen.
Genom att bestimma och jamfora nukleotidsekvenser for enskilda gener (eller hela genom =
bakteriens arvsmassa) kan man dra slutsatser om organismers slidktskap och om den genetiska
variationen (biodiversiteten). Det &r framfor allt genen for 16S rRNA, som har kommit till an-
vindning vid studier av bakteriers slidktskap (9). Genen for 16S rRNA kodar for ribosomalt
RNA, vilket dr det RNA, som bygger upp cellens ribosomer, d.v.s. den organell vid vilken cel-
lens tillverkning av proteiner sker. Man kan dven primirt identifiera brachyspiror genom att
bestimma deras fenotyp (synliga egenskaper) som t.ex. om stammen i fraga ger svag eller
stark hemolys vid odling i laboratoriet samt om den har eller saknar enzymerna tryptofanas,
hippurikas, a-galaktosidas och B-glukosidas. Forkortningen s++++ betyder t.ex. att stammen
har stark hemolys och bér pa alla fyra ovan nimnda enzymer. Forkortningen w---- betyder
svag hemolys och att enzymerna saknas. For nirvarande finns sju officiellt erkiinda och flera
foreslagna arter inom sléktet Brachyspira. Foreslagna, men icke erkéinda arter brukar skrivas
inom citationstecken, som t.ex. ”B. suanatina”. Flera arter kan orsaka diarrésjukdom, okad
dodlighet och/eller produktionsforluster inom gris- och fjaderfaproduktionen. Den mest kénda
arten &r B. hyodysenteriae, som orsakar den mycket allvarliga diarrésjukdomen svindysenteri.
Brachyspira pilosicoli orsakar spiroketal diarré hos gris och manga forskare anser att den
sjukdomen kan utgora en zoonos, d.v.s. den kan spridas mellan djur och ménniska. B. alvini-
pulli, B. intermedia, B. pilosicoli och B. hyodysenteriae orsakar tarmsjukdomar hos faglar.
Andra arter, t ex B. innocens och B. murdochii anses inte vara sjukdomsframkallande. Tidi-
gare forskning i Sverige och internationellt har frimst fokuserat pa brachyspiror hos grisar
och kunskapen var mycket begrinsad om forekomst hos andra djurslag, biodiversitet hos
stammar fran andra djur dn gris, samt om spridningsviagar och mdjliga reservoarer i naturen.
Syftet med detta projekt var att vinna 6kade kunskaper inom ovanstaende omraden.

Bakgrund till projektet Identifiering och subtypning av Brachyspira-arter. Nistan alla
brachyspira-arter dr nérbesliktade. Detta medfor svarigheter att avgora vilken art en viss stam
tillhor, vilket begriansar mojligheterna att gora bedomning av dess sjukdomsframkallande for-
maga. Det gar t.ex. inte att skilja pa patogenen B. hyodysenteriae och B. intermedia (som ev.
orsakar lindrig tarmsjukdom hos gris) genom 16S rRNA sekvensering. Ett véirddjur kan bira
pa olika brachyspiror eller flera olika stammar av en art samtidigt. Dérfor dr det viktigt att ut-
veckla metoder for siker identifiering och da maste man faststilla vilka olika varianter det



finns pa genotypisk och fenotypisk niva hos gris och andra djur som kan vara smittbarare.

Bakgrund till projektet Brachyspira hos virphons. Detta delprojekt har huvudsakligen
finasierats genom stod fran ett annat SLF-projekt (projekt 137012). Ca. 500 brachyspira-isolat
fran svenska virphonsbesittningar har tidigare undersokts m.a.p. hemolys och biokemi. Ett
antal av dessa stammar har nu renodlats och karaktériserats med biokemiska och molekylir-
genetiska metoder for bedomning av sjukdomsframkallande formaga.

Bakgrund till projektet Brachyspira hos krakfaglar. Innan projektet startades fanns ingen
vetenskaplig rapport om forekomst av tarmspiroketer fran tittingar (ordning Passeriformes).
Studien startades genom att brachyspira-liknande bakterier isolerades fran en kaja vid en
screeningsunderdkning av ett stort antal individer av olika fagelarter vid Ottenby fagelstation.
Praktiska svarigheter begréinsar tillgangen till prov av god kvalitet fran vilda faglar. Krakfag-
lar (kaja, kraka och raka) utgor dock ett undantag genom att kommunerna bedriver jakt och vi
har etablerat god kontakt med ornitologer, som kunde hjilpa till med systematisk provtagning.

Bakgrund till projektet Brachyspira hos vilda grasinder. Studien bygger pa tidigare in-
samlat material (bakterieisolat fran trick), som kommer fran tva olika vilda griasandspopula-
tioner. Figlarna provtogs konsekutivt pa Ottenby Fégelstation, Oland hosten 2002 under host-
flytten och vilda grisénder provtogs i november 2000-maj 2001 i Pildammsparken i Malmo.
Syftet med studien var att kartldgga biodiversitet och forekomst av fyra patogena Brachy-
spira-arter (B. alvinipulli, B. hyodysenteriae, B. intermedia och B. pilosicoli) i representativa
viltlevande grasandspopulationer och att jamféra stammarna med isolat fran andra djurslag.
En bdrande hypotes i delprojektet var att andfaglar kan utgora en naturlig reservoar och att
deras brachyspiror verkar vara genetiskt mer variabla dn hos andra djurslag.

Bakgrund till projektet Brachyspira hos andra vilda faglar. I samarbete med Uppsala Uni-
versitet och Kalmar Universitet insamlades prover fran vilda sjofaglar under tva forsknings-
expeditioner till Antarktis. Malséttningarna var att undersoka om brachyspiror féorekommer
hos vilda sjofaglar i en geografiskt avldgsen region dir det inte finns nagon tidigare kartldgg-
ning och att jamfora med isolerade bakterier fran tamdjur pa andra kontinenter. Prover samla-
des in pa Falklandsoarna (2009) och pa Antarktiska halvon och subantarktiska dar 2002 och
2009. Falklandsoarna har en unik fagelfauna, som innefattar landlevande stannfaglar, faglar
knutna till sotvatten, sjofaglar (knutna till havet), flyttfaglar som inte hickar pa darna och
minst 140 arter som tillfalligt besoker 6arna. Minst tva arter dr endemiska. Flera arter flyttar
sommartid till Antarktiska halvon. I Antarktis finns ett 20-tal hickande fagelarter och pa som-
maren uppskattas att drygt 100 miljoner flyttfaglar hickar pa Antarktis och nirbeldgna Gar.

Bakgrund till projektet ’Nya” Brachyspira-arter med klinisk och/eller diagnostisk bety-
delse. Under de senaste aren har flera potentiellt nya Brachyspira-arter pavisats inom ramen
for SVA:s rutindiagnostik eller forskningsprojekt vid SVA/SLU. Syftet med detta forsknings-
projekt var att studera dessa potentiellt nya arter och slutmalet var att beskriva arterna veten-
skapligt. Sammanfattningsvis representerar flera av dessa stammar potentiellt nya arter: ”B.
suanatina” dr en tarmpatogen, som forekommer hos gris och vilda grisédnder. De andra arterna
finns hos vilda krakfaglar ("B. corvi”) och gnagare ("B. muridarum”, ”B. muris” och ”B.
rattus”) och deras sjukdomsframkallande formaga &r i dagsldget oklar. Alla arterna dr av dif-
ferentialdiagnostisk betydelse for veterindrmedicinska laboratorier.
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Bakgrund till projektet Biodiversitet inom arten Brachyspira alvinipulli. B. alvinipulli ir
en sjukdomsframkallande art som beskrivits fran en vdrphonsbesittning i USA. Genom expe-
rimentell infektion och en fallstudie fran USA har denna art visats vara en orsak till diarré,
smutsidgg och sidnkt dggproduktion hos vérphons, och déirigenom ekonomiska forluster. Fram
till helt nyligen har B. alvinipulli betraktats som en ovanlig bakterieart, som finns i nordameri-
kanska virphonsbesittningar. Endast ett fatal isolat har beskrivits eller foreslagits i litteraturen
(dock ej alltid med fullt vetenskapligt dokumenterad arttillhdrighet) vilket sannolikt beror pa
att det idag helt saknas enkla diagnostiska metoder, t.ex. PCR, for att pavisa denna art. Under
de senaste aren har dock ett par studier fran Holland och Sverige indikerat att B. alvinipulli ir
mer vanligt forekommande hos hons dn vad som tidigare var kint. Mélet med denna delstudie
var att karaktirisera isolat fran faglar, som har den for B. alvinipulli karaktiristiska fenotypen.

Material och metoder

Identifiering och subtypning av Brachyspira-arter. Vi har undersokt mojligheten att anvén-
da PFGE (pulsed field gel electrophoresis), RAPD (randomly amplified polymorphic DNA),
sekvensering av nox och 16S rRNA-genen samt PCR-system, som har rapporterats vara speci-
fika for olika Brachyspira-arter. I dessa system analyserades flera olika stammar, som repre-
senterade fem brachyspira-arter. Vi har ocksa arbetat med att anpassa MLST (multi locus se-
quence typing) for identifiering av brachyspira-arter. I MLST-systemet analyserades 66 stam-
mar representerande 6 godkénda och 3 forelagna arter.

Brachyspira hos varphons. Isolat fran virphons representerande fyra olika inhysningssystem
valdes ut for fenotypning och 16S rRNA-sekvensering. Om sekvenseringsresultaten antydde
blandade kulturer gjordes renodling genom seriespdadningar och 30 stammar valdes ut for vi-
dare analyser. Dessa omfattade olika PCR-system (riktade mot 16S rRNA, 23 rRNA, nox och
tlyA) och nox-gensekvensering. Undersokning avseende kénslighet for antibiotika har utforts.

Brachyspira hos krakfaglar. Prov fran krakfaglar samlades in fran fyra platser i samband
med jakt eller ringmérkning: Hovgarden (avfallsanliggning), Uppsala, inom stadsgrinsen,
Spillepengen, Malmo (omrade med Gppna grisbevixta ytor, virmeverk, vatmarker, vattenverk
mm.) och Pildammsparken, Malmo (stadspark). Brachyspiror isolerades med standardiserad
metodik. Karaktérisering gjordes genom fenotypning, PCR for B. pilosicoli och gensekvense-
ring av 16S rRNA och nox.

Brachyspira hos vilda grisinder. Spiroketisolaten (215 st.) fran Ottenby testades fenoty-
piskt 2-4 ggr. och med PCR-system riktade mot #/yA-genen (artspecifik PCR for B. hyodysen-
teriae), nox-genen (artspecifik PCR for B. intermedia) och med tva olika PCR-system mot
16S rRNA-genen (PCR som identifierar B. pilosicoli och ”B. corvi”, men kan ej skilja pa des-
sa). Ursprungsisolaten fran provtagningarna av grasénder i Ottenby och Pildammarna renod-
lades genom seriespiadning. En ny metod utvecklades for renodling av isolat, som &r konta-
minerade med andra typer av bakterier. Denna bygger pa filtrering och tar till vara brachyspi-
rornas rorlighet. Kontamination av isolat &r ett allvarligt praktiskt bekymmer, som hittills varit
svart att komma tillrdtta med. Trettiofem stammar valdes ut baserat pa fenotyp och morfologi
for att fa ett sa varierat material som mojligt. Stammarna testades fenotypiskt upp till 5 ganger
och de finns sparade. Sex olika PCR-tester (ovan nimnda system samt ett for 23S rRNA- och
ett for rlyA-genen, som bada dr B. hyodysenteriae-specifika), har utforts. Tva gener (16S
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rRNA- och nox-genen) har sekvenserats fran samtliga isolat. Undersokning avseende kénslig-
het for antibiotika har utforts.

Brachyspira hos andra vilda faglar. Prover samlades i samband med tva expeditioner till
Antarktis i samarbete med professor Bjorn Olsen, Uppsala Universitet. Ar 2002 insamlades
20 kloaksvabbar fran asnepingviner (19 prov) och ett prov fran en storre slidndbb vid en
fagelkoloni (Hannah Point), som ligger pa sydkusten av Livingston Island norr om Antark-
tiska halvén). Ar 2009 insamlades 28 prover fran bl a kejsarpingvin, kelpgas, storre slidnibb,
och adeliepingvin. Proverna sparades i kylskapstemperatur i upp till knappt 4 veckor under
transport till Sverige. Vid ankomsten till Uppsala odlades de pa tva selektiva agarplattor
(Brachyspira-agar och B. aalborgii-agar) vid 37 respektive 42 °C i upp till 12 dygn. Direfter
undersoktes bakterierna med fenotypiska metoder, PCR och sekvensering av 16S rRNA- och
nox-generna.

”Nya’ Brachyspira-arter med klinisk och/eller diagnostisk betydelse. Den gillande artde-
finitionen for bakterier bygger pa en kombination av fenotypiska, genetiska och fylogenetiska
(naturligt sliktskap) egenskaper. Detta innebér att potentiellt nya bakteriearter krdver omfat-
tande karaktarisering med en rad olika metoder, och sa manga isolat som mojligt bor studeras.
Bl.a. maste en art vara genetiskt tillrickligt olik tidigare kénda arter for att betraktas som en
egen art. Detta kan bestimmas genom s.k. DNA-DNA-hybridisering, som ger ett matt pa hur
lika tva DNA-preparationer dr pa helgenomniva. Man brukar siga att om DNA-DNA-hybri-
diseringsvérdet understiger 70 % (vilket motsvarar ungefir 95 % sekvenslikhet) representerar
de bada DNA-preparationerna olika arter.

Biodiversitet inom arten Brachyspira alvinipulli. Totalt 25 isolat med fenotypen w-+-+ har
valts ut fran SVA/SLU:s stamforrad. Isolaten hidrstammar fran foljande domesticerade arter:
tamhons (isolat fran svenska viarphonsbesittningar), gris och hund, och fran vilda faglar (gris-
and, smaskrake, bldsand, knolsvan och ejder). Isolaten har renodlats genom seriespidning och
har karaktériserats med fenotypning, sekvensering av 16S rRNA-genen, PCR, PCR-RFLP (dn
sa lange enbart in silico) och DNA-DNA hybridisering.

Resultat

Identifiering och subtypning av Brachyspira-arter. Dendrogrammen (”sléktskapstriden”),
som erholls efter PFGE, RAPD, 16S rRNA-sekvensering och nox-sekvensering, var ofta mot-
sdgelsefulla. Det var bara B. pilosicoli, som bildade monofyletiska grupper (med gemensamt
evolutionirt ursprung) i alla systemen. Av de fem arter, som undersoktes, bildade alla fem
monofyletiska grupper enbart i dendrogramen fran nox-sekvenseringarna (1, 2). Vi kunde ock-
sa konstatera att PCR-systemen inte var helt tillforlitliga och darfor inte lingre kan betraktas
som specifika (6, 8, 10, 17). Detta problem dr mest uttalat vid karaktérisering av stammar fran
andra djur dn gris. MLST-systemet kunde anvindas for identifiering av huvuddelen av
patogena stammar fran gris (1, 3).

Brachyspira hos virphons. Efter renodlingar kunde 30 isolat representerande olika fenoty-
per och 18 olika besittningar viljas ut for vidare karaktérisering. Foljande arter kunde identi-
fieras: B. alvinipulli och B. intermedia, som orsakar diarré, samt B. innocens, B. murdochii
och ”B. pulli”, som inte anses vara sjukdomsframkallande. For fyra isolat, kunde arttillhorig-
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het inte faststéllas. Anmérkningsvirt var att B. pilosicoli, som dr en vanlig sjukdomsframkal-
lande art i andra ldnder och som eventuellt 4r en zoonos, inte hittades (5, 8, 10). Slutsatsen
som drogs fran materialet dr att brachyspiror dr en potentiellt viktigt orsak i Sverige till eko-
nomisk forluster i dggniringen.

Brachyspira hos krakfaglar. Tarmspiroketer isolerades fran 43 av totalt 116 krakfaglar och
isolat finns fran alla tre provtagna arter. De dr alltsa vanligt forekommande hos krakfaglar.
Samtliga faglar var friska individer i normal kondition utan tecken pa diarré, utom en avmag-
rad ungkraka med koccidios (parasitsjukdom). Vid obduktion och mikroskopisk undersokning
kunde forekomsten av tarmspiroketer inte kopplas till tarminflammation eller annan sjukdom.
PCR pa tarmspiroketerna visade falskt positiva reaktioner med ett PCR-system, som tidigare
ansags vara specifikt for arten B. pilosicoli, vilken orsakar tarminflammation och diarré hos
gris och tamhons. Nyligen har vi visat att det andra PCR-systemet (baserat pa andra primers),
som anvinds av manga andra rutin- och forskningslaboratorier runt om i vérlden for att pavisa
B. pilosicoli ocksa ger falskt positiva reaktioner vid analys av isolaten fran krakfaglar. Sek-
vensering av 16S rRNA-genen och nox-genen visade att samtliga isolat fran krakfaglarna var
genetiskt mycket lika varandra, men ej identiska. Vid jaimforelse med kinda arter inom sliktet
Brachyspira utgor isolaten fran krakfaglar den genetiskt mest avvikande gruppen, och de rep-
resenterar en egen art som inte tidigare varit kdnd. Vi har preliminért foreslagit dessa bakterier
som en ny art under namnet ”B. corvi”. Vara resultat talar starkt for att isolaten ska klassifice-
ras inom sléktet Brachyspira (7, 10). Genom ljus- och elektronmikroskopiska undersokningar
har spiroketer pavisats i tarmkanalen hos krakfaglar (kaja), som &r koloniserade av ”B. corvi”.
Bakterierna dr lokaliserade till bade tunntarm och grovtarm. Brachyspiror forekommer hos
andra djur, med ett fatal undantag, endast i grovtarmen (kolon och blindtarm). Spiroketerna
hos krakfaglarna aterfinns fokalt (stdllvis) i tunntarmen dér de faster vinkelritt in i tarmslem-
hinnan pa ytan av tarmvilli pa ett karaktiristiskt sdtt men med en okidnd mekanism. Detta
mikroskopiska monster paminner om det som kan observeras hos gris, tamhons och mén-
niskor vid kolonisation med B. pilosicoli och hos ménniska dven med B. aalborgi (12).

Brachyspira hos vilda grisénder. Femton olika fenotypiska monster pavisades, varav endast
6 dr forenliga med godkinda Brachyspira-arter. Ingen speciell fenotyp dominerade materialet,
men néstan var femte isolat hade samma fenotyp som typstammen for B. alvinipulli. Bara ett
fatal isolat av B. alvinipulli fran tamféaglar finns tidigare rapporterade. Endast 4 av 215 isolat
var starkt positiva for t/lyA-genen, vilket visar att B. hyodysenteriae forekommer relativt sillan
bland vilda grisidnder. Cirka 1/4 av alla isolat var PCR-positiva for B. intermedia, d.v.s. B.
intermedia tycks vara en vanlig art hos vilda grisiander. Manga svagt hemolyserande tryptofa-
nas- (indol-)positiva isolat var negativa och nyligen publicerade data visar att B. intermedia
sannolikt bestar av flera olika arter. Ungefir 45 % av isolaten var positiva i bada PCR-syste-
men for B. pilosicoli (och ”B. corvi”), vilket konfirmerar tidigare fynd fran Australien (20) att
B. pilosicoli 4r vanlig hos andfaglar. Cirka 25 % av isolaten kunde ej identifieras med PCR.
Bland de 215 spiroketisolaten hittades manga nya fenotyper och detta talar for att manga av
isolaten innehaller fler 4n en art/genotyp och/eller att den fenotypiska biodiversiteten dr storre
hos fagel-brachyspiror dn hos brachyspiror fran daggdjur.

Baserat pa sekvenseringsresultat har vi hittat féljande arter hos vilda grisénder:

B. pilosicoli: stammarna &r fenotypiskt hogst varierande och inkluderar forutom den klassiska
fenotypen (w-++-) dven starkt hemolyserande stammar, hippurikasnegativa stammar som ir
genetiskt mycket lika de isolat fran grisar, vilka tidigare har beskrivits fran Finland och isolat
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som har en fenotyp Overenstimmande med B. alvinipulli. Alla dessa isolat dr positiva i bada
PCR-testerna for B. pilosicoli. 1 det fylogenetiska tridet bildas flera nirbesldktade undergrup-
per, vilket talar for en hog biodiversitet inom arten hos grisidnder. Vid nox-sekvensering bildas
det dock flera separata kluster, men betydelsen av detta intressanta resultat dr oklar och maste
analyseras ytterligare. Brachyspira pilosicoli har tidigare pavisats hos @nder, men denna stu-
die dr den forsta dir ett antal isolat fran vilda dnder och deras biodiversitet beskrivs. Denna
hoggradiga inomartsvariation har tidigare aldrig beskrivits for B. pilosicoli. I forlingningen &r
studien intressant ur bade epidemiologiskt och zoonotiskt perspektiv eftersom liknande B.
pilosicoli-stammar har isolerats fran manniskor (kolerapatienter) i Asien.

B. alvinipulli-liknande stammar: B. alvinipulli-liknande stammar med fenotypisk variation,
ddr en del isolat avviker fran typstammens fenotyp, har pavisats. Dessutom har de sekvens-
skillnader i 16S rRNA-genen och vid fylogenetisk analys bildar de ett spretigt kluster utan
tydlig inbordes indelning i undergrupper. Liknande resultat erholls vid analys av nox-genen. |
dagslédget &r det oklart huruvida de tillhor en eller flera olika arter. Vissa av stammarna &r
dock genetiskt lika typstammen (C17"). Eftersom denna art sannolikt ir vanligare &n vad
vetenskapssamhillet hittills kint till och eftersom den dr sjukdomsframkallande dr vara
resultat synnerligen viktiga och det finns anledning att ytterligare studera arten i detalj.

”B. pulli”: ir en icke-erkind art som tidigare har pavisats endast hos tamhons i bl.a. Austral-
ien och Sverige. Dess enteropatogena potential &r i dagsldget oklar. Fyra av isolaten i studien
verkar tillhora denna art.

B. intermedia: fyra isolat i studien representerar sannolikt B. intermedia eller nirbesliktade
arter. FOr nédrvarande utgor isolat av denna typ kanske de besvirligaste inom Brachyspira-
diagnostiken och det finns tydliga indikationer pa att de egentligen utgor flera olika arter.
PCR-resultaten dr svartolkade och ett isolat &r t.ex. positivt for B. hyodysenteriae med PCR.
”B. corvi”: ett av isolaten idr langsamvixande och har ett avvikande makroskopiskt utseende.
Sekvensering visar att detta isolat dr nira besldktat med ”B. corvi” som vi nyligen beskrev
fran krakfaglar (7). Resultaten av hela delprojektet finns publicerade (17).

Brachyspira hos andra vilda faglar. Fran de totalt 48 proverna fran Antarktisexpeditionerna
isolerades 4 primérisolat av Brachyspira sp. Fran expeditionen 2002 var provet fran den storre
slidnébben fran Livingstone Island positivt och fran expeditionen 2009 var prover fran 3 kelp-
giss fran Falklandsdarna positiva. Den laga forekomsten kan avspegla artskillnader, geogra-
fiska skillnader och/eller vara en konsekvens av att proverna inte kunde tas om hand forridn
efter flera veckors transport. Primédrkulturerna renodlades genom seriespéddning och totalt er-
holls sju unika isolat. Tva av dessa isolat var fenotypiskt och genetiskt lika arterna B. alvini-
pulli respektive “B. pulli” som férekommer hos tamhons i Nordamerika, Europa (Sverige) och
Australien och hos flyttande grisinder som provtagits i Sverige, jfr. ovan (11, 17). Ovriga iso-
lat tillhor sannolikt unika hittills okénda arter. Ett par av dessa isolat dr svagvixande spiroke-
ter som dr genetiskt ndrmast besliktade med “B. corvi” och ett isolat &r mycket likt ett tidigare
isolat fran en ejder fran Stockholms skirgard. Resultaten fran Antarktisstudien kommer att
sammanstillas for publicering under 2012 (18).

”Nya” Brachyspira-arter med Kklinisk och/eller diagnostisk betydelse. Vara resultat visar
att ”B. suanatina” ger ligre DNA-DNA-hybridiseringsvérden dn 65 % for samtliga officiellt
godkiénda arter inom genus Brachyspira och det hogsta virdet (64 %) erholls med B. hyody-
senteriae och B. intermedia, vilket 6verensstimmer vil med den 16S rRNA-baserade fyloge-
nin. I ett annat nérliggande projekt rorande brachyspiror hos vilda gnagare har vi hittat tre
potentiellt nya arter (’B. muridarum’”, ”’B. muris” och ”B. rattus”) och dessa arter har karakte-
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riserats biokemiskt och genom fylogenetiska analyser. Vi har @nnu inte kunnat fa de poten-
tiellt nya arten godkinda, men de finns foreslagna i avhandlingar (1, 10, 14) samt vetenskap-
liga artiklar (4, 7, ,13, 15) och vidare arbete pagar med i forsta hand ”B. suanatina”.

Biodiversitet inom arten Brachyspira alvinipulli. Fenotypisk analys har genererat en del
Overraskande resultat. Det har visat sig att den fenotyp, som typstammen for B. alvinipulli
(C17) har, inte dr karaktiristisk for arten. En del av de utvalda isolaten har vid nirmare studier
visat sig representera B. pilosicoli (bl.a. isolatet fran gris) och denna fenotypiska variant av B.
pilosicoli har tidigare inte beskrivits. Som véntat dr alla isolaten hittills negativa i alla PCR-
tester (med undantag for dem som visats representera B. pilosicoli). Sekvensering av 16S
rRNA- och nox-generna har visat att det finns en betydande genetisk variation mellan isola-
ten. De bildar dock ett sammanhallet kluster utan tydlig indelning i subkluster. DNA-DNA-
hybridisering (se ovan) utfordes pa ett isolat fran en smaskrake och typstammen C1”. Analy-
sen visar overraskande att de inte tillhor samma art. Sammantaget visar ovanstaende resultat
att biodiversiteten inom denna grupp av spiroketer dr mycket hogre én forvintat. Det gar inte
idag att sdga vilka av isolaten som dr B. alvinipulli. Tillhor alla samma art eller flera olika
arter? Studierna har dock visat att B. alvinipulli-liknande isolat finns hos en rad andra fagelar-
ter dn tamhons. Ett tidigare beskrivet hundisolatet tillhor ocksd samma grupp bakterier. I
nuldget gar det inte att utveckla en diagnostisk PCR, eftersom arttillhorigheten hos isolaten dr
oklar. For att kunna gora det krévs ytterligare studier, inklusive DNA-DNA-hybridisering pa
flera av stammarna. Resultaten 4r &nnu ej publicerade.

Ny gen for p-laktamresistens beskriven. Kinslighet for olika antibiotika undersoktes bland
48 karaktdriserade brachyspira-isolat fran vidrphons och vilda grisinder (16). Resultaten
visade hog kinslighet for de testade substanserna bland isolaten fran virphons, vilket star i
kontrast mot andra ldnder dér antibiotikaanvéndningen till fjiderfin dr hogre én i Sverige. En
ny variant av en klass D B-laktamasgen (blaxa-192) hittades dock hos ett isolat av B. pilosicoli
fran en vild grisand. Denna gen medierar resistens mot B-laktamantibiotika, till vilka t.ex.
penicilliner hor. Detta &r forsta fyndet av en sadan gen fran den vilda faunan, som antas ha
laggradig exponering for antibiotika.

Diskussion

Stor biodiversitet och stor utbredning inom sliiktet Brachyspira: Viktiga och delvis ovin-
tad slutsats av detta projekt dr att bakterier inom slidktet Brachyspira &r genetiskt mycket mer
variabla, geografiskt mer spridda och har fler naturliga virddjur 4n tidigare ként. Detta har di-
rekt relevans for diagnostik, smittspridning och mojligheter till framgangsrik bekdmpning
bland tamdjur. Den stora variationen inom sléktet och de “flytande” grinserna mellan de olika
brachyspira-arterna innebir att det tyvirr idag inte finns nagon enskild diagnostisk metod for
sidker identifiering av alla brachyspiror, utan man maste anvianda en kombination av ofta kost-
samma och arbetskrivande metoder, sidrskilt vid studier av isolat fran andra arter dn gris.
MLST-system kan troligen forbéttras avsevért genom att utnyttja andra gener @n de som ut-
nyttjades i vart system, som dock visade sig var anvidndbart for patogena brachyspira-arter
fran gris. Sekvensering av 16S rRNA genen och fylogenetisk analys har visat sig vara en myc-
ket anvindbar metod for preliminir artbestimning och bedomning om ett visst isolat dr rent
eller bestar av olika stammar. Med stor sannolikhet finns det en rad okénda, dnnu ej karaktiri-
serade Brachyspira-arter och varianter bland vilda faglar som vi idag saknar kunskap om ifall



de har formaga att kolonisera tamdjur och orsaka sjukdom. Detta projekt har dven i hog grad
bidragit till att kunskapen har okat om forekomst och naturliga vérddjur for de olika arterna,
men det finns fortfarande stora kunskapsluckor. Insikten att Brachyspira-arter sannolikt dr
utbredda i naturen bland vilda djur och att de dven finns pa avligsna platser innebér pa sikt
okade mojligheter att forebygga infektionen hos tamdjur.

Komplex bakterieflora: Vara resultat visar att faglar ofta bér pa flera arter/varianter samti-
digt, vilket kridver renodling och mycket noggrann diagnostik. Detta fenomen har ofta forbi-
setts, men har nyligen uppmirksammats dven bland grisar, vilket kan forklara en del mérkliga
resultat fran litteraturen. Inom ramen for projektet har vi utarbetat effekiva metoder for att
renodla brachyspiror liksom for att eliminera kontaminanter (bakterier av andra typer) som
kan vara ett betydelsefullt diagnostiskt problem genom att virdefulla isolat gar forlorade.

”Brachyspira corvi” — art som litt kan forbises: Det finns inga beldgg for att tarmspiroketer
hos krakfaglar dr sjukdomsframkallande. Pavisande av brachyspiror hos tittingar dr inte bara
ett fynd inom en ny fagelordning utan visar @ven att vi hittills har underskattat biodiversiteten
inom sléktet Brachyspira. Forekomst av ”B. corvi” utgor potentiellt ett viktigt differential-
diagnostiskt problem for de laboratorier som forlitar sig pa enbart PCR for att artbestimma
brachyspiror. Det 4r viktigt att bestimma vilka djurslag, som kan vara bérare av ”B. corvi”
for att man ska kunna bedoma riskerna for en falskt positivt reaktion, om man anvinder 16S
rRNA-baserade PCR-system for B. pilosicoli. Forekomsten av ”B. corvi” hos andra fagelarter
(och diggdjur) ér i dagsldaget oklar. Nyligen har vi dock pavisat ett mycket nérbesliktat isolat
fran en flyttande grisand (17) och liknande bakterier kan férekomma hos andfaglar i Sydame-
rika. Forekomsten av ”B. corvi” kan vara underskattad eftersom arten véxer langsamt in vitro
och bildar sma kolonier och otydlig svirmning, som litt kan forvixlas med andra bakterier.

Ar andfaglar naturliga viirddjur for brachyspiror? Baserat pa véra resultat finns nu starkt
stod for att betrakta andfaglar som naturliga vérddjur for brachyspiror, inkluderande samtliga
idag kinda sjukdomsframkallande arter hos tamdjur: B. hyodysenteriae, B. pilosicoli, B. inter-
media, ”B. suanatina” och B. alvinipulli. Vart projekt ar den forsta studien, som visar pa den
enorma komplexitet och biodiversitet som brachyspirafloran i tarmen hos en vilt levande fa-
gelreservoar kan utgora. Studien visar ocksa pa en genetisk likhet mellan dessa isolat fran vil-
da faglar och isolat som hérstammar fran tamdjur. Det finns dven anledning att spekulera om
dnder utgor en killa for nya varianter av brachyspiror som potentiellt kan spridas till tamdjur
och mojligen till ménniskor. Det faktum att dnder ofta &r koloniserade av flera olika arter
och/eller genetiska varianter samtidigt i samma del av tarmen kan utgéra en grund for
genetiskt utbyte mellan bakterierna. Brachyspiror kodar i sin kromosom for en s.k. profag
som kan slumpmaéssigt Gverfora segment av arvsmassan till andra brachyspiror och dédrigenom
ge upphov till nya varianter. Detta dr ett mycket angeldget framtida forskningsomrade.

”Nya” Brachyspira-arter med Kklinisk och/eller diagnostisk betydelse: Som ett resultat av
projektet har fem potentiellt nya brachyspiraarter (’B. corvi’, ”B. muridarum”, ”B. muris”,
”B. rattus” och ”B. suanatina’) beskrivits. Studierna har hittills konfirmerat att ”’B. suanatina”
utgor en ny sjukdomsframkallande art hos gris inom sléktet Brachyspira. Arbete aterstar dock
med alla arter innan de foreslagna namnen kan godkinnas av den taxonomiska kommittén.

Sammanfattning. Internationellt sett dr brachyspira-infektioner ett stort och vixande problem
bland tamdjur, som kompliceras av att antalet verksamma antibiotika minskat pa senare tid. I
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detta forskningsprojekt har en stor médngd nya data genererats som kan utgora en bas for fort-
satta studier av brachyspiror. Vi har fokuserat pa de bristfilliga diagnostiska metoderna och pa
biodiversiteten inom detta bakterieslikte. Kunskapen om att det finns en naturlig reservoar i
naturen, som kan transportera bakterierna dver stora omraden, ger nya aspekter pa epidemio-
login och mojligheterna att eliminera smittan fran enskilda besittningar, regioner och lidnder.
Fynden av fem hittills okdnda Brachyspira-arter visar att var kunskap &r otillricklig.
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