Resistensbestimning av fistingar och dess relevans for fastingburna infektioner hos far
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Bakgrund

Fistingburna infektioner

| Sverige kan fastingar béra pa ett antal olika smittor, déribland bakterien A4.
phagocytophilum. Artkomplex av denna organism infekterar leukocyter hos ett flertal
djurslag, inklusive minniska (Parola et al., 2004). Arslamm som drabbas av denna bakterie far
sk betesfeber och uppvisar symtom som ledbesvir, forstorade lymfkortlar samt ibland dven
dodsfall inom nagot dygn. Under den akuta fasen blir djurets immunforsvar kraftigt forsvagat
vilket kan bana vig for andra infektioner och ha ett mycket snabbt forlopp. En annan
fastingburen smitta, Babesia divergens, en protozo som forokar sig i de roda blodkropparna
hos notkreatur och orsakar babesios eller sommarsjuka. Alla smittade djur blir kroniska
smittbarare under flera ar. Det tredje smittdmnet dr en grupp borreliabakterier dar vilda
gnagare dr viktiga reservoarer for bakterien. Dessa overfors med féastingar till savil djur som
ménniskor (Juntila et al., 1999). I Sverige har 13 olika arter av fastingar tillhérande familjen
Ixodidae pavisats (Jaenson et al., 1994). Av dessa var merparten 3-vardsféstingar, d v s de
olika utvecklingsstadierna, larv, nymf och adult parasiterar olika virdar. Detta medfor att en
effektiv spridning av smittdmnen fran t ex gnagarpopulationer till storvilt, domesticerade djur
samt minniska. Den dominerande och mest geografiskt utbredda féstingen i landet &r Ixodes
ricinus, allmén fasting. Féastingen har dessutom ett brett vardspektrum vilket gor den till en
effektiv smittspridare, vektor, for samtliga i landet forekommande féstingburna smittor,
utover de tidigare nimnda, t ex TBE-virus (Haglund, 2002) och Francisella tularensis
(Morner, 1994). Fastingen, Haemaphysalis punctata, vars 6stliga utbredningsomrade medfor
att den aterfinns mest pa Oland och Gotland med enstaka fynd pa sydostra fastlandet
(Mamsten & Chirico, 2008). Om denna dstliga art &r mer bendgen eller kompetent att
overfora A. phagocytophilum var en fragestéllning for projektet att studera med hjélp av bl a
molekylira tekniker. Det 6vergripande syftet med projektet var dock att faststélla
resistenssituationen i fastingpopulationer gentemot de preparat (akaricider) som har anvénts
som fastingprofylax hos arslamm under en lang rad ar.

Resistenta fistingar

Internationellt har problem med fastingburna infektioner 6kat med tilltagande

akaricidresistenta fastingpopulationer (Foil et al., 2004). Trots att det sedan ldange finns
metoder att testa fastingars resistens mot olika substanser (FAO, 1971; 1984), tilltar
resistensproblematiken. Detta tros bero pa undermaélig applikation av akaricider dar bristféllig
exponering av aktiva substanser medfor att fastingar utvecklar tolerans och sedemeraresistens
mot substanserna eller hela substansgrupper (Eider et al., 2003). Darfor rekommenderas att
behandlingsmetoder kontinuerligt utvarderas och att skilda typer av aktiva substansgrupper
anvinds for att forsvara uppkomsten av resistens. De flesta registrerade preparat for
fastingprofylax i Sverige bestar av syntetiska pyretroider. Innan projektstarten, 2006,
uppméirksammades en 6kning av ledbesvir, feber ibland med dédsfall som f6ljd hos arslamm
pa Gotland. Vid obduktion observerades forstorade lymfkortlar samtidigt som A.
phagocytophilum kunde pavisas (Schwan, personlig kommunikation). De syntetiska
pyretroiderna deltametrin och alfacypermetrin ar de preparat som uteslutande anvéinds som
fastingprofylax pa far pa Gotland. Mot ovan angivna bakgrund samt att dessa preparatgrupper



har anvints under lang tid, med varierande behandlingsresultat, inleddes studier avseende
fastingars resistens mot deltametrin och alfacypermetrin.

Projektaktiviteter och genomforda studier

Studerade besittningar

Féltstudier dir insamling av fastingar samt blodprov dir anaplasmos misstianktes har bedrivits
i sex besittningar under 2006 och i fem beséttningar under 2007 dar arslamm har vistats pa
beten med tidigare historik av betesfeber orsakad av A. phagocytophilum. Vid obduktionsfall
fran studerade besittningar med misstanke om anaplasmos analyserades mjilte for pavisande
av A. phagocytophilum. | samtliga studerade besittningar har fastingprofylax genomforts
arligen, m a o behandling av arslamm var tredje vecka fran betessldapp fram till midsommar.
Deltametrinpreparatet var forstaval da det ansags ha en battre effekt. Alfacypermetrin hade
darfor bara anvints sporadiskt Som alternativpreparat.

Resistenstest av fistingar

Fastingar har insamlats med flaggmetod (Mglon & Jaenson, 1993) dir en 1x1,5 m flanellduk,
far viardsokande féstingar att haka sig fast i denna. Duken drogs 6ver 5 forutbestamda sektorer
pa ca 100 m® av varje bete. Insamlade fistingar dverfordes till ror for att transporteras till
laboratoriet for identifikation och resistenstestning samt analys med avseende pa
Anaplasmainfektion. Insamlingar genomfordes vid tre tillfdllen pa 12 beten tillhdrande sex
besittningar under 2006 (060522-24; 060703-05; 060827-29) samt vid tre tillfdllen pa sju
beten tillhérande fem besittningar under 2007 (070528-29; 070713-18; 070901-04). Antal et
beten reducerades och en besittning exkluderades till det andra projektaret dé dessa lokaler
uppvisade ringa miangd fastingar alternativt att vare sig fastingar eller arslamm med

g ukdomssymtom patréaffades under 2006. Denna resultatredovisning ar darfor baserad pa
fangster och studier fran beséttningar som kunnat f6ljas under bada projektaren. Cirka 90 %
av det studerade fastingmaterialet dr fran 2006. Daliga viaderforhéallanden, regn, under vissa av
20074ars provtagningstillfallen omintetgjorde insamling av fastingar. De fastingar som vl
kunde samlas in efter sidana tillfallen dog och forstordes till stor del av svampinfektioner i
behallare under transport eller i avvaktan pa resistenstest.

Besittningarna var beldgna pa S. Karlso (”5”), Nis (endast med i studien under 2006), Hemse
(’3”) samt tre besittningar pa Ostergarnslandet (’1”’; 72”; ”4”) (anvinds framgent som
identifikation for besattning samt tillhrande betesmarker). Totalt insamlades ca 8 000
fastingar. Av dessa bestdmdes 6 358 till art och utvecklingsstadium (Tab. 1). Endast tva arter
kunde noteras, 1. ricinus (10 %) och H. punctata (90 %), vilket var mycket anmarkningsvart.
Av dessaresistenstestades 692 fastingar. Testet utfordes pa 314 1. ricinus (45 %) och 378 H.
punctata (55%).

Ursprungligen avsags resistenstestet att utforas enligt FAOs testprotokoll (FAO, 1971; 1984).
Testforfarandet bygger pa att gravida honor lagger 4gg och larver kldcks. Dessa exponeras for
olika koncentrationer av substanser de misstanks vara resistenta mot. Testet bygger pa en s k
pasmetod dér filterpapper formas till pasar och impregneras med aktiv substans. Déarefter
innesluts larvernai pasarna varefter andelen 6verlevande individer registreras efter 24 timmar.
Da vi samlade fastinghonor pa obehandlade tackor visade det sig dock vara svért att kldcka ut
larver. Detta forfarande skulle medfora att studien omfattade endast avkomma fran ett fatal
individer. Dessutom blev arbetsinsatsen for insamling av gravida honor svar att genomfora da
flera personer samt hund behovdes for att samla och undersoka faren. Darfor beslutades det



att utfora testet pa vardsokande féastingar insamlade pa betet med en s k diskriminativ
resistenstest (modifierad efter Miller et al., 2002) dér infangade fastingar i olika
utvecklingsstadier exponerades for olika koncentrationer av deltametrin och alfacypermetrin
ochi ovrigt genomfordes enligt FAOs testmetod (FAO, 1971; 1984). V atten respektive
alkohol anviandes som kontroll.

Ingen resistens kunde pavisas mot de testade preparaten da samtliga fastingar visade sig vara
mycket kansliga for bade deltametrin och alfacypermetrin.

Anaplasmainfektioner

Fastingar analyserades med en RealtidsPCR (Polymeras Chain Reaction) dér nukleinsyra fran
A. phagocytophilum pévisas. Totalt analyserades 156 poolade stickprov av fastingar i olika
stadier av de bada forekommande arterna. Varje pool bestod av ca 10 féstingar av samma
utvecklingsstadium och art som insamlats pa ett och samma bete vid ett visst datum. Eftersom
den storsta delen av det insamlade materialet var fran 2006 bestod 141 av poolerna av
fastingar fran detta ar.

Ingaav de analyserade féstingproverna fran 2007 innehdll 4. phagocytophilum. Daremot
kunde smittimnet pavisas i 15 (11 %) av analyserade prover fran 2006. Smittan hos fastingar
var tidsmassigt jamnt fordelad Over arets tre provtagningar. Daremot patraffades infekterade
fastingar i de olika besattningarnas betesmarker vid olika tidpunkter. Vid ”4” pavisades
infektioner framst under maj ménad, medan pa betesmarkerna vid ”2” och ”3” bade i maj och
i juni manad och 1”7 i augusti. Slutligen, 5 hade framst sina infekterade féstingar tidigt och
sent pa betessdsongen, maj och augusti. Infektionen fordelade sig dven likartat mellan de bada
arterna. Cirka 60 % av infektionerna pavisades dock hos nymfer. Vi har dven patriffat fynd av
infektionsimnet hos nyklackta larver av H. punctata. Vér studie pavisar dirmed for forsta
gangen att s k transovariell 6verforing av 4. phagocytophilum, d v s att denna smitta kan
overforas fran féstinghona till avkomma hos H. punctata.

Blodprov togs pa arslamm som uppvisade symtom pd betesfeber och vistades, eller hade
vistats pa beten dér fastingar inventerades. Aven blodproven analyserades med RealtidsPCR
for att pavisa infektion med A. phagocytophilum.

Under 2006 uppvisade fyraav sex besittningar problem med betesfeber varav dodsfall
forekom i tva av besédttningarna. Sex djur togs in for obduktion eller faltoppnades déar mjilte
sindes till SVA for analys med avseende pa A. phagocytophilum. | samtligafall utom tva
pavisades smittimnet. Blodprov togs i fem beséttningar dér 25 lamm uppvisade symtom for
Anaplasmainfektion i form av svullnad i leder och hilta. Av dessavar 18 (86 %) positiva med
avseende pa 4. phagocytophilum och andelen positiva djur var likartat fordelade inom de
drabbade besittningarna (’1”; ”2”; 4 och ”’5”"). Under 2007 uppvisade fyraav fem
besittningar problem relaterade till betesfeber. Dodsfall forekom i samtliga dessa
besittningar. Fran tvéa av dessa, 1" och ”’5”, inkom ett respektive tva arslamm for obduktion.
| fallet med det enstaka djuret (’1””) kunde inte A. phagocytophilum pavisas medan i det andra
fallet (”5”) pavisades bakterien hos bada djuren. Totalt inkom 25 blodprover fran misstankta
fal av betesfeber fran beséttningarna ”2”’; 4” och 5 men smitta kunde endast pavisas hos
djur (n=20) i besittning 5” under detta ar.

Det svart att tyda generella trender ifrén ett begridnsat undersokningsmaterial som detta.
Ménga fall torde ha undgatt att upptéckas sérskilt i borjan av betessédsongen da rester av
nyfodda lamm hittas forst ndr de helt eller delvis redan ar uppitna av riv eller krakfaglar.



De prov som inkom fréan jaktbart vilt var viltmaterial fran S. Karls6 (5”) i samband med 2006
ars skattning och jakt av befintlig population av skogshare (Lepus timidus). Mjéltar
analyserades med avseende pa 4. phagocytophilum varav tre av 10 harar var infekterade med
smittimnet. Samtliga harar i detta material utom en hade féstingar. Ixodes ricinus och H.
punctata av samtliga utvecklingsstadier patraffades och analyserades (n=55) med avseende pa
smittdimnet. Samtliga stadier av de bada arterna utom den enda nymf av /. ricinus som
aterfanns i materiaet, inneholl 4. phagocytophilum (n=15).

Tabell 1
Besiittning 2006
Ixodes Haemaphysalis
Larv.  Nymf  Adult Larv.  Nymf  Adult  Total
1 1 23 0 103 22 5 154
2 85 117 2 142* 30 13 989
3 16 97 70 2 3 4 192
4 16 34 0 0 14 3 67
5 3 4 3 4049* 228 74 4361
Total 121 275 75 4896 297 99 5763
2007
Ixodes Haemaphysalis
Larv.  Nymf  Adult Larv. Nymf  Adult Total
1 11 3 0 7 1 0 22
2 38 77 2 19 10 8 154
3 0 0 0 0 0 0 0
4 0 7 2 2 11 0 22
5 0 1 1 177 156 62 397
Total 49 88 5 205 178 70 595
*= skattat antal
Diskussion

Overraskande, dock gliddjande, ir att ingen resistens uppticktes i den gotlindska
fastingpopulationen mot vare sig deltametrin eller alfacypermetrin trots langvarig anvandning
av bekdmpningsmedlen mot fastingar hos far. Det &r tankbart att viltet ar sa betydande for
fastingfaunan att rekryteringen darifran bidrar till att flertalet fastingar i vara marker aldrig har
blivit exponerade for bekdmpningsmedel och dr ddrmed kénsliga mot dem.

Vad géller smittspridning kan viltreservoirer for A. phagocytophilum 0cksa vara av betydelse.
| besittning ”5” pa S. Karlso befinner sig féastingar och far bland harar inom ett begrénsat
omrade. Detta medfor att smitta i viltpopulationen létt 6verfors till faren. Beteshygien och
fordndrad beteshédllning kan minska smittproblemen. Under 2008 betades ”’5” enbart av tackor
och samtliga djur som Slépptes dér pa varen kom hem pa hosten. I besittning 3” slogs ett
bete med hog fastingférekomst och problematisk historik med betesfeber pa arslamm under
foraret. Darefter slapptes endast tackor pa betet. Inga fynd av fastingar gjordes dédr under 2007
(Tab. 1).



Vi avser att publicera dessaresultat i branschtidningar och vetenskapliga tidskrifter samt soka
ytterligare medel for att undersoka forekomst av smitta hos fastingarna fran denna studie.
Delsvad giller den nya kunskapen om dverforing av smitta fran hona till larv samt att vi
funnit stammar som inte har patraffats tidigare i landet. Denna studie har séledes lagt grund
for ett grannlaga arbete med bade traditionell och s k molekylar epidemiologi infor framtiden.
Projektet har dven vickt intresse ute i 6vriga landet. Problematiken med betesfeber har nu
uppmarksammats mer och fler fall &n tidigare har déarfor upptackts. Dar betesfeberproblematik
har varit pataglig har hilften av insamlade fastingarna burit pa A. phagocytophilum vilket kan
motivera att framtida studier &ven kommer att omfatta fastlandet.
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