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Bakgrund

Svenska fjaderfabesattningar drabbades forsta artiondet pa 20-hundratalet av en markant uppgang
av botulismutbrott. Med anledning av detta genomférdes en karaktdrisering av de genetiska
egenskaperna hos den sjukdomsframkallande bakterien ar 2008-2010 (projekt, Helgenomisk
karaktarisering av isolat fran fagelbotulismutbrott). | detta projekt framkom att bakterien, utéver det
vilkdnda botulinum-toxinet dven bar pa en uppsattning av andra gener som kan fungera som
toxiner/virulensfaktorer. Dessa fanns framforallt lokaliserade pa sa kallade plasmider, en slags mini-
kromosom som ofta kan forflytta sig mellan bakteriestammar. Det ar kdnt att faglar ar relativt
motstandskraftiga mot botulinumtoxinet jamfort med manga andra djur och resultaten av den férsta
studien ledde till hypotesen att bakterien dr beroende av flera toxiner/virulensfaktorer for ge en
tillrackligt effektiv infektion i faglar for att orsaka utbrott. Med anledning av detta ville vi genomfora
detta projekt dar vi tagit bort botulinum-toxinet och dven ytterligare toxiner/virulensfaktorer for att
pa sa satt skapa bakteriestammar som skulle kunna ge subklinisk infektion och darmed leda till ett
immunologiskt skydd mot efterféljande exponering av botulinum-stammar.

Botulism hos fjaderfi

Botulism ar en sjukdom som orsakas av botulinumneurotoxinet ofta forkortat som BoNT. Detta toxin
ar ett protein som tas upp i kroppen och som stér nervernas funktion s3 att férlamning uppstar.
Botulism ar oftast en forgiftning snarare an en infektion. Konsumtion av redan fardigbildat toxin
leder till sjukdomssymptomen. Botulism hos fjaderfa anses snarare vara en s.k. toxikoinfektion, dar
djuren blir sjuka forst efter att sporer av Clostridium botulinum har vaxt till sig i tarmen hos faglar och
bildat aktivt botulinumtoxin. Faglar som drabbas av botulism blir allmant ovilliga att réra sig och vill
mestadels ligger ner. Om de reser sig ror de sig vingligt med okoordinerade rorelser, hanger med
vingarna och har svart att halla huvudet uppratt. Allteftersom paralysen fortskrider far djuren
svarare att andas och blir helt férlamade med hdngande huvud och dor tillslut. Bade vilda och tama
faglar kan drabbas av botulism.

Fjdderfibotulism i Sverige

Under aren 2003-2009 forekom ett antal omfattande utbrott av botulism och detta har gett upphov
till betydande konsekvenser for de drabbade uppfédarna. De senaste aren verkar dock ldget ha
forbattrats nagot. Det kan bero pa ett lagre smittryck, men kan ocksa vara kopplat till tidiga atgarder
for att hindra att ett fullskaligt utbrott byggs upp. En teori ar att tidig lokalisering och avlagsnande av
botulismdrabbade faglar ska kunna hejda uppkomsten av ett stort utbrott och fa bakterien att do ut.

Bakterien som orsakar botulism

Botulism orsakas av sporbildande, gram-positiva bakterier inom slaktet Clostridium, som béar pa
botulinumneurotoxingenen. Denna toxingen har genom historien pa olika satt flyttats éver mellan
bakterier som ar sa pass olika varandra att de egentligen kan ses som olika arter. Trots deras ibland
kraftigt atskiljda genetiska bakgrund brukar alla samlas under namnet Clostridium botulinum. Det
finns tre huvudsakliga grupper av bakterier som orsakar botulism. Grupp | och grupp Il orsakar
botulism hos framforallt manniskor och grupp Il hos djur. Det finns dven nagra mindre vanliga
grupper dar fallen ar mer séllsynta. Komplexiteten 6kas pa ytterligare av det faktum att det finns
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olika varianter av toxingenen som brukar bendamnas typ A-F. Problemen i fjaderfabesattningar
orsakas av bakterier fran grupp lll. Denna grupp bar pa botulinumtoxiner av toxin-typerna C, D, C/D
eller D/C. Formerna som bendamns C/D och D/C &r hybridformer dar halva genen liknar C-typen och
andra halvan D-typen. Framférallt toxin-typ C/D &r vanlig pa faglar. Grupp-lll bakterierna ar inte sa
lika de av grupp | och Il som orsakar botulism hos manniska, men ar daremot mycket lika bakterier
fran arterna Clostridium novyi och Clostridum heamolyticum. Dessa tva arter orsakar andra allvarliga
problem sasom gasbrand hos djur saval som pa méanniska.

Infektionsmodeller med C. botulinum

Tva tidigare infektionsstudier pa kycklingar med C. botulinum grupp Ill sporer har utférts och
beskrivits i tidskrifter (Miyazaki and Sakaguchi 1978; Hyun and Sakaguchi 1989). | bada fallen
anvandes botulinumtoxinbildande bakterier (i sporform) och samtliga djur dog inom 13 dagar.
Doserna som anvindes var 10-1000, respektive 10’ sporer/djur. | den ena studien visades att vissa
faglar fick botulism av doser dnda ner till 10 sporer per djur och att 100 sporer per djur gav botulism i
alla anvanda forsoksdjur. Avsnorning av blindtarmen gav okanslighet mot sporerna vilket visar att
tillvaxt i blindtarmen ar viktig. | den andra studien visades att om djuren gick pa galler blev de inte
sjuka vilket tyder pa att recirkulering av sporer via strobddden/track ar en viktig faktor i
sjukdomsforloppet. Eftersom studierna gjordes for sa lange sedan har vi inte kunnat fa fram en
detaljerad beskrivning hur djuren hélls.

Plasmider och virulensfaktorer

| vara studier har vi funnit att de bakteriestammar som orsakar fagelbotulism bar pa ovanligt manga
plasmider (fristdende genetiska enheter som fungerar som en slags mini-kromosom) och manga av
dem kodar for olika virulensfaktorer. Vi har funnit mellan 4 och 6 olika plasmider i
fagelbotulismisolat. Botulinumtoxinet ar en av de plasmidburna virulensfaktorerna men det finns
dven andra toxingener och potentiella virulensfaktorer. Var hypotes ar att dessa virulensfaktorer
tillsammans skapar forutsattningar for en effektiv toxikoinfektion. | tabell 1 summeras de plasmider
som vi har identifierat i fagelbotulismisolat och vilka toxiner/méjliga virulensfaktorer de bar pa.

Tabell 1. Plasmider i fagelbotulismisolat

Plasmid Toxin/virulensfaktor

P1 Botulinumtoxin, C3-toxin
P2 Alfa-toxin, Clostripain

P3 C2-toxin, Fosfolipas C

P4 -

P5 Epsilon-toxin

P6 Bacteriocin

Material och Metod

Metoder for plasmidscreening av isolerade stammar
For att kunna uppskatta plasmiduppséattningarna hos vara isolerade stammar har vi optimerat en
pulsfalts-gelelektrofores (PFGE)-baserad metod som visar plasmiderna som band pa en agarosgel.



Plasmiderna ar ibland mycket stora och DNA fran dessa bakterier dr oftast av samre kvalitet
beroende pa enzymer som frigérs och partiellt forstor DNA nar vi 6ppnar cellerna. Detta leder till att
banden blir otydligare i denna typ av analys trots optimerande atgarder. | figur 1 visar vi en PFGE-
plasmidanalys av fagelbotulismisolat.
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Figur 1: PFGE analys av plasmider

Som komplement till PFGE-metoden satte vi dven upp en polymeraskedjereaction (PCR)-baserad
analys for detektion av plasmiderna P2-P6. Det finns redan publicerade detektionsmetoder for P1
(Lindberg, Skarin et al, 2010). En PCR-analys paverkas mindre av skador pa DNA och har en hog
kadnslighet. Det sekvensmaterial som projektet " Helgenomisk karaktarisering av isolat fran
fagelbotulismutbrott" levererade gav oss mojligheter att skapa dessa riktade plasmid-analysmetoder.
Startsekvenserna som utgor basen i analyserna redovisas i tabell 2. For att upptacka nya plasmider
behover vi dock anvdanda PFGE- metoden.

Tabell 2 PCR baserad detektion av plasmider

Plasmid Gen Produktstorlek T(°C) ID Startsekvens

P2 alfa-toxin 346 60 p20034_L cagatggaatagttggacctga
p20034_R ttgcacgatatccttcagea

P2 clostripain 300 60 p20035_L cagatggaatagttggacctga
p20035_R gccaccatggtttgacatta

P2 hypotetiskt protein 355 59 p20103_L aatatggctgcaacaacaaaaa
p20103_R gctaggcatttctaccectte

P2 hypotetiskt protein 396 60 p20003_L tgcaaaggatttaaatgaagca
p20003_R tgcttaaacatatccgcecact



P3 c2 toxin 378 60 p30035_L tgactttatcaataaacctgaatct

p30035_R aatagctgactcaggaattatagaa

P3 hypotetiskt protein 469 60 p30001_L gacagctggatgcaactcaa
p30001_R tcttcatccccatagaaataatctg

P3 hypotetiskt protein 385 60 p30002_L tggcaaatttagtgctgctg
p30002_R tggcaaatttagtgctgctg

P4 casenolytiskt proteas 393 60 p40028_L ttggtggacaggaaaggaag
p40028_R tccectatttcacccacaaa

P4 plasmid 348 60

segregationsprotein p40004_L tcattcaaggcaatggtgaa

p40004_R cgcctcttattgtcaagcaa

P4 plasmid replikationsprotein 425 60 p40003_L gggattctattcttggcttatcaa
p40003_R ttgtatggtcctggcaactg

P5 epsilon-toxin 453 60 p50009_L attggacagccgacgattac
p50009_R aggatgaccacctggatttg

P5 fag-relaterat protein 350 60 p50002_L ttgattggataactgaaggtagga
p50002_R gctgtecttgttactggtgttg

P5 hypotetiskt protein 324 60 p50003_L tggaagaaaagatgttccgaagt
p50003_R tttecttcttcccatgtacaatct

P6 bacteriocin 439 59 p60030_L cagatggaatagttggacctga
p60030_R ccttgttttatcctegettga

P6 hypotetiskt protein 420 59 p60001_L gggattctatggttggcttatt
p60001_R gcatgattctggcaactgttatt

P6 hypotetiskt protein 303 60 p60082_L aagcttgccacctegtctta
p60082_R gtttttatttttggaggaatgga

Framtagande av vaccinstammar

Var hypotes ar att genom att ta bort nagon eller nagra av dessa plasmider fran en stam kan vi minska
virulensen och skapa en stam som ger subklinisk infektion, vilken sedan ger ett skydd mot senare
exponering av fagelbotulismbakterier. Botulinumtoxingenen skall inte vara kvar i en sadan
vaccinstam men férhoppningen ar att ett immunologiskt svar mot nagon eller nagra av de andra
virulensfaktorerna kan ge ett skydd mot infektion.

Vi satte upp ett kureringsprotokoll baserade pa varme och novibiocin-behandling i tillvaxtfasen av
bakterierna. Upphettning innebar att bakterierna stressas sa att de plasmider som har
virusegenskaper lamnar bakterierna. Novibiocin saktar ner replikationshastigheten hos plasmider sa
att de inte hinner dela sig i samma hastighet som cellen delar sig. Pa sa satt uppkommer en viss



delmangd "kurerade" bakterier (som saknar en eller flera plasmider) och genom att sa ut och
analysera slumpvis utvalda kolonier pa odlingsplattor kan man fa fram nya varianter av bakterien
som saknar plasmider och darmed aven toxiner/virulensfaktorer.

Vildtypsstammen innehallande samtliga plasmider P1-P5 testades positiv for produktion av aktivt
botulinumtoxin med hjélp av Endopep-masspektrometri (Endopep-MS) (Tevell Aberg, Bjornstad et al.
2013). Med hjalp av den metoden kan man detektera toxinets klyvningsprodukter vilket goér att man
sakert kan saga att provet innehaller ett specifikt aktivt toxin.

Sporer bereddes forst av de tre stammarna (de tva reducerade samt vildtypsstammen) enligt tidigare
beskrivet protokoll (Lindberg, Skarin et al. 2010). Koncentrationen av sporer bestimdes med hjalp av
"most probably number-metoden” (MPN), vilket i praktiken innebar att man gor spadningar av
provet och sedan analyserar vilka spadningar som gett upphov till bakterietillvaxt.

Dérefter bereddes sporer ocksa utan reningsmoment for att minimera risken att paverka sporernas
ytskikt under sporpreparationen.

Infektionsmodellen

Djuren anlande till SVA som daggamla kycklingar (slaktkycklingar fran svenskt klackeri) och
placerades pa strobadd i tva specialkonstruerade golvforsedda stalburar @ 7200 cm2 (0,72 m2) med
varmelampor i SVAs djurhus (Figur 2). Motsvarande burar anvidndes under hela experimentet.
Markning och uppdelning av kycklingarna i grupper om 10 djur i atta burar i tre separata rum skedde
vid en veckas alder. Kycklingarnas miljo efterliknade i stérsta mdjliga man den i kommersiell
uppfédning genom att de gick pa strobadd, hade fri tillgang till mat och vatten samt reglerad
temperatur och ljusinslapp. Det foder som anvidndes valdes i samrdd med produktansvarig for
fagelfoder hos Lantmdnnen. Bade start- och tillvaxtfodret efterliknade kommersiellt
slaktkycklingfoder i naringsinnehall men saknade koccidiestatika. Det innebar ocksa att kycklingarna
skulle avlivas vid fem veckors alder da de natt sin produktionsvikt. De fick daglig tillsyn och vard och
skotsel enligt faststdllda rutiner vid SVAs djuravdelning och detta utférdes av behorig personal.
Halften av strobadden byttes ut en gang i veckan av sanitara skal.

Tre stam-uppsattningar av C. botulinum (fagelbotulismvarianten) testades i de primara férsoken, tva
reducerade stammar (innehallande P2-P5, respektive bara P2) samt en positiv kontroll (fullt virulent
stam med P1-P5). En negativ kontroll anvindes ocksa (inga bakterier). Tva olika infektionsdoser, 10°
och 10° sporer, testades. Varje testgrupp innehéll 10 djur placerade i separat bur. Primira
infektionssdoser administrerades oralt i volymen 0.5 ml med spruta i en vecka gamla kycklingar.
Kycklingar injicerade med negativ kontroll var placerade i ett rum, kycklingar injicerade med
reducerade stammar i ett annat rum och kycklingar injicerade med den fullt virulenta stammen var
placerade i ett tredje rum. Darefter observerades djuren tva ganger dagligen med minst atta timmars
mellanrum for uppvisande av botulismsymptom. Planen var att avliva djuren sa fort tydliga kliniska
symptom/paverkan av  allméntillstandet uppkom. Loggjournaler samt en detaljerad
symptombeskrivning fanns i alla tre rummen for att kunna upptéacka tidiga sjukdomssymptom och da
avliva djuren. Genom tillsyn av djuren tva ganger dagligen var tanken att 6ka chanserna att upptacka
tidiga botulismsymptom och darmed minska onddigt lidande. Férvantningarna var sadana att
vildtypsstammen (positiv kontroll) skulle orsaka botulism. Symptomen fran de modifierade isolaten
ar inte kdnda men férvdntades vara lindrigare an det fullt virulenta isolatets.



Vid tva veckors alder injicerades tva nya grupper med kycklingar med 10° sporer av den senare
batchen av vildtypssporer dar sporerna utsatts for mindre rening for att minimera paverkan,
respektive en ny batch beredd enligt tidigare protokoll.

Under infektionsforsoket samlades trackprover in fran rummet med positiv kontroll och testades for
pavisning av botulinumsporer enligt Lindberg, Skarin et al, 2010.

Avlivning och Provtagning

Samtliga faglar avlivades vid 4,5 veckas alder med hjalp av avlivningsvatska. | samband med avlivning
av faglarna togs blodprov och blindtarmar ut fran alla faglar injicerade med vildtypsstammen. Blodet
centrifugerades samma dag och serumet analyserades for detektion av aktivt botulinumtoxin med
hjdlp av Endopep-MS. Blindtarmar analyserades for férekomst av C. botulinum-sporer av
vildtypsstammen enligt Lindberg, Skarin et al, 2010.

Resultat

Med hjédlp av PFGE-och PCR-metoderna har vi screenat vara tillgangliga isolat och kartlagt de
naturliga plasmidvariationerna. Den variant av botulismbakterie som orsakat majoriteten av
problemen i Sverige har mellan 4 och 5 plasmider.

Vi anvande kureringsprotokollet pa den utvalda stam som innehdll flest antal plasmider och som var
isolerad fran ett botulismutbrott pa svensk slaktkycklinganldggning. Vi fick fram en panel med
modifierade isolat dar enstaka eller en kombination av virulensbarande plasmider saknades (tabell
3). Stam 1 och 5 valdes ut som vaccinkandidater for infektionsmodellen.

Tabell 3. Stammar med varierad plasmiduppsattning

P1 P2 P3 P4 P5
Staml - + + + +
Stam?2 + + + - +
Stam3 - + + - +
Stam4 + + + - -
Stam 5 - + - -
Stam 6 - + + - +

Vi ville undersdka hur virulensen har paverkats fér de modifierade isolaten samt om de kunde ge ett
skydd mot efterfoljande exponering av ett fullvirulent isolat. Infektionsforséken skedde vid enhet for
virologi, immunbiologi och parasitologi i SVAs djurhus. Djuren anlande till SVA som daggamla
kycklingar och placerades pa strobadd i tva stalburar (Fig. 2).




Figur 2. Daggamla kycklingar har just anlant till SVAs djurhus och placerats i specialkonstruerade
burar. Motsvarande burar anvandes under hela experimentet.

Fyra dagar efter infektion kunde sporer pavisas i track fran de kycklingar som injecerats med den
hogre dosen av vildtypsstammen, medan sporer ej pavisades i track fran faglar injecerade med den
lagre dosen. Efter en vecka fick vi samma resultat. Efter vecko-stadningen kunde vi inte langre pavisa
sporer i track hos infekterade faglar, vilket tydde pa att sporerna ej hade véaxt i kycklingarna. Efter tva
veckor hade fortfarande inga kycklingar visat nagra tecken pa botulismsymptom, varken de injicerade
med den virulenta vildtypsstammen eller med de reducerade stammarna.

Vid avsaknad av botulismsymptom vid tva veckors alder férbereddes en ny sporuppsattning av
vildtypsstammen. Den har gangen bereddes sporer utan reningsmoment fér att minimera risken att
paverka sporernas ytskikt under sporpreparationen. Vid tva veckors alder injicerades tva nya grupper
med kycklingar med dessa sporer, respektive en ny batch beredd enligt tidigare protokoll.
Anledningen till att vi administrerade sporer som beretts enligt tidigare protokoll var att vi inte visste
om aldern kunde ha nagon paverkan pa foérloppet. Efter ytterligare 10 dagar avlivades samtliga faglar
utan att nagra botulismsymptom uppvisats heller i de grupper som blivit injicierade i andra férsoket.
Inga symptom av nedsatt hélsa visades heller bland kycklingar injicerade med vaccinstammar eller
negativ kontroll.

Samtliga serumprov var negativa for botulinumtoxin. Samtliga blindtarmar var negativa for
botulinumsporer.

Diskussion

Genom detta projekt har vi fatt okade kunskaper om de stammar som orsakat botulism i
slaktkycklingbesattningar de senaste aren. Vi vet nu att de flesta stammarna bar pa en stor
uppsattning plasmider, men att det skiljer sig at mellan narbeslaktade isolat. Den informationen &r i
sig vardefull for epidemiologiska studier.

Malsattningen under infektionsforsoken var att efterlikna miljon pa en slaktkycklinganlaggning i
mesta mojliga man. Forsoksrummen har dock hoga krav pa att smittdmnen inte skall kunna spridas
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och utgdr darfér ofrankomligen en onaturligt steril miljo. Aldre tiders férsoksrum var troligen mindre
sterila &n de som anvands idag. | de tva tidigare japanska infektionsstudier som finns dokumenterade
déar djuren blev sjuka av botulism beskrivs djurens levnadsforhallanden knapphandigt.

| var infektionsmodell véxte inte sporerna till sig i kycklingarna och slutsatsen vi kan dra i och med det
ar att det kravs fler faktorer dan enbart ett introducerande av botulinumsporer i slaktkycklingmiljén
for att djuren ska bli sjuka. Detta i sig ar en viktig och ny kunskap da man tidigare, baserat pa
litteraturen, kunnat utga ifran att kycklingar blir sjuka om botulinumsporer i tillrackligt hég grad finns
narvarande i deras omgivning. Bada doserna av sporer vi testade var fullt tillrackliga for att orsaka
botulism enligt tidigare infektionsmodell och vi tror darfor inte att djuren hade blivit sjuka om vi 6kat
infektionsdosen. Vi vet ocksa att den vildtypsstam som anvédndes i detta forsok som isolerades fran
ett utbrott i slaktkycklingbesattning sa sent som 2008 har kapaciteten att orsaka botulism da den
virulensbestamdes innan forsokets borjan.

Da sjalva infektionsmodellen inte fungerade gick det inte att testa effekterna av de framtagna
vaccinkandidaterna. For att kunna gora detta maste det undersokas vilka faktorer i kycklingarnas
miljo som bidrar till 6kad risk for botulism. Detta ar ett stort atagande och maste hamna inom
ramarna for ett nytt forskningsprojekt. Mojliga faktorer som skulle kunna spela in for om sporerna
vaxer till sig i kycklingtarmen ar; pH i foder och i tarmen, bakteriesammansattning i tarmen, stress,
strobdddens och den allmanna miljons renhet, foder och vattenautomaters utformning.

Slutsatser
e De stammar som isolerats fran svenska fjaderfautbrott innehaller en stor men varierande
mangd virulensbarande plasmider
e Enbart ett introducerande av botulinumsporer i en kontrollerad forséksdjursmiljo racker inte
for att djuren ska bli sjuka
e Yitterligare forskning bor bedrivas om hur djurens levnadsférhallanden paverkar risken for
uppkomst av botulism

Resultatformedling till nidringen

Det kravs fler faktorer an enbart ett introducerande av botulinumsporer i slaktkycklingmiljon for att
djuren ska bli sjuka av botulism. Det ar mojligt att miljofaktorer och sammansattning av foder kan
paverka tillvaxten av botulinumsporer i tarmen hos faglarna. Riskfaktorer bor utredas ytterligare for
att ta fram atgarder mot botulismutbrott.
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