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Fotrota hos far — Karaktirisering av svenska bakteriestammar och identifiering av
virulensmarkorer (H1050142)

Bakgrund

Fotrota dr en smittsam klovsjukdom som drabbar far och som orsakas av bakterien
Dichelobacter nodosus (Beveridge, 1941). Sjukdomen forekommer i1 de flesta
lammproducerande ldnder och ger upphov till stora ekonomiska forluster och inte minst ett
stort djurlidande. Fotrota dr en komplex sjukdom och dess svarighetsgrad anses till stor del
bero pa den infekterande D. nodosus-stammens virulens (Bennett and Hickford, 2011) men
dven av andra faktorer sasom farras, klimatforhallanden, skotselfaktorer och nirvaro av andra
bakterier som t.ex. Fusobacterium necrophorum (Emery et al., 1984; Graham and Egerton,
1968; Roberts and Egerton, 1969). En annan bakterie som ocksa associeras med
klovsjukdomar dr Treponema men vars roll vid fotréta fortfarande &r oklar.

Fotrdta kan upptrida med varierande svarighetsgrad fran benign (mild) fotrota, dér
nekrotiserande inflammation av klovspalthuden foreligger, till virulent (allvarlig) fotréta dér
sulhornet dr involverat. I extrema fall kan dven inflammationen gatt sa langt att klovkapseln
separerats fran underliggande vivnad. I Sverige anvinds ett 0-5 graderingssystem fran
Australien (Stewart and Claxton, 1993) for bedémning av klovar. I Sverige definieras grad
>2 som fotrota. Grad 0 anvénds for helt friska klovar och grad 1 for klévar med lindrig
inflammation i klovspalthuden som t.ex. kan uppstd pa grund av fukt eller kontakt med
godsel. Pa besittningsniva i Australien anses klinisk virulent fotrota karaktériseras av en hog
andel djur med grad 3-4 foridndringar och virulent fotrota har i New South Wales bekidmpats
med stor framgang.

Pa bakterieniva &r virulens mer svardefinierbart. Ett samband mellan klinisk virulent fotréta
och bakteriens formaga att bryta ner elastin finns dock beskrivet dir D. nodosus-isolat med
god formaga klassas som virulenta medan de som inte bryter ner detta dmne lika snabbt
klassas som benigna. Ett laboratorietest (gelatin-gel-test) som bygger pa detta samband har
tagits fram i Australien (Palmer, 1993).

I Sverige uppmirksammades sjukdomen for forsta gangen ar 2004 (Olofsson et al., 2005)
och sedan dess har Svenska Djurhélsovarden arbetat intensivt med att kartldgga och utarbeta
strategier for att bekdmpa sjukdomen. Ett urval av svenska D. nodosus-bakterieisolat har
karaktériserats med hjélp av gelatin-gel-testning samt med realtids-PCR {or intA-genen som
anses vara en virulensmarkér (Cheetham et al, 2006) men trots att ett storre antal
besittningar uppvisat allvarlig klinik har endast ett fatal av D. nodosus-isolaten klassats som
virulenta enligt den australiska definitionen.

Syftet med det aktuella projektet var att undersoka varfor allvarlig sjukdomsbild av fotrota
uppstar i svenska farbesittningar trots att svenska isolat av D. nodosus ofta inte uppfyller de
internationellt vedertagna kriterierna for virulens. Detta skulle uppnas dels genom att
karaktirisera svenska D. nodosus-isolat fran beséttningar med olika klinisk bild for att om
mgjligt identifiera nya virulensmarkorer dels genom att undersoka om det mer virulenta
sjukdomsforloppet skulle kunna bero pa en samverkan mellan D. nodosus och andra
bakterier.

Material och metoder
Delstudie 1. Karaktdrisering av D. nodosus samt andra relevanta bakterier i prover frdn
gardar i saneringsstudien
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I delstudie 1 analyserades sparade prover fran 17 av 19 besittningar fran en saneringsstudie
(Konig and Bjork Averpil, 2010) for forekomst av Treponema spp. samt for D. nodosus
serogrupp med modifierade metoder fran Stamm et al. (2002) resp. Dhungyel et al. (2002).
Dessa prover hade sedan tidigare analyserats for forekomst av intA-genen med realtids-PCR
metod av Frosth et al. (manuskript) samt for forekomst av F. necrophorum subsp.
necrophorum respektive subsp. funduliforme med metod som modifierats fran Jensen et al.
(2007). Atta respektive nio av dessa 17 besittningar hade bedomts ha lag (<29 % grad 2-5)
respektive hog (=40 % grad 2-5) initial prevalens av fotrota i saneringsstudien. Forutom
skillnad i prevalens av fotrota mellan dessa tva grupper fanns dven en stor skillnad i
forekomst av allvarligare skador (grad >3) med betydligt férre i gruppen med lag prevalens
och fler i gruppen med hog prevalens. I denna delstudie anvindes beteckningarna mildare
respektive allvarligare klinik for dessa tva olika grupper av beséttningar.

Delstudie 2 & 3. Koppling av olika svenska stammar av D. nodosus till klinisk bild i
besdttningar & behandlingssvikt i farbesdittningar som sanerats mot fotrota

I delstudie 2 samt 3 besoktes totalt 23 farbeséttningar under hosten 2011 respektive hosten
2012. Samtliga far i besittningarna undersoktes kliniskt och klovarna graderades enligt det
australiska graderingssystemet beskrivet ovan (Stewart and Claxton, 1993) med undantag for
att en extra gradbendmning (1,5) anvéndes i ett mindre antal fall dir varken grad 1 eller grad
2 ansags stimma till fullo. Provtagning utférdes i samband med de kliniska
undersdkningarna. Besittningarna hade olika klinisk bild enligt kategorierna 1-4 vilket kan
ses i tabell 1. Besittningar som fatt aterfall av fotrota efter sanering har fatt
kategoritillhorighet 5 i samma tabell. Besittningar i kategori 1 och 2 bedomdes som kliniskt
friska medan 3, 4 och 5 bedomdes som kliniskt sjuka med avseende pa fotrota.

Tabell 1. Definition av besittningskategorierna 1-5.

1. Endast djur med grad 0 eller ett fatal djur med grad 1 2. Manga djur med grad 1
3. Fatal djur med grad 2-5 4. Manga djur med grad 2-5
5. Besittningar som fatt aterfall av fotrota efter sanering

(saneringssvikt)

Malet var att provta fem besittningar fran respektive kategori och att 50 djur per besittning
skulle provtas men det kunde inte alltid uppfyllas av olika skdl. Om det fanns djur med
klovforandringar i besittningarna sa skulle dessa provtas och i besittningar utan forandringar
togs prover slumpvis. Fem besittningar provtogs bade under 2011 och 2012. I en av
besittningarna ingick 10 prover fran get och i tre av besittningarna togs férutom de 50
ordinarie proverna fran far dessutom 10 prover fran nét. Totalt togs 1413 prover med e-svabb
och dessa analyserades for D. nodosus bade med odling och med realtids-PCR (Frosth et al.,
2012). Proverna analyserades dessutom for D. nodosus intA-genen samt for forekomst av
F. necrophorum och Treponema spp. med realtids-PCR metoder som tidigare angetts.
Sekvensering utfordes for ett antal genus Treponema positiva prover (n=50) f{or
artbestimning. Erhédllna sekvenser jimfordes med sekvenser i GenBank med hjilp av
BLAST och ett fylogenetiskt trid konstruerades med hjélp av CLC Main Workbench.

Alla isolat (n=163) verifierades med realtids-PCR for D. nodosus och analyserades for intA-
genen samt serogrupperades med metoder enligt ovan. Ett antal isolat (n=18) gelatin-gel-
testades av Veterin@rinstituttet i Oslo, Norge varav 13 st dessutom helgenomsekvenserades
tillsammans med 7 st gelatin-gel-testade D. nodosus-isolat fran SVA: s stamkollektion.
Isolaten var fran besittningar fran samtliga kategorier forutom fran kategori 1 samt fran not
och get. Helgenomsekvenseringen utfordes pi en Illumina MiSeq vid SVA. Aven ett av de
isolat som visade sig inte vara D. nodosus helgenomsekvenserades. Erhallna sekvenser
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analyserades och jamfordes med varandra med hjélp av mjukvaran Gegenees (Agren et al.,
2012). For samtliga delstudier giller att materialet analyserades med hjilp av deskriptiv
statistik, chi2-test, Fisher’s exact test, logistisk regressionsanalys samt logistisk blandad
regressionsanalys dir hdnsyn har tagits till upprepade méitningar inom beséttning.

Resultat

Delstudie 1. Karaktdrisering av D. nodosus samt andra relevanta bakterier i prover fran
gardar i saneringsstudien

Arton prover av 157 fran saneringsstudien var positiva for D. nodosus intA-genen. De
positiva proverna kunde aterfinnas i en besittning med mildare klinik (3,3 % grad 2-5) och i
tre med allvarligare klinik (>40 % grad 2-5), men ingen statistisk signifikant skillnad kunde
ses mellan besittningar med mildare eller allvarligare klinik och infA i detta material. Det
fanns heller ingen statistiskt signifikant skillnad vad géller fynd av F. necrophorum och
mildare eller allvarligare klinik oavsett om man tittade pa totalfynd av F. necrophorum eller
pa underartsniva (F. n. necrophorum resp. F. n. funduliforme). Totalt var 16 av 17
besittningar positiva for F. necrophorum. Sju av atta besittningar med mildare klinik (<40 %
grad 2-5) hade fynd av F. n. funduliforme jamfort med fem av nio med allvarligare klinik
(>=40 %). Nir det giller F. n. necrophorum pavisades den underarten endast hos en
besittning med mildare klinik (<40 % grad 2-5) medan den hittades hos fem av nio
besittningar med allvarligare klinik (>=40 %) men skillnaden var inte signifikant.

Sextioatta prover var positiva for Treponema =4
och de aterfanns i sex besittningar med
mildare klinik och i nio besittningar med
allvarligare klinik. Det fanns en tendens att
besittningar med allvarligare klinik hade
hogre andel far med Treponema jamfort med
besittningar med mildare klinik (p=0,057)
vilket kan ses i figur 1. o

6

Andel Trep.
4

Endast 29 prover fungerade att serogruppera o \es ,
och det laga antalet kan ha berott pa att Prossnt forrta
metpden inte utvirderats for svabbprover utan Figur 1. Treponema tenderade att oftare hittas i

for isolat. I eFt svabbprov kan det finnas DNA beséittni‘ngar med allvarlig klinik av fotrota (inringade
frén flera olika D. nodosus serogrupper och ed rott) dn i besdttningar med mild klinik (inringade
dessutom andra dmnen som skulle kunna stora med gront)(p=0,057).

analysen. En annan mojlig forklaring skulle kunna vara sekvensskillnader mellan vara isolat
och de Australiska isolat som metoden utvecklats med hjdlp av. Totalt pavisades sex olika
D. nodosus serogrupper (A, B, C, D, G samt H) i detta material och hur de fordelade sig
mellan beséttningar med mildare respektive allvarligare klinik av fotrdta kan ses i tabell 2.
Fyra serogrupper (E, F, I samt M) pavisades inte i nagon besittning men det var som sagt fa
prover som fungerat att serogruppera och inget tydligt svar pa om serogrupp har betydelse
for mildare eller allvarligare klinik kan ges baserat pa detta material.

T T
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Tabell 2. D. nodosus serogrupper som pavisats i besittningar med mildare respektive allvarligare klinik av fotrota.

D. nodosus serogrupper A B C D G H
klinik (<29 % grad 2-5)
Antal besittningar med allvarligare 5 1 1 2 1 0

klinik (>40 % grad 2-5)
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Delstudie 2 & 3. Koppling av olika svenska stammar av D. nodosus till klinisk bild i
besdittningar & behandlingssvikt i farbesdittningar som sanerats mot fotrota

I hilften av besittningarna som beddmts som kliniskt friska (endast djur med <grad 2)
pavisades D. nodosus, men dessa besittningar hade en signifikant ldgre andel djur med
D. nodosus an besittningar som beddomts som kliniskt sjuka (varierande antal djur med grad 2-
5). Om man ser till kategorierna sa var det endast en kategori 1 besittning som hade fynd av
D. nodosus (<10%), daremot hade hilften av kategori 2 besittningarna fynd. Samtliga
besittningar i kategori 3-5 var positiva for D. nodosus (>40% av djuren, i de allra flesta >60%
av djuren). Skillnaden avseende forekomst av D. nodosus mellan kategorierna 1-2 (kliniskt
friska) och 3-5 (kliniskt sjuka) var signifikant med hogre forekomst av D. nodosus i kategori 3-
5. Pa individniva fanns en signifikant skillnad i forekomst av D. nodosus mellan olika grader.
Nistan 100 % av alla far med fotrota (grad 2-5) hade forekomst av D. nodosus, medan endast
48 % av de med grad 0-1,5 hade fynd. Sannolikheten att pavisa D. nodosus hos ett far med
grad 2-5 var 9 ggr sa hog jamfort med ett far med grad 0-1,5 (p<0,001).

Dichelobacter nodosus intA-genen aterfanns hos totalt fyra besittningar, tva fran vardera av
kategorierna 3 respektive 4. En av dessa besittningar (kategori 4) provtogs bade 2011 och
2012 och intA-genen pavisades vid bada provtagningsomgangarna. Vid provtagningstillfillet
2012 Kklassificerades denna besittning som kategori 5 (saneringssvikt) da den efter
provtagningen 2011 behandlat sina djur men fortfarande hade djur med fotréta grad 2-5 2012
och tom av allvarligare art (40 % grad 2-5 jmf mot 24 % grad 2-5 och dessutom med betydligt
hogre andel grad 4 in tidigare). Pa besittningsniva kunde ingen statistisk signifikant skillnad
pavisas vad giller intA. Pa individniva kan man se att D. nodosus-positiva far med grad 3-5 har
signifikant hogre forekomst av intA jamfort med D. nodosus positiva far med grad 0-1,5
respektive grad 2, men nér man tar hdnsyn till upprepade méitningar inom beséttning forsvinner
denna signifikans.

Besittningar ddr inga far bedomts ha fotréta hade signifikant fiarre fynd av F. necrophorum
jamfort med besittningar dér far bedomts ha fotrota (grad 2-5) se figur 2. Endast besittningar
1 kategorierna 2-5 hade fynd av F. n. necrophorum medan F. n. funduliforme dven kunde
pavisas i en kategori 1 besittning (dock endast hos 5 % av de provtagna djuren). Det var
signifikant fler beséttningar i kategorierna 4-5 som hade en hogre andel F. necrophorum fynd
jamfort med besdttningar i kategorierna 1-3. Pa individniva var forekomsten av
F. n. necrophorum resp. F. n. funduliforme signifikant hogre hos far med allvarligare klinik
(grad 2-3 resp. grad 2-5) &@n hos far med mildare klinik (grad 0-1,5). Inga far med grad 4-5 i
detta material hade fynd av

F. n. necrophorum. o

Nir det giller forekomst av Treponema
sags varken pa besittningsniva eller pa
individnivd nagon signifikant skillnad
mellan forekomst av Treponema och
mildare respektive allvarligare klinik av
fotrota. Endast 11 av 50 Treponema PCR

necrophorium

positiva prover fungerade att
direktsekvenserna. Det laga antalet kan ha j . T T
berott pa att fler @n en art fanns nirvarande W

1 proverna OC}‘). for att komma runt det Figur 2. Fusobacterium necrophorum hittades mer sillan i
skulle man behova klona PCR-produkterna fotritefria besittningar (inringade med gront) 4n i
innan sekvensering vilket dr tidskridvande. besittningar med fotrdta (grad 2-5) (inringade med rétt).
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Sekvenserna som erholls visade sig vara av tva olika typer varav den ena hittades i 10 prover
(fran 6 olika besittningar och fran 3 olika kategorier 2-4) och den andra i endast ett prov (fran
besittningen som klassats som kategori 4 ar 2011 och sedan som kategori 5 aret efter). Ingen
av de tva sekvensvarianterna matchade nagra av de sekvenser som finns deponerade i
GenBank fullt ut vilket kan ses i dendrogrammet pa nésta sida (fig. 3) och dven om det inte
gar att saga vilken Treponema art dessa sekvenser representerar sa kan man dnda séga att de
inte representerar 1. phagedenis-like, T. pedis, T. parvum eller T. medium som &r patogener
hos svin och nét. Det ror sig formodligen om nagon annan Treponema art och kanske nagon
som r specifik for far.
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Figur 3. Dendrogram over Treponema ISRII sekvenser. Inringat ir de 11 som hittades hos fir i detta projekt.

Sammanfattningsvis kan om detta material sdgas att D. nodosus framfor allt finns hos
besittningar i de hogre kategorierna, dven om andelen kan vara vildigt olika inom de olika
kategorierna. IntA-genen har bara pavisats i besdttningar med allvarligare klinik, men
eftersom inte alla djur provtagits i alla besittningar dr det svart att uttala sig om nagot
monster. Fusobacterium necrophorum finns ganska utspridd, men dr nagot mer vanligt
forekommande i de hogre kategorierna. Treponema verkar finns Overallt och ofta hos en
ganska stor andel av djuren. Fynden uppdelat pa kategori kan ses i diagrammet nedan.
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Odlingen resulterade i 163 isolat fran totalt 14 beséttningar fran samtliga kategorier forutom
kategori 1. Samtliga isolat hade karakteristiskt utseende for D. nodosus bade pa odlingsplatta
och i mikroskop varav 143 bekriftades vara D. nodosus med realtids-PCR. Sanger-
sekvensering av 16S rRNA-genen for hilften av de 20 isolaten som inte bekriftades vara
D. nodosus visade att det skulle kunna rora sig om en ny art och helgenomsekvensering av ett
isolat stdrkte den teorin ytterligare. Fler studier krivs dock for att kunna dra nagra slutsatser
av dess relevans i dessa prover.

Totalt fungerade 133 st D. nodosus-isolat att serogruppera och i de flesta beséttningar
forekom endast en serogrupp, men i tre besattningar fanns mer 4n tre olika serogrupper (BGH,
ACH, ACBH). Serogrupp A hittades i 7 beséttningar, B i 4 besittningar, C i 3 besittningar, E
1 en besittning, G i1 3 besittningar och H i 3 besittningar. Ingen signifikant skillnad mellan
serogrupp och kategori kunde pavisas. Hos far med grad 3 eller 4 hittades i stort sett endast
serogrupp G (ett djur hade serogrupp E) medan far med grad 1-2 uppvisade alla funna
serogrupper vilket kan ses i diagrammet nedan. Nér det giéller samband mellan serogrupp och
intA finns en signifikant skillnad da intA endast pavisats hos serogrupp G och H men da 17 av
18 intA-positiva fynd kommer fran en och samma besittning gar det inte att skilja pa om det
ir en besittningseffekt eller en serogruppseffekt.

Serogrupp fordelat pa grad (0-5)
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Sexton av arton gelatin-gel-testade isolat fran denna studie var negativa medan tva isolat var
positiva. De tva gelatin-gel-positiva isolaten var fran samma intA-positiva besdttning som
nimnts tidigare och som hade den mest allvarliga kliniken om man ser till andel grad 4 i
besittningen.

RAPD-analys infor helgenomsekvensering vilket angivits i ansokan utférdes ej da det visade
sig att det var mycket svart att odla upp isolaten igen efter att de frysts ner och sparats i -70 °C
utan urvalet fick ske efter vilka isolat som gick att odla upp igen. Totalt erholls sekvenser fran
20 st D. nodosus-isolat, bade fran D. nodosus som isolerats i detta projekt (13 st) och fran
D. nodosus-isolat fran SVA: s stamkollektion (7 st som tidigare gelatin-gel-testats) och dessa
kan ses tillsammans med D. nodosus-stammen som finns deponerad i Genbank (VCS1703A) i
dendrogrammet pa nista sida (fig. 4). Generellt kunde stor sekvenslikhet ses mellan isolaten.
En tydlig skillnad foreligger dock mellan gelatin-gel-positiva och gelatin-gel-negativa isolat
vilket foljer samma monster som man ocksa ser i Australien och Norge (Kennan et al
manuskript). Om man tittar pa genniva vad som skiljer svenska D. nodosus-isolat som
bestdimts som virulenta respektive benigna enligt gelatin-gel-test hittades skillnader i
forekomst av integras Al & A2 (intA) och Vap EI & E3 generna. Didremot kunde inga unika
genetiska skillnader pavisas mellan isolat fran kliniskt sjuka besittningar (kategori 3-5) och
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kliniskt friska besittningar (kategori 2). Inga unika skillnader kunde heller pavisas om man
jamforde respektive kategori mot 6vriga kategorier.
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Figur 4. Stor sekvenslikhet kunde ses inom gruppen av de helgenomsekvenserade D. nodosus-isolaten trots att de
kommer fran olika djurslag och tillhor 7 olika serogrupper. Man kan 4ven se att gelatin-gel-positiva respektive
negativa isolat skiljer sig at.

Diskussion

Nagra samband mellan egenskaper hos D. nodosus som undersokts i detta projekt och mildare
respektive allvarligare klinik kunde inte pavisas pa besdttningsniva, men numeriskt dr det
dnda vanligare med forekomst av infA i besittningar med allvarligare klinik. Pa individniva
(fran delstudie 2 & 3) ser vi att det dr vanligare att far med allvarligare klinik (grad 3-5) har
forekomst av intA jamfort med far med mildare klinik (grad 0-2), men skillnaden &r inte
signifikant da de intA positiva faren kommer fran endast fyra besittningar. En viss koppling
finns mellan klinisk bild och fynd av intA, men detta maste undersokas vidare i andra studier.
Nér det giller fynd av andra bakterier dn D. nodosus och koppling till mildare respektive
allvarligare klinik pavisades att fynd av F. necrophorum ér signifikant vanligare hos far med
allvarligare klinik pa individniva (delstudie 2 & 3). P4 besittningsniva, baserat pa resultat fran
delstudie 1, kan vi séga att det dr vanligt med fynd av F. necrophorum oavsett klinisk bild och
att andelen fynd inte skiljer sig at mellan beséttningar med olika klinik. Men baserat pa det
storre materialet i delstudie 2 & 3 kan vi sdga att det &r signifikant fler besittningar med
allvarlig klinik (kategori 4-5 eller hog andel far med fotr6ta grad 2-5) jamfort med mild klinik
(kategori 1-3 eller 1ag andel far med fotr6ta) som har en hog andel F. necrophorum fynd. Nér
det giller fynd av Treponema kan man fran delstudie 1 séga att besittningar med allvarligare
klink tenderade att ha hogre forekomst av Treponema, men det kan inte bekriftas av
resultaten i delstudie 2.



Projnr. H1050142, slutrapport
2013-12-13

Forekomst av D. nodosus i besittningar med endast grad O eller med nagot enstaka djur med
grad 1 (kategori 1) var ovanligt, diremot pavisades D. nodosus i hilften av besittningarna
med manga djur med grad 1 (kategori 2). Andelen djur med D. nodosus i dessa kliniskt friska
besittningar (<grad 2) var dock signifikant ldgre #n andelen djur med D. nodosus i
besittningar som bedomts som kliniskt sjuka (grad 2-5).

Inga unika genetiska skillnader mellan D. nodosus-isolat kunde pavisas fran besattningar med
olika klinisk bild (kategori 2-5) i detta material. Nar det géller kategori 5 (saneringssvikt)
pavisades intA-genen inte oftare i dessa besittningar dn i de andra besittningarna i vart
material. Inga andra genetiska markorer pavisades heller som skulle kunna anvéndas for att
identifiera D. nodosus-stammar kopplade till saneringssvikt, dock sekvenserades endast tva
isolat fran denna kategori. Diaremot kunde genetiska skillnader ses mellan svenska
D. nodosus-isolat som funnits vara gelatin-gel-positiva respektive gelatin-gel-negativa. De
skillnader som pavisats for dessa isolat skulle kunna anvidndas for att identifiera de
D. nodosus stammar som kan ge de mest allvarliga fotrdteskadorna. I vissa beséttningar kan
dock néstan lika allvarliga skador ses eller att lindrigare skador forekommer fast hos storre
andel djur och dessa fall kan vi inte forklara med hjidlp av genetiska skillnader hos
D. nodosus. Vi kan heller inte forklara dessa fall genom skillnader i féorekomst av Treponema.
Diremot skulle forekomst av F. necrophorum kunna vara en mojlig orsak till den allvarligare
kliniska bilden som ibland ses hos svenska farbesittningar. Ett statistiskt signifikant samband
mellan forekomst av F. necrophorum och allvarlig klinik av fotr6ta kunde pavisas i denna
studie och det dr dessutom sedan tidigare kint att F. necrophorum kan producera toxiner och
orsaka vivnadsdod. Forekomst av F. necrophorum skulle kunna vara en forklaring till varfor
vi ser allvarlig klinik hos vara svenska farbeséttningar trots att isolerade D. nodosus-stammar
ofta #r gelatin-gel-negativa (benigna) i virulenstest, men det kan dven finnas andra faktorer av
betydelse som inte undersokts i denna studie och som skulle behdva undersokas vidare.

Forutom resultaten ovan har projektet lett till ett 6kat samarbete vad géller fotrota bade inom
Norden och internationellt. PCR-metodik for detektion av D. nodosus har harmoniserats
mellan Sverige, Norge och Danmark vilket har resulterat i en gemensam publikation (Frosth
et al.,, 2012). Dichelobacter nodosus-isolat som helgenomsekvenserats inom detta projekt
jamfors i skrivande stund med D. nodosus-isolat fran Australien, Norge, Bhutan, Nepal,
Indien, Danmark och Storbritannien (Kennan et al. manuskript) vilket kommer att leda till
okad kunskap om sjukdomen.

Framtida studier skulle kunna innefatta framtagande av en molekylédrbiologisk metod for att
snabbt och sikert identifiera de mest virulenta D. nodosus-stammarna (gelatin-gel-positiva)
som skulle kunna anvindas i kontrollprogrammet mot fotr6ta. Risken att vi i Sverige ocksa
ska fa in virulenta D. nodosus-stammar i landet utifran som kan orsaka stora problem har ckat
pa senare ar i och med EU-regler for frihandel med djur. I Norge har detta redan skett
(Gilhuus et al., 2013).

Publikationer

Internationella vetenskapligt granskade publikationer

e Frosth S., Slettemeas JS., Jgrgensen HJ., Angen ., and Aspin A. Development and
comparison of a real-time PCR assay for detection of Dichelobacter nodosus with culturing
and conventional PCR: harmonisation between three laboratories. Acta Vet Scand. 2012
Jan 31; 54 (1):6 http://www.actavetscand.com/content/54/1/6

e Kennan RM., Gilhuus M., Frosth S., Seemann T., Dhungyel O., Whittington R., Boyce
JD., Aspan A., Jgrgensen HJ., Bulach DM., and Rood JI. Genomic evidence for a globally
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distributed, biomodal population in the ovine footrot pathogen Dichelobacter nodosus.
Manuskript.

e Frosth et al. ’Characterisation of Dichelobacter nodosus isolates and detection of
Fusobacterium necrophorum and Treponema spp. in Swedish lambs with different clinical
manifestations of footrot”. Manuskript.

Nationella granskade publikationer

e Angen @., Akkad NB., Worm R., Nymand A., Frosth S., Aspdn A., Slettemeas JS.,
Jgrgensen H., Klaas IC. Detektion af Dichelobacter nodosus og sanering for ondartet
klovsyge i tre danske farebesatninger. DVT 8/2011 sidor 28-34.

Konferens abstracts, granskade

e Frosth S., Konig U., and Aspian A. The presence of Fusobacterium necrophorum in
Swedish lambs with footrot. FEBS-kurs Pathogen-host-interactions of major animal
infectious diseases and zoonoses, 9-15 september 2012, Spetses, Grekland.

e Frosth S., Konig U., Holmstrom G., Zuerner R., and Aspian A. Correlation between
clinical manifestations of footrot in Swedish sheep flocks and Dichelobacter nodosus
strains. 2nd Prato Conference on the Pathogenesis of Bacterial Diseases of Animals, 9-12
okt 2012, Prato, Italien.

e Frosth S., Bagge E., Ekstrom K., Ericsson Unnerstad H., and Pringle M. Antimicrobial
susceptibility testing of Dichelobacter nodosus. 17™ International Symposium and 9™
International Conference on Lameness in Ruminants, 11-14 aug 2013, Bristol, England.

e Kennan RM., Gilhuus M., Frosth S., Seemann T., Boyce JD., Aspan A., Jgrgensen HIJ.,
Bulach DM., and Rood JI. Whole genome sequence analysis of Dichelobacter nodosus
indicates that virulent and benign isolates belong to two separate lineages. Bacpath 12:
Molecular Analysis of Bacterial Pathogens, 29 september till 2 oktober 2013, Moreton
Island, Australien.

Ovrig resultatformedling till niringen

¢ Information om projektet pa SVA:s hemsida
(http://www.sva.se/sv/Forskning-och-produkter/Aktuella-forskningsprojekt/Fotrota-hos-
far---karakterisering-av-svenska-bakteristammar-och-identifiering-av-virulensmarkorer/)

¢ Information om projektet pa Svenska Djurhélsovardens hemsida
(http://www.svdhv.org/upload/documents/Far/projekt/110315 far nytt fotroteprojekt dic
h_nod.pdf)

¢ Informerade om projektet vid SVA: s monter pa Veterindrmétet 8-9 november 2012.
e Projektet presenterades pa ett fotrotemdte i Stavanger, Norge den 1 nov 2012 dir
veterindrer, doktorander och forskare fran bade Sverige, Norge och Danmark medverkade.
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