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SAMMANFATTNING

Fotrota hos far orsakar ekonomiska forluster och djurlidande i stora delar av varlden.
Sjukdomen orsakas av bakterien Dichelobacter nodosus. Fotréta har varit en kand sjukdom i
hundratals ar men forst 1938 fann man den sjukdomsframkallande organismen.

Nar klovspaltens hud blir skadad eller utsétts for langvarig fukt kan den invaderas av jord-
och track-bakterien Fusobacterium necrophorum. Denna bakterie kan ge inflammation av
klovspalten och mojliggor aven for andra bakterier, inklusive D. nodosus, att etablera sig. De
bédda bakterierna fungerar synergistiskt. Aven andra bakterier kan vara inblandade i
patogenesen.

Symtom pa fotr6ta ar halta och djuren ligger ofta mer an vanligt. Vid inspektion av drabbade
klovar ses forst en lindrig inflammation i klévspalten, sa smaningom med illaluktande gratt
sekret. | allvarliga fall ses sedan underminering av sul- och vagghorn. Kroniska smittbarare
forekommer och miljofaktorer sasom fukt och varme paverkar kraftigt sjukdomens uttryck.

Dichelobacter nodosus ar en Gramnegativ obligat anaerob bakterie, en rorlig stav med
rundade &ndar. Olika bakteriestammar har olika virulens. Virulensen &r relaterad till fimbrier
av typ 1V, som i sin tur ar associerade till bakteriens rorlighet, formagan att producera
proteaser samt till celladhesion. Bakterien &r svarodlad och prov fran fotrételesioner odlas i
forsta hand pa hovagar. For diagnos kan man ocksa anvanda sig av PCR (polymerase chain
reaction)-analys for att detektera bakterie-DNA i olika sorters prover.

Behandlingen av fotrota bestar av fotbad, utslagning av misstankta kroniker och i allvarliga
fall allmanbehandling med antibiotika. Vaccin finns men fungerar i allménhet daligt. Vissa
farraser har visat sig ha storre motstandskraft an andra mot sjukdomen.

Fa artiklar har skrivits om D. nodosus 6verlevnad i miljon. Overlevnaden anges i olika kallor
fran 3 till 14 dagar. Svenska Farhalsovarden var intresserade av en studie som skulle visa hur
lange D. nodosus kan oOverleva i miljon. Syftet med detta forsok var darfor att i
laboratoriemiljo underséka hur lange D. nodosus kan Gverleva i jord.

Typstammen for D. nodosus uppodlades och tillsattes jordprover som sedan férvarades vid
tva olika temperaturer. Prover togs ut under 14 dagar och realtids-PCRanalys anvéandes for att
detektera bakterie-DNA. For att sakerstalla att DNA kom fran levande bakterier genomfordes
aven odling pa hovagarplattor. Prover fran dessa analyserades ocksa med hjalp av realtids-
PCR for att detektera véxt av D. nodosus. Forutom odlingen prévades dven en metod att skilja
viabla fran icke-viabla celler; EMA (etidium monoazid bromid) -behandling.

Resultaten visade att levande bakterier fanns kvar i jorden den sista dagen av forsoket, det vill
saga efter 14 dagar. Fran dag 7 sags en minskning i antal positiva prov pa hovagarodlingen.
Daremot var samtliga prover som togs direkt fran jorden positiva, vilket betyder att EMA-
behandlingen inte lyckades fullt ut. Nagra slutsatser angaende temperaturens betydelse for
bakteriens éverlevnad kunde inte dras. Detta forsok har sdledes visat att bakterien kan
Overleva langre i jord i aerob miljé & man tidigare trott. Denna kunskap har stor praktisk
betydelse vid behandling av fotréta i besattningar da man inte langre kan anta att ett utrymme,
eller en hage, som varit fritt fran far i tva veckor &r riskfritt ur smittosynpunkt.



SUMMARY

Footrot in sheep causes economic losses and animal suffering in large parts of the world.
The disease is caused by the bacterium Dichelobacter nodosus. Footrot has been a known
disease for hundreds of years and 1938 the disease-causing organism was found.

When the interdigital skin is injured or is exposed to prolonged moisture it is invaded by the
soil- and faecal bacterium Fusobacterium necrophorum. This bacterium can cause
inflammation of the interdigital skin and allows for other bacteria, including D. nodosus, to
establish. The two bacteria work synergistically. Other bacteria may also be involved in the
pathogenesis. The main sign of footrot is lameness and animals often lie down more than
usual. At first, affected hooves show only a mild degree of inflammation of the interdigital
skin. Eventually a foul-smelling gray ooze is seen which is typical of the disease. In severe
cases an undermining of the sole- and wallhorn is seen. Chronic carriers exist and
environmental factors such as humidity and heat significantly affect the expression of the
disease.

Dichelobacter nodosus is a Gram-negative obligate anaerobic bacterium, a motile rod with
rounded ends. Different strains have different virulence. Virulence is related to the type IV
fimbriae, which in turn is associated with bacterial motility, the ability to produce proteases
and to cell adhesion. This bacterium is difficult to cultivate and samples from footrot-lesions
are grown primarily on hoof-agar. Diagnosis can also be made by using a PCR (polymerase
chain reaction) to detect bacterial DNA in various types of samples.

The treatment of footrot consists of foot bathing, exclusion of chronic carriers and in severe
cases general treatment with antibiotics. Vaccines are available but are generally poor. Some
breeds have been shown to have a greater resistance than others against the disease.

Few articles have been written about D. nodosus survival in the environment. The survival
time is specified in various sources from 3 to 14 days. The Swedish animal health service
showed interest in the performance of a study that would show how long D. nodosus can
survive in the environment. The purpose of this investigation was, therefore, that in a
laboratory environment examine how long D. nodosus can survive in soil.

The type strain of D. nodosus was cultivated and mixed with soil and samples were then
stored at two different temperatures. Samples were taken during 14 days and real-time PCR
analysis was used to detect bacterial DNA. To ensure that the DNA came from live bacteria
samples were also inoculated onto hoof- agar. Samples from the agar were also analyzed
using real-time PCR to detect the growth of D. nodosus. Besides the hoof agar culture a
method to distinguish viable from non-viable cells was used; EMA (etidium monoazid
bromide) treatment.

Results showed that live bacteria remained in the soil on the last day of the experiment, ie
after 14 days. From day 7 there was a reduction in the number of positive samples from the
culture on hoof agar. In contrast, all samples that were taken directly from the soil were
positive, which means that the EMA treatment was not entirely successful. Any conclusions
about the temperatures impact on bacterial survival could not be made. This experiment has
thus shown that bacteria can survive longer in soil in an aerobic environment than previously
thought. The results from this study have great practical importance in the treatment of
footrot in herds since one can no longer assume that a pen or a field which has been without
sheep for two weeks is safe to use.



INLEDNING

Fotrota hos far orsakar ekonomiska forluster och djurlidande i stora delar av varlden.
Sjukdomen orsakas av bakterien Dichelobacter nodosus i nérvaro av bakterien Fusobacterium
necrophorum.

| Sverige upptacktes sjukdomen for forsta gangen vintern 2004 (Olofsson 2005) och ar 2008
hade D. nodosus diagnostiserats i ett hundratal svenska besattningar. Bade virulenta och
benigna stammar har identifierats. Hosten 2009 genomfors en prevalensstudie for att
undersoka hur vanlig smittan ar bland svenska lamm. Svenska Farhalsovarden har upplevt
viss behandlingssvikt i besattningar dar djuren gatt ute lange pa hosten eller dar djuren haft en
rastfalla dar de gatt hela vintern. Dessutom har man funnit D. nodosus dven hos far utan
kliniska symtom. Farhalsovarden uttryckte darfér 6nskemal om en studie som skulle visa hur
lange D. nodosus kan dverleva i miljon (Koénig, U. Pers. medd. nov 2009). Det finns, sa vitt
forfattaren kanner till, inga 6verlevnadsstudier gjorda pa D. nodosus i Sverige eller i nordiskt
klimat, sd kunskapen om hur bakterien/ smittan beter sig under dessa forhallanden
(temperatur, jordman, pH) ar begransad. De Gverlevnadsstudier som gjorts pa bakterien
internationellt verkar ha begransats till in vivo- forsok.

SYFTE
Att i laboratoriemiljo undersdka hur lange D. nodosus kan dverleva i jord.

LITTERATUROVERSIKT
Historia

En sammanfattning av fotrétans historia skrevs av Beveridge (1941). Fotrota var en val
etablerad sjukdom i England under 1700-talet, och under 1800-talet rapporterades om utbrott i
Europa, USA och Australien. Redan 1810 insag man att det rérde sig om en smittsam
sjukdom, aven om inte alla var Gvertygade. Vissa trodde namligen langt in pa 1900-talet att
fotrota orsakades av frodiga, vata betesmarker. Man rekommenderade isolering av sjuka djur,
att inte kopa in djur med fotréta och bortverkning av allt underminerat horn. Senare
rekommenderades &ven fotbad i olika sorters lésningar (Beveridge 1941). Forutom den
radikala ~ verkningen, som det idag rader delade meningar om, har
behandlingsrekommendationerna inte férandrats mycket de senaste arhundradena.

Beveridge upptéckte 1938 att fotrota orsakades av en bakterie som han kallade Organism K
(Beveridge 1938a). Tidigare hade man ansett att Fusiformis necrophorus orsakade
sjukdomen. | detta forsok mikroskoperade och odlade Beveridge olika bakterier fran
fotrotelesioner for att darefter infektera mottagliga far och kom pa sa satt fram till att denna
lilla bakterie med de rundade &ndarna orsakade sjukdomen, framférallt i néarvaro av en
spiroket. Beveridge gav senare bakterien namnet Fusiformis nodosus (Beveridge 1941), som
déarefter andrades forst till Bacteroides nodosus (Mraz et al. 1963) och sedan till
Dichelobacter nodosus (Dewhirst et al. 1990).

Patogenes och klinisk bild

Den allmént accepterade patogenesen for fotrota ar foljande. Nar klgvspaltens hud blir skadad
eller &ar fuktig under lang tid kan den invaderas av jord- och track-bakterien Fusobacterium
necrophorum. Ensam kan denna bakterie ge inflammation av klévspalten, sa kallad
interdigital dermatit. Fusobacterium necrophorum producerar &ven toxiner som ger nekros av
yttre hudlager och mojliggor for andra bakterier, inklusive D. nodosus, att etablera sig.
Dichelobacter nodosus har affinitet for epidermal matrix och bakteriens proteaser bryter ner



denna vavnad och banar vidare vag for andra bakterier, till exempel F. necrophorum. De bada
bakterierna fungerar alltsa synergistiskt (Egerton et al. 1969, Roberts and Egerton 1969).
Aven Arcanobacterium pyogenes verkar spela en roll eftersom den stimulerar tillvaxten av F.
necrophorum (Quinn et al. 2002). Antagligen ar patogenesen bakom sjukdomen komplex. Det
kan till exempel ocksa vara sa att F. necrophorum &r en opportunist i fotréteskadad véavnad
(Bennet et al. 2009a). Andra bakterier kan ocksa ses i fotrotelesionerna, bland andra
spiroketer av slaktet Treponema (Collighan et al. 2000). Beveridge ansag redan 1941 att
nérvaro av en spiroket som han kallade Spirochaeta penortha kravdes for att D. nodosus
skulle orsaka fotrota (Beveridge 1941). Dichelobacter nodosus har dven identifierats pa
synbart friska klovar hos far (Depiazzi et al 1998, Moore et al. 2005a).

Symtom pa fotrota ar halta av varierande grad, ibland sa kraftig att faren star pa framknana
och betar. Faren kan ocksa ligga mer an vanligt vilket leder till minskat fodointag (Beveridge
1941, Egerton 2007), vilket i sin tur kan leda till minskad mjélkproduktion och samre
lammtillvaxt.

Forandringar ses forst i klovspalten, i borjan ses en latt inflammation med rodnad som i
praktiken inte gar att skilja fran vissa andra klévsjukdomar, till exempel interdigital dermatit.
Detta utvecklas till ett tillstind med illaluktande gratt sekret i klGvspalten som ar typiskt for
sjukdomen. Om fotrGtan forvérras ses darefter en hornseparation som startar vid hélen (fig 1).
Forst angrips sul- och sedan vagghorn, hornet skiljs fran underliggande vavnad och samma
gra sekret som i klovspalten kan ses under det l6sa hornet. En eller flera klovar kan vara
drabbade. Inkubationstiden &r normalt 10-14 dagar. Manga far tillfrisknar s smaningom aven
utan behandling men sjukdomen &r plagsam och risk for kronisk infektion foreligger (Winter
2004). Hos kroniska smittbarare kan bakterien kapslas in i klévarna. Dessa djur visar inte
sjalva symtom men kan identifieras genom att de oftast har deformerade klovar (Radostits et
al. 2007, Winter 2004).

Bland annat i Australien anvands ett graderingssystem for fotrota. Fran lindrig inflammation
av klovspalten vid grad 1 till kraftig inflammation av hela sulan med underminering av allt
horn inklusive klovkapselns harda horn vid grad 5. Forenklat kan sagas att kliniska
forandringar av grad 1-2 klassas som benign fotrota och grad 3-5 som virulent (Stewart and
Claxton 1993).

Figur 1: Delar av sulan saknas; fotréta grad 3. Foto: Ulrika Konig



Miljofaktorer, det vill saga klimat och narmiljo, paverkar kraftigt sjukdomens uttryck. Det
kravs en medeltemperatur éver 10 °C samt fuktig miljo for att smitta ska spridas (Depiazzi et
al. 1998, Graham and Egerton 1968). | Sverige sker utbrotten frdmst under betesperioden och
da sarskilt vid varm och regnig véaderlek (SYDHV 2009a).

Differentialdiagnoser kan forutom interdigital dermatit vara sa kallad CODD (contagious
ovine digital dermatitis), men aven vitalinjen-lesioner, klévbélder, granulom och fang ger
hélta som huvudsakligt symtom. Vid CODD, som troligen orsakas av spiroketer av slaktet
Treponema, borjar lesionerna vid kronranden istéllet for i klovspalten (Winter 2004).

Dichelobacter nodosus

Dichelobacter nodosus &r en obligat anaerob bakterie. Den ar en Gramnegativ, rorlig stav (3-6
x 1,0- 1,7 um) med rundade &ndar, som framforallt kan ses om den ar odlad pa agar (Skerman
1989) (Figur 2a och 2b). Den véxer langsamt, 3-7 dagar, med sma (0,5-3,0 mm) gravita
kolonier. Tre huvudtyper av kolonier finns beskrivna: stammar med B-type (”Beaded”)
kolonier &r de mest patogena, M-type ("Mucoid”) & mindre patogena och C-type (”Circular”)
ar ickepatogena och ses efter upprepade passager i media (Quinn et al. 1994).
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Figur 2a och 2b: Dichelobacter nodosus: ®Gramfargning respektive ®fargning med metylenbl&tt.
Notera sarskilt de morka granula som ses framférallt vid polerna vid MB-fargning. Foto: Karolina
Enlund

Dichelobacter nodosus odlas pa speciell agar eftersom fotrotelesionerna oftast ar kraftigt
kontaminerade med andra bakterier. Bakterierna véxer garna i faror i agarn, varfor det kan
vara lampligt att gora rispor i agarplattorna (Baverud et al. 2005). Hovagar, eugonagar eller
TAS (Trypticase Arginin Serin med 5 % agar) kan anvandas och de odlas i 37 °C anaerobt,
optimalt pH &r 6,8 - 7,8. Misstankta kolonier renodlas darefter pa till exempel FAA
(Fastidious Anaerobe Agar). Bakterierna odlas vanligen 4-5 dagar, darefter ar de viabla i 2-3
veckor om anaerobklockorna stélls morkt i rumstemperatur och inte 6ppnas. Odling av rena
isolat kan ocksa ske i buljong (eugon- eller TAS-) dar véxt ses efter 24-48 timmar om man
anvander en farsk kultur fran agar for inokulering (inte aldre an 3 dagar). Aven om ingen
tillvéaxt sker i aerob miljo kan utvaxta kulturer pa platta Iamnas pa laboratoriebanken cirka 12
timmar utan att skadas namnvart. Tillvaxt sker inte under 20 °C och bakterierna avdddas vid
50 °C under 5 minuter (Skerman 1989).



Dichelobacter nodosus kan delas in i 10 serogrupper (A-1, M) (Wani and Samantha 2005).
Det kan finnas manga stammar inom samma serogrupp. Olika stammar har olika virulens;
vanligtvis talas det om benigna och virulenta men ibland ndmns dven intermedidra stammar
(Stewart et al. 1986, Stewart and Claxton 1993). Samma djur kan ha flera olika stammar, med
olika virulens. | Sverige har Farhélsovarden funnit benigna stammar i besattningar dar faren
haft kliniskt virulent fotrota och man har darfor valt att behandla alla smittade beséttningar pa
samma sétt (SYDHV 2009b). Att samma stammar kan ge olika symtom i olika miljéer visade
aven Depiazzi et al. 1998.

Virulensen dr relaterad till fimA-genen som ger fimbrier av typ IV, som i sin tur &r associerade
till bakteriens rorlighet, sa kallad twitching motility. Férekomst av typ I\V-fimbrierna har aven
associerats till formaga att producera proteaser samt till celladhesion (Kennan et al. 2001).
Bakteriestammar som producerar varmestabila proteaser ger virulent fotréta, stammar som
producerar varmelabila proteaser ger benign fotrota (Depiazzi et al. 1991). Han et al. visade
2008 att twitching motility ar nédvéndig for virulensen hos D. nodosus. Trots produktion av
proteaser och mojlighet till celladhesion gav muterade varianter av D. nodosus, utan twitching
motility, inte fotrota.

Dichelobacter nodosus har &ven identifierats hos andra klvdjur an far, bland annat hos
notkreatur med klovspaltdermatit (Plym Forshell och Andersson 1981) och hos getter med
fotrota (Bennet 2009b). Stammar som isoleras fran get kan orsaka antingen benign eller
virulent fotréta medan de som hittas hos not alltid ger benign fotréta hos far (Egerton 2007).

Overlevnad i miljon

Det finns olika uppgifter om D. nodosus 6verlevnad i miljon. Manga forfattare hanvisar
tillbaka till samma forskare, Beveridge, som gjorde flera kliniska forsok pa 1930- talet. Det
anges uppgifter om bakteriens dverlevnad i flera artiklar och bocker utan att forfattarna sjalva
har gjort studier eller lamnar tydliga referenser. Nagon nyare forskning gallande bakteriens
éverlevnad har inte statt att finna trots eftersokningar. Nedan foljer en kort sammanstéllning
av olika dverlevnadstider som ndmns i litteraturen.

| en sammanfattning av Beveridge 1941 anges att det forsta forsoket for att ta reda pa D.
nodosus overlevnadstid i miljon gjordes 1892 av Brown och att denne da kom fram till att
smittan fanns kvar minst tva dagar i en lerig hage. | samma text finns angivet att Marsh och
Tunnicliff 1934 fann att smittan kunde finnas kvar i en “attenuerad form” i 9 manader i ett
trask. Samme forfattare namner dven att Gregory 1939 genomforde ett forsok dar far blev
smittade i en lerig hage kontaminerad med fotrota som statt tom 5 dagar men inte nar hagen
statt tom 7 dagar (Beveridge 1941). Beveridge visade sjalv 1938, efter omfattande kliniska
forsok, att i fotroteskadad vavnad som avlégsnades, holls fuktig eller fick lufttorka, 6verlevde
bakterien 24 timmar men inte 4-8 dagar. Om vavnaden blandades med lera klarade bakterien
sig vanligen 3 dagar, sillan 1 vecka och aldrig 3 veckor. | fartrack var éverlevnadstiden 1
vecka i ett av tva test, men inte 2 veckor. Dichelobacter nodosus visade sig daremot kunna
overleva minst 3% ar i klovar pa kroniskt infekterade djur (Beveridge 1938b). Beveridge
drog senare slutsatsen, efter egna och andras forsok, att D. nodosus dverlevde maximalt 2
veckor i miljon, men att redan efter en vecka var bakterien oférmdgen att framkalla sjukdom
under naturliga forhallanden (Beveridge 1941).

Ett nyare forsok har gjorts som visade att fotrota kan spridas indirekt under naturliga
forhallanden. Far med fotrota vistades en kortare tid i en falla, darefter stod fallan tom en



timme innan friska far placerades dar. Dessa far smittades, det vill sdga bakterien Gverlevde i
miljon under naturliga forhallanden atminstone en timme (Whittington 1995).

Tabell 1: Rapporterad dverlevnad av Dichelobacter nodosus i miljon.

Kalla Maximal 6verlevnadstid i miljon for D. nodosus
Skerman (1989) Antagligen inte langre an 3-4 dagar.
Stewart and Claxton (1993) Maximalt 7-14 dagar (i jord, i godsel eller pa bete).
Quinn et al. (2002) 4 dagar (i lera).
Egerton (2007) Maximalt en vecka.
Radostits (2007) Nagra fa dagar, som langst 2 veckor.

Diagnos

Diagnostisering sker med hjalp av odling, immunoassays eller PCR. Odling &r svart och tar
minst 2-3 veckor, dessutom kan virulensen vara svarbeddmd. Immunoassays bor kunna
identifiera flera serogrupper for att vara en bra hjéalp vid diagnostisering, men inte heller dessa
kan ge nagon beddémning av virulensen. PCR &r daremot ett effektivt verktyg for att
diagnostisera fotrdta och med specifika primers kan den dven anvandas for virulenstestning
(Liu and Yong 1997).

For virulensbestdamning har diverse metoder anvénts: monoklonal antikroppsbaserad ELISA,
elastastest, test for forekomst av proteaser, zymogramelektrofores, gelatingeltest och dot-blot
hybridisering med gen-baserade prober (Liu and Yong 1997).

Behandling och kontroll
Behandling

Behandlingen av fotréta bestar av upprepade fotbad av samtliga djur i zinksulfatlésning,
darefter slapps djuren pa strobadd eller bete dar inga klévbéarande djur vistats de senaste
fjorton dagarna. Vid virulent fotréta allmanbehandlas djuren &ven med antibiotika i samband
med forsta fotbadet. Djur med deformerade klovar, det vill s4ga misstankta kroniker, sorteras
bort och halls isolerade fram till slakt (Winter 2004, SvDHV 2009b).

Kontroll versus elimination

Olika lander har valt olika strategier for att hantera fotrota. | Australien som &r en av varldens
mest betydande farproducenter har man i New South Wales framgangsrikt valt att forsoka
utrota enbart virulent fotrta medan man accepterar att benign fotrota forekommer (DPI
2009). | Storbritannien dér det finns fotrdta i minst 90 % av beséttningarna (Moore et al.
2005b) ar eventuell bekampning upp till den enskilde faragaren, och i de flesta fall ar dar
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kontroll snarare an elimination av smittan ett realistiskt alternativ (Defra 2010). Sverige har
som tidigare namnts valt att bekampa all fotréta hos far.

Vaccinering

Vaccin finns men vaccinsvaret ar serogruppspecifikt. Vaccin kan ibland vara ett bra
hjalpmedel for att kontrollera fotréta, paskynda tillfrisknande samt minska risken for
spridning i flocken under kritiska perioder. Multivalenta vaccin ger endast en kortvarig
immunitet, cirka 12 veckor. Vaccin baserade pa bara ett fatal stammar ar mer effektiva
(Egerton 2007).

Genetisk resistens

Fem farraser ingick i en studie dar man undersokte deras kanslighet for att drabbas av fotrota
under naturliga respektive experimentella forhallanden. Under naturliga forhallanden visade
det sig att Merino-far var mer kansliga och i hdgre grad utvecklade virulent fotréta an de tre
brittiska raserna i studien. Daremot var det inga skillnader mellan raser under de svarare
forhallandena i sma paddockar (Emery et al. 1984).

Detektion av D. nodosus i jord

PCR (polymerase chain reaction) ar en biokemisk metod for att identifiera &ven sma mangder
DNA i olika sorters prover. Specifika primers tillsatts som binder till det DNA-segment som
ska amplifieras och med hjalp av enzymet DNA-polymeras amplifieras darefter segmentet
genom upphettning och nedkylning upprepade ganger. Realtids-PCR innebar att man
anvander sig av fluorescerande prober, graden av flourescens mats vilket dven ger en
kvantifiering av DNA. Eftersom DNA-segmentet amplifieras exponentiellt kommer
fluorescensen oka mycket kraftigt nagon gang under reaktionen och tidpunkten nar detta
intraffar (CT- vardet) star i relation till mangden DNA som fanns i provet fran borjan (Willey
et al. 2009).

Det finns kommersiellt framtagna DNA-extraktionskit speciellt for jordprover. Dessa ér till
for att avlagsna enzymatiska inhibitorer som finns i jord och som samextraheras med DNA i
jorden. Ett sddant kit &r ”Soilmaster™ DNA extraction kit” som anvéndes i detta forsok.

EMA (etidium monoazid bromid)-behandling ar en metod for att kunna skilja pa levande och
doda celler i PCR-analysen. Pisz anvande 2007 EMA pa prover av bland annat jord som hade
spikats med Escherichia coli. EMA visade sig dar fungera effektivt i jord. EMA fungerar
genom att interkalera med DNA fran ickeviabla celler och férhindrar pa sa satt amplifiering i
PCR. EMA kan inte ga in i celler med intakt membran och alltsa faster det endast till fritt
DNA eller DNA i celler med trasiga membran. Vid belysning med hdgintensitetsljus blir
bundet EMA kovalent bundet och fritt EMA inaktiveras. Genom att analysera tva prover med
PCR, ett med och ett utan EMA-behandling, kan man alltsa skilja pa mangden viabla och
ickeviabla organismer. Observera att lera &r en stark katjonbytare som kan interferera med
méangden EMA, som sjélv &r en katjon, som finns tillgangligt (Pisz et al. 2007).

Odling pa hovagar utfordes i detta forsok parallellt med EMA-behandlingen eftersom EMA-
metoden var ny for oss. Aven odlingen gjordes for att bestimma om bakterierna som
detekterats i jordproverna levde. Istéllet for renodling av misstankta D. nodosus-kolonier
anvandes realtids-PCR for att detektera D. nodosus fran primérodlingen pa hovagar.
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MATERIAL OCH METODER

Typstammen fér D. nodosus (CCUG 27824") odlades p& FAA-plattor och uppforokades i
buljong (SVA, Uppsala). Direktmikroskopering av buljongen gjordes for att bekrafta
renkultur. Bakteriekoncentrationen i buljongen kontrollerades genom att DNA-
koncentrationen bestdamdes spektrofotometriskt. Tva representativa prover inneholl 13,5
respektive 20,0 nanogram DNA per mikroliter odlingsmedium.

Lerjord insamlades fran en oanvand aker utanfor Uppsala och ”Soilmaster™ DNA extraction
kit” anvandes for att isolera DNA fran 50 respektive 100 mg jord. Darefter analyserades
proverna med realtids-PCR. Dels undersoktes att jordprovet inte innehdll D. nodosus, dels
bestdmdes huruvida PCR-inhibitorer samextraherats med DNA och dérfor fanns nérvarande
och kunde stdra analyserna. Till det isolerade jord-DNAL tillsattes kdnda halter av D. nodosus-
DNA, i spadningar -4 till -7. Jord utan tillsats av D. nodosus anvandes som kontroll. Detta
gjordes for att avgora vilken provmangd respektive bakteriemdngd som skulle anvéndas
senare i forsoket. DA det visade sig att DNA extraherat fran 100 mg prov inhiberade PCR-
reaktionen, valdes 50 mg som l&mplig jordprovmangd (Fig. 3).

— —— - Bank On Bank Off

—_— W ————n—0 Named On | 100 | A0

g Edit Samples.

ﬂ s i) Mg 20 25 30 3 T40 Cycle:

Figur 3: PCR-resultat. Bestdmning av jordméngd respektive bakterie-DNA méngd. RAd kurva visar
positiv kontroll, outspatt DNA fran D. nodosus. Rosa kurvor representerar D. nodosus i sjunkande
koncentration efter spadning. Grona kurvor motsvarar 50 mg jord med D. nodosus i spadning

1:10 000 respektive 1:100 000.

Jorden analyserades avseende férekomst av F. necrophorum med hjalp av realtids-PCR enligt
Jensen et al (2007).
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Dag noll i forsoket iordningstélldes jordprover i 32 x 2 glasror med plastkork enligt foljande:
3 g jord blandades med 500 pl superQ-vatten samt 500 pl buljong med D. nodosus i
renkultur. Réren som anvandes rymde 3,7 ml och lerblandningen fyllde cirka 4 cm av roret.
Buljongen som anvéandes kom fran 2 ror med vardera 9 ml som odlats i 3 dagar samt 2 ror
med vardera 9 ml som odlats i 4 dagar, buljongen blandades (= 36 ml i ett ror) innan
fordelningen i smardren. Tva ror iordninggjordes med enbart 500 pl bakterier i buljong, varav
ett EMA-behandlades.

EMA-behandling utfordes enligt Pisz et al 2007: 2,6 pl EMA (5 mg/ml) tillsattes i roret som
vortexades snabbt, inkuberades i 10 minuter i rumstemperatur pa skak 300 rpm och darefter
belystes med en 500 W- lampa pa 20 cm avstand i 60 sekunder.

Halften av roren (32 stycken) stalldes sedan i ett skap i rumstemperatur och andra halften
stalldes i kylskap med temperatur 8— 12 °C.

Triplikat-prov togs ut ur respektive provrorsgrupp (rumstemperatur respektive kylskap) dag 1,
2, 3 och 4. Duplikat-prov togs ut dag 7, 10 och 14. Leran mattes upp i 1,5 ml plastror (0,06-
0,15 g i varje ror), tva prover fran varje ror varav ett EMA-behandlades enligt ovan. Innan
EMA-behandlingen tillsattes 100 pl superQ-vatten i alla prover, proverna vortexades kort,
darefter avlagsnades 100 pl av lervattnet. Hovagarplattor (SVA, Uppsala) stroks samma dagar
(samt dven dag 0), en platta delades i tre delar vid triplikat, tva vid duplikat, och prov fran
rumstemperaturréren respektive kylroren stroks pa varsin platta. Plattorna rispades i
rutmonster med en tréasticka och inkuberades anaerobt i 37 °C. De anvanda roren kasserades
efter att proven tagits ut.

Alla lerproverna behandlades med “Soilmaster'™ DNA extraction kit” och det fardiga
extraherade DNALt forvarades fryst tills PCR-analys utfordes. Instruktionerna for kitet foljdes
och pa punkt tre valde vi alternativet att skaka roren istallet for att vortexa dem, pa punkt tio
valdes den stérre méngden supernatant (150 pl).

Prover togs dven fran hovagarplattorna. Dag 4 togs prov fran plattor fran dag 0, 1 och 2. Dag
10 togs prover fran dag 3, 4 och 7. Dag 21 togs prover fran dag 7, 10 och 14. En 10-pl 6gla
med kolonimaterial fran en platta blandades i 300 pl superQ-vatten i 1,5 ml skruvlocksror.
Proverna vortexades snabbt och inkuberades i 96 °C i 15 minuter, darefter sattes de
omedelbart pa is i 10 minuter. Roren centrifugerades vid 13000 g i 5 minuter och
supernatanten frystes i vantan pa PCR-analys.

Hovagarplattorna avlastes daven manuellt dag 4 och 21, da koloniutseende bedomdes samt
direktmikroskopering utfordes.

Realtids-PCR med 7500 Fast Real-Time PCR System fran Applied Biosystems anvandes for
pavisande av D. nodosus i de forberedda proverna. Mastermix inklusive primers och prober
(opublicerade) och PCR-program enligt SVAs rutinmetod. Negativ samt positiv kontroll
anvandes, den positiva kontrollen bestod av en tidigare forberedd DNA-extraktion av
typstammen och den negativa av mastermix utan tillsatt DNA.

Spadningar 1:10 med superQ-vatten gjordes pa samtliga prover och dessa analyserades ocksa
med realtids-PCR.
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RESULTAT

Resultaten i denna studie visar att D. nodosus kan Gverleva atminstone 14 dagar i jordprover i
aerob miljo.

Alla prover som togs ut fran jordproverna var positiva pa realtids-PCR (tabell 1). Detta gallde
oavsett om jordproverna forvarats i rumstemperatur eller i kyl, om de behandlats med EMA
eller inte, och om det extraherade DNAt analyserades ospatt eller spatt 1:10. Vi sag inte heller
nagon kvantitativ skillnad (i CT-varde) mellan dessa prover. Under de forsta fyra dagarna var
aven alla prover fran odlingarna positiva vid realtids-PCRanalys. Dag 7 var ett av atta prover
positivt (ospéatt prov), dag 10 tva av fyra (ospadda prov) och dag 14 ett av fyra (spatt prov)
(tabell 2).

Tabell 2: PCR resultat. Antal positiva prover (samtliga prover).

Jordprov Odling
Dag Rumstemperatur 8-12 grader Rumstemperatur 8-12 grader
(poolade) (poolade)
1 6 (6) 6 (6) 2(2) 2(2)
2 6 (6) 6 (6) 2(2) 2(2)
3 6 (6) 6 (6) 2(2) 2(2)
4 6 (6) 6 (6) 2(2) 2(2)
7 4 (4) 4 (4) 0(4) 1%(4)
10 4 (4) 4 (4) 1%(2) 1%(2)
14 4 (4) 4 (4) 0(2) 1°(2)

& Utan spadning
® Spadning 1:10

Hovagarplattorna inspekterades dag 4 (plattor strukna dag 0, 1 och 2) och 21 (plattor strukna
dag 7, 10 och 14). Vid forsta avlasningen bedomdes det véxa riklig blandflora pa alla plattor,
men vid mikroskopering av misstankta D. nodosus-kolonier sags dock enbart D. nodosus dag
0 och 1 medan ingen tydlig vaxt av D. nodosus kunde ses dag 2. Detta kan antas ha berott pa
den korta inkubationstiden. Vid avlasning av FAA-plattan fran dag 0 sags vad som bedomdes
som riklig blandflora och vid mikroskopering sags blandflora med D. nodosus. Vid den andra
avlasningen, observera att de inspekterade plattorna da var 7-14 dagar gamla, bedomdes det
vaxa riklig blandflora pa plattorna med utstryk fran roren som forvarats i rumstemperatur
medan utstryken fran de ror som forvarats i kylskdp visade sparsam blandflora. Inga
misstankta D. nodosus- kolonier kunde ses. Vid mikroskopering av plattor fran dag 7, 10 och
14 som kom fran rumstemperatur-réren bedémdes samtliga preparat som D. nodosus i
blandflora, huvudsakligen bestaende av andra stavar av olika storlek.

Realtids-PCRanalysen av jorden avseende forekomst av Fusobacterium necrophorum gav
negativt resultat.
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DISKUSSION

| litteraturen anges D. nodosus 6verleva i miljon maximalt 14 dagar. Detta forsok har visat att
bakterien kan 6éverleva langre i jord dan man tidigare trott, atminstone 14 dagar som var sa
langt var forsoksperiod strackte sig. Inga liknande forsok med D. nodosus kunde hittas
beskrivna i litteraturen och darfor kravdes d&ven metodutveckling infor upplagget av forsoket.

Att det har gjorts s fa forsok att studera Gverlevnad hos D. nodosus beror troligen pa att
bakterien ar svar att odla, och darfor ville vi forsoka med detektion med hjalp av PCR istéllet.
Vi kunde i forsoket inte se nagon minskning av bakterie-DNA i jordproverna och det kan bero
pa att vi inte fullt ut lyckats med EMA-behandlingarna. Odlingsresultaten tyder daremot pa att
antalet viabla bakterier &nda har minskat under forsokets gang.

Uppférékningen av D. nodosus i buljong

Dichelobacter nodosus &r svagvéxande, svarodlade bakterier som kraver naringsrika medier
for att trivas vilket gor att det kan vara svart att odla dem i renkultur i buljong.

Uppfoérokningen av D. nodosus i buljong kravde flera forsok innan den lyckades. Forsta
omgangen kontaminerades kulturerna med blandflora, nasta omgang visade ingen véxt alls,
tredje omgangen kontaminerades dven den, denna gang med vad som sdg ut att vara kocker.
Pa fjarde forsoket lyckades vi odla D. nodosus i renkultur i buljong. Anledningen till att det
inte vaxte i en av omgangarna kan ha varit att bakterierna som anvandes for inokulering var
for gamla, bakterierna bor tas fran agarplattor som inte vaxt mer an 3 dagar. | sa fall ses véxt
efter 24-48 timmar i buljongen (Skerman 1989). | samma text anges optimal vaxt, nar
flytande medium anvénds for inokulering av nytt medium, till upp till 72 timmar (beroende pa
stam). Vi anvande dock fast medium for att inokulera flytande, men valde &nda att ta fasta pa
denna tidsangivelse och anvande buljong som véxt 3-4 dagar nar vi forberedde vara
jordprover.

Koncentrationen av DNA i buljongen méttes pa tva andra provror an de som sedan anvandes i
forsoket vilket innebar att mangden bakterier som faktiskt tillsattes ar ungefarlig. Vi vet inte
vilken bakteriekoncentration som kan forekomma i miljon naturligt i en fotrote-smittad
beséttning, inte heller finns uppgifter om infektionsdos. Antagligen avgors denna av ett antal
ovriga faktorer sasom klimat, narmiljo, individens motstandskraft, alder och halsolage samt
narvaron av andra bakterier.

Eftersom bakterierna uppforokades i buljong som sedan tillsattes jorden ar forhallandena i
forsoket inte lika naturliga som om man till exempel hade tillsatt bakterier direkt fran
fotrotelesioner till jorden. Buljongen &r visserligen naringsrik men tillsattes i liten méngd och
bakterierna hade dessutom redan vaxt 3-4 dygn och férbrukat naring nér buljongen tillsattes
jorden. Det ar darfor inte troligt att detta har haft nagon storre betydelse for utgangen av
forsoket.

Preparation av spikade jordprover

Jordprover blandades till lamplig konsistens. En kladdig lera erhélls nér vi blandade 3 g jord
med 1 g vatska, det gav ungefdr den konsistens som kan ses runt utfodringsplatser och
vattenkar i en farhage. Leran inneh6ll dock en hel del smagrus vilket gjorde uppvagningen till
DNA-prepareringen svar och inexakt, darav det stora spannet pa 0,06-0,15 g/ prov.
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Vid prepareringen av jordproverna dag noll stod buljongen med bakterierna framme i aerob
milj6 under flera timmar innan jorden blandades med bakterierna i provror. Detta kan ha
paverkat bakterierna negativt.

Fér DNA-extrahering i jordproverna anvandes “Soilmaster™ DNA extraction kit”. Detta ska
avlagsna enzymatiska inhibitorer som finns i jord och som samextraheras med DNA i jorden.
Provmangden bestamdes som tidigare beskrivits till 50 mg jord. Vanligtvis ar 100 mg lagom
men 50 mg kan vara lampligt om jorden innehaller mycket inhibitorer enligt tillverkaren av
extraktionskitet. Efter spadningen 1:4 innebar det 67 mg prov som skulle tas ut ur varje ror.
Att vi tog ut upp till 150 mg &r en viktig felkalla som kan innebéra att vissa prover innehallit
for mycket inhibitorer for att kunna ge ett positivt utslag trots férekomst av D. nodosus. Det
var uppenbarligen inte ett problem i det har forsoket da alla jordprover blev positiva. Det kan
bero pa att forekomsten av gruskorn i vissa jordprov gjorde att vikten dkade markant och i
dessa fall bor inte mangden inhibitorer ha 0kat i samma utstréckning.

Né&r proverna skulle tas ut den forsta dagen i forsoket visade det sig att flera av provroren
spruckit. Det kan ha berott pa att jordbakterier i proverna bildat gas i den gynnsamma miljon
nér buljong och vatten tillsattes jorden. De spruckna réren kasserades. Aven foljande dag fick
spruckna ror kasseras, dag 3 plastades aterstaende rér som inte spruckit med Parafilm ”M” for
att inte vatska skulle dunsta och proverna skulle torka ut. Darefter anvéndes ror for uttagning
av prover trots att vissa av dem spruckit innanfor plasten.

Tiden for nedbrytning av celler i en viss miljo, det vill sdga hur lange det & mojligt att
detektera DNA fran doda bakterier i ett prov varierar. Den beror pa ett antal omstandigheter
sasom till exempel pH, temperatur och vilka enzymer och andra bakterier som ar narvarande.

EMA

EMA-behandlingen ar en metod for att kunna skilja pa levande och doda celler i PCR-
analysen. Om bakterierna lever eller inte &r ju av avgdrande betydelse i detta forsék och
anledningen till att ocksa odling utfordes. Vi sag ingen skillnad i forsoket pa de prover som
var EMA-behandlade och de som inte var det. Det kan finnas flera orsaker till att EMA-
behandlade prover inte avvek fran de icke-EMA-behandlade i analyserna. En kan vara att i
stort sett alla bakterier faktiskt levde, i sa fall fanns ju inte s mycket fritt bakterie-DNA att
binda till. Odlingsresultaten tyder dock pa att antalet viabla bakterier har minskat under
forsokets gang. En annan mgjlig, och kanske troligare, anledning &r att lerjorden som
anvandes i forsoket storde resultatet eftersom lera kan interferera med mangden EMA som
finns tillgangligt (Pisz et al 2007).

For att kunna blanda EMA i proverna var konsistensen tvungen att vara l0sare, det var
orsaken till att vatten tillsattes for att sedan avlégsnas igen. Vid forsta behandlingen
vortexades inte proverna efter att EMA tillsatts och EMA-droppen lade sig da ovanpa nagra
av proverna och kan inte antas ha haft effekt pa dessa.

Odling av D. nodosus fran jordproverna
Odling pa hovagar genomférdes for att kontrollera att bakterierna som detekterades i
jordproverna med hjalp av realtids- PCR faktiskt levde.

Vid avlasningen av hovagarplattorna visade det sig svart att avgora vilka kolonier som var
mest misstankta sa direktmikroskopering och DNA-preparering gjordes pa godtyckligt utvalt
kolonimaterial. Detta ar en mojlig felkélla da vi kan ha missat kolonier av D. nodosus, sarskilt
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om det bara var fa levande bakterier kvar vid strykningen. Vi kan ocksa ha missat att fa med
bakterier fran jordprovet vid strykningen. Det kan sjélvklart ocksa ha varit sa att bakterierna
faktiskt hade détt i roren vid tiden for strykningen. Vid mikroskopering av material fran
hovagarplattorna som strukits dag 7, 10 och 14 fran ror som forvarats i rumstemperatur sags
stavar liknande D. nodosus i blandflora. De flesta av dessa prover var dock negativa pa PCR.

| litteraturen finns beskrivet att D. nodosus-kolonier kan se valdigt olika ut beroende pa till
exempel vilket medium som anvands, agarkoncentration, och till och med agardjup, aven
olika agar-batcher och olika anaeroba klockor kan spela in (Skerman 1989). Enligt samma
kélla &r sa kallat "ground glass”-utseende perifert med fimbrierad kant typiskt (pa 5 % agar)
och kolonier som passar in pa denna beskrivning sags langs risporna i hovagarn. Bakteriens
utseende i renkultur pd FAA-plattor ser mycket annorlunda ut med sma gravita valavgransade
kolonier.

Vid avlasningen dag 10 var en av anaerobklockorna aerob, det var osékert om den varit det
anda sedan dag 7 eller kortare tid, denna innehdll hovagarplattor strukna dag 7. Koklysat fran
dessa plattor gjordes darfor dels dag 10 och sedan dven dag 14 efter fyra dagars séker anaerob
inkubering. Av dessa sammanlagt 4 uttagna prov dag 7 (samt spadningar av dessa prov) var
endast en positiv (ett ospatt prov). Att de andra tre fran dag 7 var negativa kan ha berott pa
den aeroba miljon bakterierna utsattes for.

Spadda prov, 1:10, analyserades jamte de ospadda proverna for att fanga upp de prover som
eventuellt inneholl for mycket inhibitorer i ospatt tillstand. Detta ledde till att vi kunde
identifiera D. nodosus aven i odling fran dag 14.

Forvaring vid olika temperaturer

Proverna forvarades vid tva temperaturer, rumstemperatur (ca 20 °C) respektive kylskaps-
temperatur (8-12 °C). | litteraturen anges att D. nodosus kraver over 10 °C for att orsaka
infektion (Depiazzi et al. 1998), daremot namns inte temperaturens inverkan pa bakteriens
overlevnad. Om det skulle vara sa att bakterien kan ga in i ett sorts vilande stadium och pa sa
satt 6ka sin overlevnad (Beveridge 1941) kan man tanka sig att kylskapstemperaturen skulle
gynna detta. Man kan ocksa tanka sig att kylskapsstemperaturen ar en mer ogynnsam miljo
for befintliga jordbakterier vilket da skulle "ge plats” at D. nodosus, medan rumstemperaturen
skulle f& jordbakterierna att véxa till och trycka ned D. nodosus. A andra sidan kanske
rumstemperaturen da aven ar mer gynnsam for D. nodosus. | forsoket blev endast ett fatal
prover negativa, dessa var alla fran odling pa hovagar som strukits dag 7, 10 och 14. Dar blev
tre prover positiva i kylskapsgruppen och en i rumstemperaturgruppen men det ar for fa
prover for att kunna dra nagra slutsatser om temperaturens betydelse for D. nodosus
overlevnad.

Ovrigt
Kontamination vid beredningen och hanteringen av DNA- proverna kan ge falska positiva

svar, det ar mindre sannolikt i detta fall da stor noggrannhet iakttogs vid hanteringen av
provmaterialet.

Dichelobacter nodosus ar en svarodlad bakterie, som har sin affinitet till klovmatrix. |
litteraturen har jag inte kunnat finna nagot som tyder pa att bakterien skulle kunna féroka sig
utanfor klovar pa smittade djur. Den gar dock bevisligen att odla pad medium som inte
innehaller klovar sa det kanske inte ar helt otankbart att den kan foroka sig under andra
betingelser ocksa?
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Framtida forskning

Det skulle vara mycket intressant att gora om forsoket samt lata det paga under langre tid.
Man skulle da ocksa i manga fall kunna undvika problemen jag beskrivit ovan.

Dessutom behovs forsok som visar bakteriens 6verlevnad under mer naturliga forhallanden
utomhus med de variationer i temperatur, ljus och fuktighet som férekommer normailt.

EMA-behandlingsprotokollet skulle behéva optimeras genom ytterligare forsok.

Det skulle dven vara av varde att ta reda pa hur lange man kan forvanta sig att DNA fran doda
bakterier finns kvar i jorden och kan detekteras med realtids-PCR.

Slutsats

Dichelobacter nodosus kan antagligen Overleva i jord langre @n man tidigare trott. Detta
innebdr stora konsekvenser for behandling och utrotning av smittan i praktiken. Idag anses ett
bete som smittfritt efter 14 dagar utan klovbarande djur, denna praxis maste nu omvarderas.

TACK

Stort tack till mina handledare Marit Pringle och Anna Aspan for all hjalp. Tack ocksa till
Sara Frosth, SVA, for hjélpen med laboratorie-arbetet och Ulrika Konig, Svenska
Djurhéalsovarden, som kom med den forsta idén till forsoket.
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