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Sammanfattning

Ar 1985 upptécktes en sjukdom som drabbade svenska algar. Sjukdomen fick namnet
Moose Wasting Syndrome (MWS). Algarna som hittades var i mycket dalig kondition
eller sjalvdoda. Symptomen pd MWS &r anorexi, svaghet, nedsatt syn, minskad
skygghet, utmargling och diarré. Risken att do i sjukdomen uppvisar ett starkt alders-
beroende som 6kar med stigande alder, tjurar ar minst lika drabbade som kor. Sjuk-
domen sags dock i alla aldersklasser. Sjukdomen forekom Gver hela landet men har
framst studerats i Alvsborgs l4n och kallas darfor for Alvsborgssjukan. An idag finns
inget definitivt svar pa vad som orsakar sjukdomen.

Hypoteser om vad som kan orsaka sjukdomen var flera. Foderrelaterade orsaker,
med forandrade mineral- och metallhalter beroende pa forsurning, eller brist pa foder
beroende pa en 6kande population av vaxtatare, eller kontaminerat foder pa grund av
miljoféroreningar. En annan hypotes var vard-och parasitrelaterade (det vill séga, vi-
rus, bakterier, prioner). Da obduktions- och histologbilden tydde pa en virusinfektion
var Bovine Virus Diarré Virus (BVDV), Reovirus, Herpesvirus eller Retrovirus nagra
av de foreslagna virusen. Dessa virus kunde dock inte isoleras. Icke virala patogener
som bakterier och prioner testades. Med de tester som da stalldes till buds kunde inte
till exempel prionsjukdomar som tex, Chronic Wasting Disease (CWD) faststéllas.
Sa ingen av de presenterade hypoteserna kunde visas vara orsaken. Broman et al.
(2002a), foreslog att framtida studier behdvde koncentrera sig pa tre punkter: i: val-
formulerade kritiska tester pa de olika hypoteserna, ii: testen pa hypotesen kan endast
bli framgangsrika om materialet eller djuren i undersokningen sant representerar en
storre population (stérre méangd data), iii: att fler &n en faktor studeras samtidigt for
att forklara fenomenet. Nya och kanske okénda interaktioner kunde visa sig viktiga.

Ar 2016 studerade ett forskarteam pa Sveriges lantbruksuniversitet (SLU) och Lin-
kopings universitet (LiU) om MWS kunde vara en atypisk (uppvisar inte exakt
samma symptom som ursprungligen beskrivs) eller typisk (uppvisar samma symptom
som ursprungligen beskrivs) form av CWD. Under samma period observerades det
forsta fallet av CWD hos en norsk ren. Fram till den 2 april 2019 har nitton fall av
klassisk CWD diagnosticerats hos vildren och sex fall av atypisk CWD hos dlgar och
en kronhjort i Norge samt tre fall av CWD hos &lg i Sverige och ett fall i Finland.
Chronic Wasting Disease och andra prionsjukdomar uppkommer genom omvandling
av det cellulara prionproteinet (PrP€) till en konformationsférandrad infektios
isoform, Proteinase K resistent prionprotein (PrPs°).

Studier har genomforts for att undersoka sambandet mellan prionsjukdomen CWD
och MWS da dessa visat sig ha liknade symtom. Syftet med den har studien &r att
med hjélp av de sjukdomsdata som finns om MWS kunna upptécka genetiska korre-
lationer mellan genotyp, fenotyp och sjukdomsklass (klass 1-7, dar 1 visar mycket
tydliga symptom och dér 7 representerar friska).



Viktiga mal for forskargruppen pa SLU och LiU &r att fa klarhet i allel-frekvensen
och den geografiska fordelningen av mutation i PRNP-genen hos dlg som kodar for
prionproteinet (PrP) och underséka den méjliga kopplingen mellan det muterade PrP
och MWS, samt om algmutationen i PRNP paverkar aggregering, konformation och
processhingen av PrP i samband med Cu- och Zn-varden.

Studien bestod till storsta del av statistiska analyser pa data ifran 2331 &lgar. In-
formation fanns om lever-, njur- och blodvarden, insamlingsar, genotyp, sjukdoms-
klass, kon, alder, proteinklyvning av PrP, fyndplats, avlivad eller sjalvddda, identi-
tetsnummer, diagnos samt anamnes. Framfarallt analyserades variablerna alder uti-
frdn 106 individer, sjukdomsklass utifran 93 individer och alfaklyvning utifran 49
individer. For att finna samband mellan variablerna anvéndes linjara modeller och
korrelationsmatrixs. Resultaten visade att &ldre djur oftare drabbas av MWS &n unga
djur. Tolv av tretton individer med sjukdomsklass 1 (sjukast) och tretton av tretton
med sjukdomsklass 2 var kor, vilket beror pad den davarande strukturen av svenska
algstammen, med forhallandet sex kor per tjur. Skillnader finns mellan olika provpe-
rioder, som bland annat sjukdomsklass, da dlgar med sjukdomen framst sdgs under
1980-2000 talet. Vid analys av alfaklyvning kunde ett negativt samband ses avseende
insamlingsar och sjukdomsklass. Resultat som tyder pa att under 1980-2000-talet var
alfaklyvningsprocenten hdogre. Individer som ar mycket sjuka (klass 1-2) visar pa en
generellt hogre alfaklyvningsprocent (90-100%) &n de som &r mindre sjuka. Resul-
taten i den hér studien visade pa att de individerna som drabbats hardast av MWS
hade hdga vérden av vissa mineraler och sparamnen gentemot de friska. Ingen anty-
dan finns att en viss genotyp drabbas oftare &n nagon annan, men resultaten styrker
tidigare resultat om att aldre djur drabbas oftare &n yngre.

Nyckelord: Alg, Moose Wasting Syndrome, hypoteser, sjukdomsdata



Abstract

In 1985, moose in Sweden were found affected by a disease called Moose Wasting
Syndrome (MWS). The animals were in very poor condition or found dead. The
symptoms of MWS were anorexia, weakness, impaired vision, decreased shyness,
emaciation and diarrhoea. Hypotheses about the cause of the disease were at the time
of the outbreak feed- or parasite (virus, bacteria or prion) related. When the autopsy
and histologic image indicated a virus infection, Bovine Virus Diarrhea Virus, Reo-
virus, Herpesvirus or Retrovirus were some of the proposed viruses to cause MWS.
However, these viruses could not be isolated. Non-viral pathogens were tested as
bacteria and prions. With the tests that were then available, for example, Chronic
Wasting Disease (CWD) could not be determined. So, none of the hypotheses pre-
sented could be proven to be the cause. Broman et al. (2002a) suggested that future
studies needed to concentrate on three points: i: well-formulated critical tests on the
various hypotheses, ii: the test on the hypothesis can only be successful if the material
or animals in the study truly represent a larger population (larger amount of data), iii:
that more than one factor is studied simultaneously to explain the phenomenon. New
and perhaps unknown interactions could prove important.

Meanwhile the scientists at SLU and LiU studied if MWS may be an atypical (does
not exhibit the same symptoms as originally described) or typical (exhibit the same
symptoms as originally described), the first case of CWD appeared 2016 in a Norwe-
gian reindeer. Until 2 April 2019, there are nineteen cases of classic CWD in wild
Norwegian reindeer, as well as atypical CWD in six moose and a red deer and three
cases of CWD in Sweden, and a moose in Finland. The impact of prion disease in
Norway and therefore also in European cervids is worrying and is of uttermost inter-
est and importance for society and wildlife in Europe. Chronic Wasting Disease and
other prion diseases occur by converting the cellular prion protein (PrP®) to a confor-
mational altered infectious isoform, Proteinase K resistant prion protein (PrP*c).

The scientist at SLU and Liu aimed to reveal the allele frequency and geographical
distribution of the mutation in the PRNP gene encoding the moose prion protein (PrP)
and investigate the possible link between the mutated PrP and MWS, as well as reveal
how the moose mutation in PRNP affects the aggregation, conformation and pro-
cessing of PrP along with altered Cu and Zn levels.

Studies has been conducted to investigate the correlation between the prion disease
CWD and MWS, as these have been shown to have similar symptoms. The purpose
of this study is to be able to find correlations between genotype, phenotype and dis-
ease class (class 1-7, where 1 shows prominent symptoms and 7 is considered
healthy) using the disease data available on MWS.

The study consisted largely of statistical analyses of data from 2331 individuals.
The information consisted of trace element values from liver, kidney and blood sam-



ples, year collection, genotype, disease class, gender, age, alpha cleavage of PrP, lo-
cation, killed or deceased, identification number, diagnosis and anamnesis. The var-
iables mainly analysed in the study are age based on 106 individuals, disease class
based on 93 individuals and alpha cleavage based on 49 individuals. To find relation-
ships between the variables, linear models and correlation matrices were used.

The results showed that older animals more often suffer from MWS than young
ones. Twelve of thirteen individuals with disease class 1 (most ill) and thirteen of
thirteen with disease class 2 were cows, which are due to the structure of the Swedish
moose structure at that time, when the ratio was six cows per bull. Differences exist
between different experimental periods, such as disease class, when moose with signs
of disease occurred mainly during the 1980-2000 century. When analysing alpha
cleavage, a negative correlation could be seen to collection years and disease class.
This shows that in the 1980-2000 century, the alpha cleavage percentage was higher.
The individuals with a high degree (1-2) of disease had a higher alpha cleavage per-
centage. The results in this study showed that the individuals most affected by MWS
had high values of certain minerals and trace elements in relation to the healthy once.
No suggestion that a genotype would suffer to MWS more often than another would,
but the result strengthens the hypothesis that older animals are more often affected
than younger once.

Keywords: Moose, Moose Wasting Syndrome, hypothesis, disease data



Popularvetenskaplig sammanfattning

| mitten pa 1980-talet upptacktes en sjukdom som drabbade svenska élgar.
Manga individerna undersoktes i markerna i davarande Alvsborgs lan, i dag
vastra Gotalands lan. Algarna var i mycket délig kondition eller till och med
hittades doda. | borjan av 1990-talet registrerades fler an 1000 fall av sjuk-
domen som fick namnet Moose Wasting Syndrome (MWS) men kallas aven
for Alvsborgssjukan. Symptomen for MWS &r anorexi, svaghet, nedsatt syn,
minskad skygghet, utmargling, sar i munhala, svalg, matstrupe, kraftiga
mag-tarminflammationer och diarréer. De uppvisade &ven icke variga hjarn-
hinneinflammationer. Orsaken till sjukdomen &r inte kand, men forskare
hade hypoteser om att den antingen var foder- eller parasit (virus, bakterier,
prioner) -relaterad.

Studier har genomforts for att testa de olika hypoteserna. Symptomen for
MWS liknar de symptom som kan ses vid underndring, virussjukdomar och
sjukdomar som sétter ner immunforsvaret, som tex prionsjukdomar. De fo-
derrelaterade, med forandrade mineral- och metallhalter troddes kunna bero
pa forsurning, eller pa brist pa foder beroende pa en 6kande population av
vaxtatare, eller kontaminerat foder pa grund av miljoféroreningar. Hypote-
sen om vard-och parasitrelaterad (dvs, virus, bakterier, prioner) grundade
sig pa obduktions- och histologbilden som tydde pa en virusinfektion med
virus som Bovine Virus Diarré Virus (BVDV), Reovirus, Herpesvirus eller
Retrovirus, men dessa virus kunde inte isoleras. Icke virala patogener testa-
des ocksa som bakterier och prioner. Med de tester som anvandes pa 1980-
talet kunde till exempel inte prionsjukdomen Chronic Wasting Disease
(CWD) pavisas. Sa ingen av de presenterade hypoteserna kunde visa sig
vara orsaken.

For att finna samband mellan genotyp, fenotyp, kemiska vérden (lever-,
njur- och blodvarden) och sjukdomsklass (klass 1-7, dér 1 visar pa kraftiga
symptom och dar 7 representerar friska) anvandes information fran friska al-
gar och MWS-sjuka algar insamlade i Sverige under aren 1980-2018. Para-
metrar som analyserades i den statistiska analysen var insamlingsar, geno-
typ, sjukdomsklass, kon, alder, alfaklyvning och levervarden.

Ett tydligt samband kunde ses mellan sjukdomsklass och insamlingsar. Det
vill sdga att de flesta individerna som drabbats av MWS upptacktes under
19802000 talet. Vid analys av alfaklyvning kunde ett negativt samband ses



till insamlingsar och sjukdomsklass. Detta tyder pa att under 1980—2000-ta-
let var alfaklyvningsprocenten hogre. Likasa visar individer med hog sjuk-
domsgrad (klass 1-2) pa en generellt hog alfaklyvningsprocent (90-100%)
jamfort med de som var mindre sjuka. Ett samband ségs ocksa mellan alder-
och sjukdomsklass. Det betyder att &ldre djur oftare var sjuka i MWS &n vad
yngre djur var. Resultatet visade ocksa att de sjuka dlgarna i den hér studien
framst var kor och endast ett fatal tjurar som ingick i studien drabbades hart
av sjukdomen. Vilket enligt tidigare studier kan bero pa fordelning mellan
kor och tjurar i stammen vid den tidpunkten. Studien kunde inte heller hitta
nagra tydliga samband mellan brist pa mineraler och sparamnen utan sna-
rare tvart om. Analyserna visade pa att de individerna som drabbats hardast
av MWS snarare hade hoga varden av vissa mineraler och sparamnen.

Detta arbete ger inget slutgiltigt svar om vad som orsakar MWS, men stér-
ker att aldre individer oftare drabbas &n yngre.
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Forkortningar

Forkortning Forklaring
ALOV Alces leukotropic oncovirus
BSE Bovine Spongiform Encefalopati (Galna kosjukan)
BVD Bovine Virusdiarré
Cd Kadmium
CJD Creutzfeldt-Jakobs sjukdom
Cr Krom
Cu Koppar
CWD Chronic Wasting Disease
ELISA Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
Fe Jarn
GPI Glykosylfosfatidylinositol
LeFe Jarn i lever
LeMg Magnesium i lever
LezZn Zink i lever
LeCa Kalcium i lever
LeCu Koppar i lever
LeMn Mangan i lever
LeCd Kadmium i lever
LeMo Molybden i lever
LeCo Kobolt i lever
LePb Bly i lever
LeCr Krom i lever
Mg Magnesium
Mn Mangan
Mo Molybden
MWS Moose Wasting Syndrome
PCR Polymerase Chain Reaction
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SNP
SVA
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Statens Veterindrmedicinska Anstalt
Transmissibla spongiforma encefalopatier
Zink

15






1 Inledning

Sverige har en algstam pa 300 000—400 000 algar (Alces alces) sommartid och varje
ar skjuts runt 100 000 individer (Olsson., 2015). Konsumtionen av viltkott har legat
stadigt under manga artionden och i Sverige konsumeras runt 3 kg viltkott (inklusive
ben och inalvor) per invanare och ar (Cederlund., 2017).

Ar 1985 upptécktes en ny sjukdom som drabbade svenska algar (Stéen et al.,
1993). Algar befanns i mycket délig kondition eller hittades doda. I borjan av 1990-
talet registrerades fler & 1000 fall av sjukdomen (Merza et al., 1994). Sjukdomen
fick namnet Moose Wasting Syndrome (MWS) och férekom i flera delar av Sverige
men studerades framst i Alvsborg och bendmns darfor aven for Alvsborgssjukan
(Frank, 2004). Symptomen pa MWS &r bland annat anorexi, svaghet, nedsatt syn,
minskad skygghet, utmérgling och diarré (Stéen et al., 1993). Denna massddd av
algar orsakade stor oro framst bland jagarna och ledde till en tiofaldig 6kning av
algar som lamnades in for rutinméssig obduktion till Statens veterindrmedicinska
anstalt (SVA). Trots detta finns inget tydligt svar pa vad som kan vara orsaken till
sjukdomen. Det finns flera hypoteser om vad som kan leda till MWS, bland annat
att sjukdomen skulle vara foder- eller parasitrelaterad (virus, bakterier, prioner eller
helminter). Hypoteserna har testats genom bland annat métning av mineraler och
sparamnen i njure och lever, observationer av tillganglig foda for dlgar, obduktioner
och parasitologi (Broman et al., 2002).

Da ingen av de presenterade hypoteserna har kunnat visa sig vara orsaken fore-
slog Broman et al. (2002a) tre punkter vad framtida studier behévde koncentrera sig
pa: i: valformulerade kritiska tester pa de olika hypoteserna, ii: testen pa hypotesen
kan endast bli framgangsrika om materialet eller djuren i undersokningen sant re-
presenterar en storre population (stérre mangd data), iii: att flera &n en faktor stude-
ras samtidigt for att forklara fenomenet. Nya och kanske okénda interaktioner kunde
visa sig viktiga.

Da nagra av symptomen for MWS liknar symptomen for den sen tidigare kanda
prionsjukdomen Chronic Wasting Disease (CWD) darfor har studier genomforts for
att undersoka MWS relation till prion proteinet (PrP) (Wik et al., 2012). Chronic
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Wasting Disease ar en sé kallad prionsjukdom och patraffas hos hjortdjur (Williams
& Young, 1980). Ar 2016 studerade ett forskarteam pa Sveriges lantbruksuniversitet
(SLU) och Linkdpings universitet (LiU) om MWS kunde vara en atypisk (uppvisar
inte exakt samma symptom som ursprungligen beskrivs) eller typisk (uppvisar
samma symptom som ursprungligen beskrivs) form av CWD. Under samma period
observerades det forsta fallet av CWD hos en norsk ren. Fram till den 3 december
2019 har nitton fall av klassisk CWD diagnosticerats hos vildren och sex fall av
atypisk CWD hittats hosalgar och en kronhjort i Norge samt tre fall av CWD hos
alg i Sverige och ett fall i Finland. Sjukdomen kan i tidigt stadie ses som viktminsk-
ning och beteendeférandring (Sigurdson, 2008).

Syftet med studien &r att med hjalp av insamlade sjukdomsdata for MWS upp-
tacka genetiska korrelationer mellan genotyp, fenotyp, sjukdomsklass och kemiska
varden. Detta genom att studera om svara symptom av MWS éar korrelerade med
mineralbrist, en viss genotyp och alfaklyvningsprocent.
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2 Litteraturoversikt

2.1 Moose wasting syndrome

Under 1980 — 1990 talet upptradde en sjukdom pa svenska algar med okand orsak
som fick namnet Moose Wasting Syndrome (MWS). Sjukdomen kallas dven for
Alvsborgssjukan da ménga algar studerades i Alvsborgs lan. Alvsborgs lan var vid
den tiden ocksa starkt paverkat av forsurning (Frank et al., 1994). Symptomen pa
MWS yttrar sig som anorexi, svaghet, nedsatt syn, minskad skygghet, utméargling
och diarré. Sjukdomen karaktariseras av storningar i centrala nervsystemet, sjukliga
forandring pa slemhinnorna i matsmaltningssystemet och atrofierade lymfatiska or-
gan (Stéen et al., 1993).

Det har framforts olika hypoteser om vad som kan vara anledningen till MWS.
De foderrelaterade hypoteserna handlar om att alla faktorer som skapar obalans i
kvalitet och kvantitet av foda kan orsaka MWS. Detta kan ske genom foréandrade
mineral- och metallhalter beroende pa forsurning, brist pa foda beroende pa 6kande
populationer av vaxtatare eller kontaminerad foda pa grund av miljoféroreningar.
En annan hypotes menar att infektioner av till exempel virus, bakterier, svamp, pro-
tozoer och aven prioner (agens som parasiterar pa kroppen) kan leda till nedsatt
immunfdrsvar vilket i sin tur skulle kunna orsaka sjukdomar som uttrycker sig som
MWS. (Broman et al., 2002)

Sjukdomen drabbar vanligen aldre djur men har dven setts pa kalvar sa unga som
0-6 manader (Stéen et al., 1993). De individer som framst drabbades var aldre kor,
men detta forklaras med den raddande alders- och konsstrukturen i den davarande
svenska algstammen. Jakten koncentrerades da framst pa tjurar och ledde till en 6k-
ning av aldre kor, forhallandet var sex kor per tjur (Steen et al., 1989 se Rehbinder
et al., 2004). | en studie av Rehbinder et al. (2004) genomfordes obduktioner i falt
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pa tjugofem avlivade algar (fyra tjurar och tjugoen kor/kvigor) som uppvisat onor-
malt beteende och var i dalig kondition. Resultaten fran obduktionerna av de sjuka
individerna visade att de hade mycket daliga naringsvarden eller var utmarglade.
Utmargling kannetecknades av stor forlust av muskulatur, kraftig atrofi av benmérg
och forlust av koronart fett. | IGpmagen sags allvarlig hyperemi (6kat blodinnehall),
utvidgning av lymfkérlen och ddem hos alla sjuka individer. En annan skada som
kunde ses var utvidgning av Brunnerkértlarna i tunntarmen och &ven abnorma for-
&ndring i njurar och lever. Hos fjorton av de sjuka individerna kunde cerebellara
lesioner (hjarnskada) och andra milda lesioner i hjarnan konstateras hos fem sjuka
individer (Rehbinder et al., 2004).

Forfattarna kunde vid obduktion inte konstatera inflammatoriska forandringar
som kunde tas som intékt pa en overforbar sjukdom (som av till exempel virus).
Forandringarna som sags kunde liknas med tecken som uttrycks vid undernaring.
Undernaring kan leda till underskott av sekundara sparamnen vilka i sin tur kan
resultera i syndrom och olika skador (Rehbinder et al., 2004). Studier genomférda
pa algkalvar fodda av kor som var misstankt drabbade av MWS, visar pa kliniska
patologiska och histopatologiska fynd som starkt dverensstammer med de som ses
hos MWS-sjuka algar. Detta skulle tyda pa att det &r en Overforbar sjukdom
(Kallunki Nystrém, 2018)

Frank et al. (1994) visade att under aren 1982 till 1992 minskade flera viktiga
essentiella och icke essentiella metaller hos élgar. Koppar (Cu) i levern minskade
successivt med 50%. Aven kadmium (Cd) minskade med 25 — 35% medan molyb-
den (Mo) okade med 20-40% i levern. Obalans av sparamnen i véxterna kan i sin
tur paverka hélsan hos de drabbade &lgarna. Kliniska och patologiska tecken av
MWS har starka likheter med vissa symptom som upptrader vid koppar, krom, jarn,
mangan och magnesiumbrist hos nétkreatur. Symptom som upptrader vid bade
MWS och mineralbrist &r till exempel viktnedgang, diarré, sléhet, forandringar pa
slemhinnor i mag- och tarmsystemet och neurologiska symptom (Frank et al.,
1994).

2.2 Mineraler och sparamnen

Mineraler behdvs for reglering av manga processer i kroppen till exempel upprétt-
halla skelettstyrka, styra nerv-och muskelimpulser, men ocksa for att uppratthalla
blodtrycket. Nagra viktiga mineraler ar kalcium (Ca), fosfor (P), svavel (S), kalium
(K), natrium (Na), klor (Cl) och magnesium (Mg) men ocksa sa kallade sparamnen
vilka &r mineraler som krévs i mindre mangd (Tabell 1). Exempel pa sparamnen ar
jarn (Fe), zink (Zn), koppar (Cu), selen (Se), jod (I), kobolt (Co), krom (Cr), mangan
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(Mn) och molybden (Mo) (McDonald et al., 2011). Manga sparelement har bety-
delse for upptag och aktiviteter hos andra sparelement. Fram till 1995 hade 25 mi-
neraler Klassificerats som essentiella for normal tillvaxt och hélsa hos djur.

Sparamnen som Cu, Mo, Fe, Zn, och Mn spelar bland annat en viktig roll hos
olika enzymer och i enzymfunktioner (McDonald et al., 2011). Vissa sparamnen har
unika metaboliska funktioner, som Co. Kobolt ar nddvéandigt for tillverkningen av
vitamin B12, vilken &r en viktig tillvaxtfaktor (Staaland & Saebg, 1993). Brist pa Co
kan ge samre tillvéaxt, minskad vikt (O'Dell & Sunde, 1997), anemi, fettdegenerering
av levern (Underwood, 1999) samt ge lagre resistens mot infektioner (Paterson &
MacPherson, 1990). Mangan finns i mycket sma mangder i djurkroppen men ar anda
valdigt viktigt for skelett, koordination hos nyfédda, reproduktion samt glukosut-
nyttjande (McDonald et al., 2011). Aven brist pa Mn kan leda till hammad tillvéxt.

Koppar &r grundlaggande for biokemiska funktioner hos manga organismer och
ar ett essentiellt sparamne som behover tillforas genom fodointag. Koppar har en
viktig funktion i bland annat hemoglobinbildningen, men dven hos erythrocuprein,
ett annat protein i blodet som har en betydande roll i syremetabolismen (McDonald
et al., 2011). Eftersom Cu maste tillféras till kroppen via fodan kan svalt leda till
brist (Rehbinder et al., 2004). Symtomen pa Cu-brist &r dalig tillvéaxt, anemi, infer-
tilitet, diarré, forlust av palspigment, stérningar i mag- och tarmsystemet samt
lesioner pa hjarnstam och ryggrad. Det metalliska grunddamnet Mo kan vara begran-
sande for upptaget av Cu. Molybden begransar den kopparbehallande formagan i
narvaro av svavel. Denna process minskar mangden tillgangligt Cu och kan leda till
sekundar Cu-brist. Jarn ar ett annat dmne som har stor betydelse for det syretrans-
porterande proteinet hemoglobin. Brist pa Fe kan paverka bildningen av proteinet
och detta kan i sin tur leda till anemi. (McDonald et al., 2011)

Andra viktiga sparamnen ar Cr och Zn. Krom har betydelse for kroppens om-
sattning av glukos genom att bilda komplex mellan insulin och receptorerna. Amnet
har ocksa en betydande roll i lipidsyntesen samt i protein- och nukleinsyrametabol-
ismen. Brist pa Cr kan resultera i sankning av serumkolesterol och 6kning av lipo-
proteinkolesterol med hég densitet (HDL). Hexavalent Cr kan vara giftigt i for hdga
doser och kan da skada DNA, leda till samre tillvéxt samt lever och njurskador som
har setts hos rattor i laborativa forsék. Forutom att vara en viktig komponent i en-
zymer medverkar Zn aven i produktion, lagring och utséndring av hormoner, elekt-
rolytbalans samt &r involverad i immunsystemet. Hos grisar kan Zn-brist ge onormal
tillvaxt, minskad aptit, parakeratos (fordndringar i anslutning till hudcellerna) och
en forsamrad foderomvandlingsformaga. Hos notkreaturskalvar kan Zn-brist ge
stelhet i leder, parakeratos, inflammationer i mule och mun samt svullnad kring kl6-
varna. (McDonald et al., 2011)

Kalcium férekommer i stor mangd i djurkroppen och &r viktig for normal ut-
veckling av benstomme och tander. Hos vaxande djur kan Ca-brist ge férsamrad
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tillvaxt, missbildningar, hélta och stelhet medan hos aldre djur ge benskor-
het.(McDonald et al., 2011). Hos vitsvanshjort har Ca-brist visat sig paverka horn-
utveckling och tillvaxt (French et al., 1956). Magnesium ar viktig for bland annat
effektiviteten av kolhydrat- och fettmetabolismen och Mn &r dven involverad i cell-
andningen och flera andra cellulara reaktioner. Brist pa& Mg kan leda till hypomag-
nesaemi tetani som ar associerat med laga vérden i blodet. Denna bristsjukdom har
under senaste ar fatt stor uppmarksamhet for sin hdga dodlighet. Symptomen ar ner-
vositet, ryckningar i ansiktsmuskler, darrningar, ostabil gang samt kramper
(McDonald et al., 2011). Ett 6verskott av Mg ar ovanligt, i alla fall hos nétkreatur.
Ett 6verskott kan minska foderintaget samt ge diarré (NRC, 2001).

Det finns dven giftiga dmnen som till exempel kadmium (Cd) och bly (Pb). Kad-
mium &r en tungmetall. Metallen lamnar kroppen langsamt och ackumuleras framst
i njurarna dar den kan orsaka skada (NRC, 2001). Symptom pa Cd-forgiftning &r
bland annat anemi, férsenad testikelutveckling, fjallande hud, férstorade leder, le-
ver- och njurskador, sénkt tillvaxt samt 6kad dédlighet (Miller, 1971; Powell et al.,
1964). Blyforgiftning &r den vanligast rapporterade forgiftningen bland lantbrukets
djur och framst hos nétkreatur (Ammerman et al., 1973 se Neathery & Miller,
1975). Symptom pa Pb-forgiftning kan vara blindhet, muskelspanningar, krampan-
fall, depressioner samt ge paverkan pa det centrala nervsystemet, mag-tarmkanalen,
koordination och den roda blodcellssyntesen. (Siegmund, 1973; NRC, 1972)

Tabell 1: Den ungefarliga mangden av viktiga mineraler och sparamnen i djurkroppen per kg
kroppsvikt (McDonald et al., 2011).

Mineraler g/kg
Kalcium 15,0
Fosfor 10,0
Kalium 2,0
Natrium 1,6
Klor 1,1
Svavel 15
Magnesium 0,4
Sparamnen mg/kg
Jarn 20-80
Zink 10-50
Koppar 1-5
Molybden 1-4
Selen 1-2
Jod 0,3-0,6
Mangan 0,2-0,5
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Kobolt 0,02-0,1

2.3 Kvalitet och kvantitet av foda

For normal funktion och tillvaxt ar det viktigt med bra kvalitet och kvantitet pa foda.
En hypotes till Moose Wasting Syndrome var att sjukdomen orsakades av intaget av
kvantitativ och kvalitativt mineralfattig foda, genom svalt eller av forgiftning
(Broman et al., 2002). | samband med utbrottet av MWS upptéacktes en 6kning av
barkning av gran (Picea abies) av alg, i Alvsborgs lan (Bergstrom & Hijeljord,
1987). Detta indikerade pa en minskning av tillganglig foda och eller av Iagt intag
av mineraler, da gran vanligtvis avvisas av alg. Dock kunde ingen generell 6verbet-
ning ses (Faber & Pehrson, 2000; Cederlund, 1994). Undersokningar visade pa att
algkalvar inom omraden med mycket barkning hade en hogre slaktvikt an kalvar dar
det inte forekom barkning, vilket ocksa kunde ses hos aldre dlgar. Daremot, hade
algar i omraden med hog frekvens av barkning och MWS totalt lagre mangd fettde-
paer (i samre kondition) i jamforelse med algar i omraden med ingen barkning och
lag frekvens av MWS. Detta Gverensstaimde med hypotesen om minskad méangd
tillganglig foda (Cederlund, 1994).

Under den hir tiden var markerna kring Alvsborgs lan ocksa paverkade av for-
surning vilket paverkade pH i bade vatten och jord. Koncentrationen av bland annat
Cu mattes i lever och njurar fran algar for att underséka om férandringar i mineraler
var orsaken till barkningen av gran och MWS. En minskning av Cu i levern (30%)
hittades hos till synes friska dlgar (Adrian et al., 1994). Detta kan tyda pa att for-
surningen paverkade mangden Cu i jord och vatten, vilket i sin tur kan leda till Cu-
brist hos édlgarna (Blood & Radostits, 1989).

2.4 Parasiter (virus, bakterier, prioner och helminter)

Parasiter ar organismer som ar beroende av att ha en vard som den lever pa eller i.
En typ av symbios, ddr parasiten utnyttjar varden pa ett sadant satt att varden tar
skada (Willey et al., 2009). En av hypoteserna kring MWS var associerad med pa-
rasiter (virus, bakterier, prioner) (Stéen et al., 1993; Rehbinder et al., 1991;
Feinstein et al., 1987), dar en individ utsatt for agens skulle pa grund av nedsatt
immunforsvar ha storre risk att drabbas av MWS.

Vid undersokning med Klassisk parasitologi, det vill sdga av helminter, kunde
Rehbinder et al. (2004) konstatera att hos 25 doda algar i dalig kondition, jamfort
med 5 referensindivider, sa var endast tva av de sjuka djuren kraftigt infekterade av
parasiter i form av rundmaskarter, Ostertagia leptospicularis och/eller
Spiculopteragia alcis. De andra individerna var mattligt eller 1agt infekterade.
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Virus ar en mikroorganism som inte har nagon egen amnesomsattning. Virus
kraver darfor en levande vardcell for att véxa och reproducera sig. Det &r ett smit-
toamne som far vardens kropp att producera nya celler med arvsmassan fran viruset.
Viruset kan genom detta foroka sig och fortsétta att sprida sig och darmed orsaka
sjukdom (Willey et al., 2009).

Da obduktions- och histologbilden i Rehbinder et al. (2004) tydde pa en virusin-
fektion var Bovine Virus Diarré Virus (BVDV), Reovirus, Herpesvirus eller Retro-
virus nagra av de foreslagna viroserna. Den patologiska och kliniska bilden av MWS
liknar den for BVDV, en sjukdom som orsakas av pestivirus hos noétkreatur
(Rehbinder et al., 1991). Kliniska tecken pa notkreatur som drabbats av BVDV kan
vara diarré, hélta, feber, hornhinneddem, noserosioner, avmagring samt grov, skrov-
lig och torr péls (Constable et al., 2017). Antikroppar mot BVDV hittades hos nagra
algar som postmortem visade MWS (Feinstein et al., 1987). Daremot pavisades inga
BVD-virus. Trots likheterna tycks MWS oftast drabba aldre &lgar medan BVD drab-
bar yngre nétkreatur. Aven neurologiska sjukdomstecknen som ses hos MWS drab-
bade algar ses inte hos nétkreatur drabbade av BVD (Constable et al., 2017; Stéen
etal., 1993).

Merza et al. (1994) kunde isolera ett retrovirus, Alces Leucotropic Oncovirus
(ALQV) fran totalt fyra algar (en referensindivid samt tre sjuka individer) hos algar
med MWS. Resultatet ifragasattes da ALOV senare visade sig finnas hos bade friska
och sjuka algar (Simonsson et al., 1999).

Icke virala patogener i form av bakterier och prioner testades, men med de tester
som fanns tillgangliga da kunde inte prioner vilka bl.a. orsakar CWD faststallas
(Broman et al., 2002). Moose Wasting Syndrome har inte heller visat sig bero pa
nagon specifik bakterieinfektion vilket skulle tyda pa att bakterier var orsaken till
sjukdomen (Stéen et al., 1993; Rehbinder et al., 1991).

2.5 Prionprotein

Prionprotein (PrP) tillndr klassen amyloidbildande proteiner som i vissa fall kan
associeras med vissa Transmissibla Spongiforma Encefalopatier (TSE)-sjukdomar.
Cellulart prionprotein (PrP€) & membranassocierade protein som férekommer i eu-
karyota celler och ar starkt konserverade hos daggdijur, vilket pekar pa att de har en
viktig funktion for organismen (Kupfer et al., 2009). D& PrPC har flera viktiga funkt-
ioner foreslogs det 2017 att det skulle ingd i listan bland multifunktionella proteiner
(Linsenmeier et al., 2017). Det celluléra prionproteinet har bland annat funktioner
inom celladhesion (biomolekyléra processer vilket innebér att celler kan binda till
varandra och k&nna av sin omgivning) (Schmitt-Ulms et al., 2001) och neuroskyd-
dande funktioner (Roucou et al., 2004).
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Prionsjukdomar uppkommer genom omvandling av PrP€ till en konformations-
forandrad infektios isoform, Proteinase K resistent prionprotein (PrPsc). Detta inne-
bér att en begrénsning av proteasdigestion resulterar i en proteasresistent molekyl.
Den proteasresistenta kdarnan kan bilda amyloider och aggregat (Prusiner et al.,
1983).

2.5.1 Prionsjukdomar

Vanligtvis har TSEs lang inkubationstid men nar symptom som beteendeforand-
ringar, depression och okoordinerade rérelser (Sigurdson, 2008) upptrader gar for-
loppet ofta snabbt och leder till hjarnskador och déd (Prusiner, 1991). Prionsjukdo-
mar kan drabba bade djur och manniskor. Exempel pa prionsjukdomar hos manni-
ska ar Creutzfeldt-Jakob Disease (CJD) vilket ar den vanligaste av alla prionsjuk-
domar hos manniskor (Wik, 2012). Exempel pa prionsjukdomar hos djur &r Scrapie
som drabbar far, Bovine Spongiform Encephalopathy (BSE) som drabbar nétkreatur
och Chronic Wasting Disease (CWD) som kan ses hos hjortdjur (Wik, 2012). Vid
kritiska positioner i PrP kan en mindre variation i aminosyrasekvensen ha ett stort
inflytande pa prionsjukdomens inkubationstid, patologi, mottaglighet samt majlig-
heten att sjukdomen 6verfors fran en art till en annan (Westaway et al., 1987).

2.6 Alfaklyvning av prionproteinet

Det celluldra prionproteinet bestar av tva olika delar. N-terminalen (mindre defini-
erad struktur) samt den globuléra C-terminalen. Viktiga funktionella och struktu-
rella bestandsdelar i PrP€ ar N- och C-terminalerna, den hydrofoba kérnan, upp till
tva N-glukan-sidokedjor, oktamerisk repeterade regioner samt den neurotoxiska do-
ménen (Figur 1). Prionproteinet dr beldget i kolesterol- och sfingolipidberikade
membran och &r fast pa den yttre delen av det celluldra membranet via glykosylfos-
fatidylinositolankare (GPI) (Figur 1) (Altmeppen et al., 2012).

Alfaklyvningen sker pa aminosyrapositionen 110/111-112 hos manniskor
(Mangé et al., 2004; Vincent et al., 2000; Chen et al., 1995) och pa 109 hos moss
(Millhauser, 2014). Det bildas da ett N1-fragment samt ett C1-fragment som fortfa-
rande ar bundet till membranet via GPl-ankaret. Vid denna typ av klyvning forstors
den neurotoxiska doménen (Figur 1) (Altmeppen et al., 2012). En forutséttning for
omvandling fran PrPC till PrPS¢ under en prionsjukdom &r den neurotoxiska doma-
nen (lila box i Figur 1) (Chen et al., 1995). | och med att denna forstérs under klyv-
ningen kan detta betraktas som en skyddsmekanism mot prionutbredning (Lewis et
al., 2009). Anledningen till att alfaklyvning sker ar fortfarande oké&nd (Altmeppen
et al., 2012).

25



Alfaklyvning som skett naturligt i vavnaden kvantifieras med formeln (C1/(Hela
langden pa PrP¢ + C1))*100%), dar resultatet presenteras i procent.
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Figur 1. Schematisk bild pa det celluldra prionproteinet (PrPC¢) samt vad som sker vid al-
faklyvning. (A) PrPC med viktiga proteindomaner, N-terminal (aa 1-23, gra box), C-termi-
nal (aa 230-254, gra box), oktamerisk repeteringsregion (aa 51-90, bla box), neurotoxisk
doman (aa 105-125, lila box), hydrofob kérna (aa 111-134, grén box) samt N-glykan si-
dokedjor < 2 stycken (aa 180 och 196). (B) Mogna PrP, déir N och C terminalerna dr bort-
tagna. (C) Alfaklyvning sker pa position aa 110/111-112, denna typ av klyvning forstor
den neurotoxiska doméanen (lila box) och leder till ett membranbundet C1-fragment via
GPl-ankare och ett Iosligt N1-fragment. Bild modifierad fran Altmeppen et al., 2012.

2.7 Chronic Wasting Disease

Chronic Wasting Disease (CWD) ar en prionsjukdom eller TSE som férekommer
hos hjort, radjur och alg, bade viltlevande och i hagn och upptacktes for forsta
gangen 1967. Forst 1978 beskrevs sjukdomen som en TSE grundat pa histopatologi
pa hjarnan (Williams & Young, 1980). Sjukdomen har endast kanda fall i Norda-
merika, Sydkorea och nu i Skandinavien. I tidigt stadie visar sig sjukdomen genom
viktminskning och beteendeférandring (Sigurdson, 2008). Chronic Wasting Dise-
ase anses vara den prionsjukdom pa djur som har den snabbaste spridningen. Pro-
teinase-K-resistent prionprotein (PrP>) tillvaxer i skelettmuskulatur, blod, saliv,
urin och avforing. Hur CWD sprids &r fortfarande oklart men hypoteser varierar
mellan spridning via direktkontakt, formultnade kadaver eller via intag av foda fran
prioninfekterade omraden (Wik, 2012).

Genetiska studier har visat att det finns en korrelation mellan aminosyrasekven-
sen hos PrP och kénslighet for CWD-infektion (Johnson et al., 2006). Genen PRNP
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sekvenserades och den translaterade proteinsekvensen jamférdes mellan olika hjort-
djur. Hos den europeiska &dlgen framtrader en unik variant i PrP kodon 109, och
aminosyravariationerna homozygot (K/K och Q/Q) och heterozygot (K/Q) upptéck-
tes av Wik et al. (2012). Potentiellt kan denna mutation paverka PrP biokemiskt.

2.8 Variant K109Q

For att undersoka om det finns nagon koppling mellan K109Q-varianten och MWS-
sjuka djur bestamdes genotypen pa algar med konstaterad MWS och friska djur.
Resultatet visade att proportionen heterozygoter K/Q var hégre hos de MWS-sjuka
djuren an hos de friska. Nér genotyperna A/C och C/C jamfordes sa var den storre
andelen av sjuka djur A/C. Ett samband mellan MWS och K109Q-varianten kunde
darfor konstateras (Wik et al., 2012).

2.9 Bestamning av genotyp

Genotypning sker med hjélp av en assay som upptéacker varianter av en nuk-
leotidsekvens. Genom att ha tva prober narvarande i reaktionen gor det majligt att
genotypa tva majliga varianter (alleler) vid en mutation i malsekvensen. TagMan®
SNP Genotyping Assay bestar av en forward och en reverse primer och tva allel-
specifika prober som dektekterar de tva allelerna Vid denaturering sker en annealing
(fastning) av forward primern, reverse primern och den probe som passar provets
genotyp pa DNA templatet och en signal genereras (Thermo Fisher Scientific Inc,
2016).
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3 Material och metod

3.1 Datamaterial

Materialet inneh6ll data fran 2331 dlgar insamlade fran stora delar av Sverige, mel-
lan aren 1980 och 2018, och innehdll bade kor och tjurar i olika aldrar. Information
inneholl data fran friska samt sjuka individer, bade avlivade pa grund av dalig kon-
dition, skjutna under jakt eller hittade sjalvddda. Data i form av resultat fran kemiska
analyser av lever, njure samt blodvarden, insamlingsar, genotyp, sjukdomsklass
(Tabell 3), kon, alder, alfaklyvning, fyndplats, avlivad eller sjalvdoda, identitets-
nummer, diagnos (frisk eller sjuk) samt anamnes fanns tillgangligt. Fran vissa indi-
vider fanns &ven tillgang till vavnadsprover i form av tillexempel muskelvavnad,
blod eller hjarna. Sveriges lantbruksuniversitet, Sveriges veterindrmedicinska an-
stalt samt Stockholms universitet &r insamlarna av datamaterialet.

Variablerna fran datasetet Genotyp 3b (Tabell 2) anvéandes i den statistiska ana-
lysen. Tva nya dataset innehdll samma variabler som Genotype 3b men delades upp
utifran insamlingsar 1980-1998 (genotyp80.98) samt 2005-2018 (genotyp05.18),
for att jamfora data inom provtagningsperioderna. Under analysens gang utforma-
des nya dataset anpassade for korrelationsmatrixen (Tabell 3).
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Tabell 2. Datasetet Genotype 3b bestar av de variabler som anvéandes under den statistiska analysen.
Samma variabler men uppdelade utifran insamlingsar anvandes dven for dataseten genotyp80.98
samt genotyp05.18.

Genotype 3b
Insamlingsar (1980 — 2018) Genotypkod (0: AA, 1:AC,2:CC)
PrP Alfaklyvning Sjukdomsklass (1 — 7)
Alder LeMg
LeFe LeZn
LeCa LeCu
LeMn LeCd
LeMo LeCo
LePb LeCr

Tabell 3. Variablerna samt antal individer i dataseten anvanda till korrelationsmatrixen

Alder Sjukdomsklass  Alfaklyvning Genotyp 5b

Alder Sjukdomsklass  Alfaklyvning Alfaklyv-
ning

Sjukdomsklass  Insamlingsar Insamlingsar Sjukdoms-
Klass

LeMg Alder Alder Alder

LeCd LeCr LeCo Genotyp

LeMo Genotyp Kon

Antal in- 106 93 49 51

divider

Tabell 4. Klassificeringslista fran klass 1-7 med yttre och inre symptom. Yttre: anamnestiska uppgif-
ter, inre: fynd vid obduktion. Klassificeringen anvéndes vid obduktion av algar i félt under 1980-
1990 talet (Personlig kommentar Stéen, M. 2019)

Sjukdomsklassi- Symptom

ficering
1 Tydliga yttre och inre symptom: cirkelgang, avmagring, osta-
diga rorelser samt fula tarmar, tunn mjalte och slemhinnesar
2 Tydliga yttre och svaga inre symptom: cirkelgang, avmagring,
ostadiga rorelser samt lindriga forandringar i tarm och normal
mjélte
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3 Svaga yttre och tydliga inre symptom: ostadig gang men tyd-
liga tarm- och slemhinneskador

4 Inga yttre och tydliga inre symtom: fula tarmar, tunn mjélte och
slemhinnesar i 6vrigt normal

5 Svaga yttre och svaga inre symptom: nagot oskygg och ostadig
med lindriga tarmférandringar

6 Inga yttre och svaga inre symtom: normal élg som vid urtag-
ning befinns ha tarmblddningar och férminskad mjélte

7 Inga yttre och inga inre symptom

3.2 DNA preparation

Genomiskt DNA preparerades fran 130 fallviltsprover insamlade av SVA under
2016-2018. VVavnadsproverna (muskel eller hjarna) forbereddes for DNA-prepare-
ring genom att 25 mg vévnad dverfordes till ett 2 ml mikrocentrifugrér. Déarefter
tillsattes 220 pl ATL-buffert samt 20 pl proteinas K (20 mg/ml) till mikrocentrifug-
roren. Roren placerades i ett varmeblock med skakning vid 900 varv per minut
(rpm), 56°C i 1-2 timmar tills vdvnaden var helt lyserad. Sedan Gverfordes 220 pl
supernatant till provror anpassade till QlIAsymphony-roboten. Férutom vavnadspro-
ver anvandes aven blodprover fran sju andra individer ifran studien for att preparera
DNA. Blodproverna forbereddes genom att 350 pl blod éverfordes fran provroret
till ett provror anpassat till QIAsymphony-roboten. Alla provror fordes sedan in i
QIAsymphony-robot och DNA preparerades med kittet Tissue. HC 200 _V7_DSP
for kitversion 1 (QIAGEN, Hilden, Tyskland, 2015). QIAsymphony &r en robot som
utnyttjar magnetiska partikelteknologi for att automatiskt isolera och rena DNA fran
biologiska prov (QIAGEN, Hilden, Tyskland, 2015).

For att kvantifiera halten av DNA i 16sningen samt dess renhet anvandes Nano-
drop 8000 spektrofotometer (optiskt matinstrument) pa de forsta 24 proverna for att
forsékra att isoleringen och reningen av DNA:t lyckats.
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3.3 Genotypning

En individs arvsmassa och ansvarar for den arftliga variationen. En gen kan ha tva
eller flera olika varianter, vilket kallas for alleler. Med genotypning &r det mojligt
att sérskilja de olika allel kombinationerna och darmed utforska de genetiska vari-
ationerna (Griffiths et al., 2012).

Realtidsinstrumentet StepOnePlus anvandes for att bestdamma genotypen av den
kénda mutationen K109Q med Tagman-prober som tidigare beskrivits av Wik et al.
(2012). D4 A allelen ar den vanligaste och C &r den ovanliga, antas att C & mutan-
ten.

Infér genotypningen blandades TagMan® Universal PCR Master Mix, Tag-
Man® SNP Genotyping Assay och DNAse-free H,O (katalognummer AM9937)
(ThermoFisher scientific, Waltham, MA USA) i ett provror for det antal prover som
skulle forberedas utifran (Tabell 5), plus tillagg for 5% Gverskott. 13,5 pl av de
blandade reagenserna Overfordes till antalet brunnar som skulle anvéndas i en
MicroAmp® Fast Optical 96-Well Reaction Plate. Dérefter tillsattes 1,5 pul DNA
per brunn. Utéver det DNA som skulle genotypas valdes en kontroll ut for vardera
av genotyperna AC, AA och CC samt en negativ kontroll.

Tabell 5. M&ngd (ul) Tagman® Universal PCR Master Mix, Tagman® Genotyping Assay, DNAse-
free H20 och DNA per prov fér genotypning.

Per 1 prov (ul)
Tagman® Universal PCR Master Mix 7,48
Tagman® Genotyping Assay 0,37
DNAse-free H,O 5,61
Per brunn 13,5
DNA 15
Total Volym (pl) per brunn 15

3.4 Statistisk analys

Programmet Rstudio v1.1.463, R versionen 3.5.1 (RStudio, Inc) anvéndes for data-
bearbetning samt den statistiska analysen. R-paket som anvéndes var bland annat
Stats for statistiska berékningar, och Corrplot for visualisering av korrelations-
matrix. Data i form av insamlingsar, genotyp, alfaklyvning, sjukdomsklass, alder,
blodkemi och kemvérden fran lever och njurar anvandes i analysen. Cirkeldiagram
for att visa sjukdomsklass och genotyp, stapeldiagram med sjukdomsklass och kon,
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sjukdomsklass och genotyp pa individerna samt genotyp och alfaklyvning, konstru-
erades med hjélp av Microsoft Excel.

Det fanns normalférdelade, snedférdelade (férdelning med huvuddelen av fre-
kvenserna i ena dnden och en ”svans” i andra) samt binomialfordelade variabler.
For vidare analys genomférdes transformation (Bilaga 1) da alla variabler inte var
normalférdelade. Transformer anvands vanligen sa att uppgifterna tycks uppfylla
antagandena for de statistiska analyserna eller for att forbattra tolkbarheten.

Pa grund av mangden observationer dar det inte fanns varden for vissa variabler,
begransades antalet variabler till insamlingsar, genotyp kod, alfaklyvning, sjuk-
domsklass, alder och levervarden LeFe, LeMg, LeZn, LeCa, LeCu, LeMn, LeCd,
LeMo, LeCo, LePb och LeCr (Tabell 2). I den héar studien lades fokus pa alder,
sjukdomsklass och alfaklyvning, da dessa var av storst intresse.

Mangden data utan varde (NA) var alldeles for omfattande for vidare korrelat-
ionsanalys. Darfor genomfordes en rensning av data dér alla individer med NA i de
variabler som analyserades i de olika korrelationsmatrix togs bort. Nya dataset for-
mades med de variablerna som mest korrelerade med den beroende faktorn. De nya
dataseten kallades Alder, Sjukdomsklass och Alfaklyvning. Efter rensningen reduce-
rades antalet individer drastiskt, Alder inneholl 106 individer, Sjukdomsklass inne-
holl 93 individer och Alfaklyvning innehéll 49 individer (Tabell 3). De nya anpas-
sade dataseten anvéandes for en illustration av sambanden i en korrelationsmatrix.
For att gora en korrelationsmatrix anvéndes R-paketet “’corrplot”.

For vidare analys med samband mellan alfaklyvning, genotyp, sjukdomsklass,
alder och kon utformades ett nytt dataset. Det nya datasetet Genotyp 5b innehéll
endast individer som hade varden pa alla variabler (alfaklyvning, genotyp, sjuk-
domsklass, alder och kén). Datasetet kom da att innehalla observationer fran 51 in-
divider (Tabell 3). Dérefter gjordes korrelationsmatrixer for visualisering av sam-
banden mellan de olika variablerna utifran alfaklyvning, sjukdomsklass och alder.

Vid analys inom de olika provperioderna 1980 — 1998 (genotyp80.98) samt 2005
— 2018 (genotyp05.18) kunde endast variablerna insamlingsar, genotyp kod, alfa-
klyvning, sjukdomsklass och alder analyseras pa grund antalet NA i vardera datase-
tet. Antalet individer i dataseten reducerades till 31 for genotyp80.98 och 72 for
genotyp05.18 dar alla individer hade data pa alla variabler.
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4 Resultat

4.1 Genotypning

Genotypning av totalt 149 individer med TagMan® prober gav resultaten 86 AA,
49 AC, 5 CC samt 9 individer dar inget resultat gick att fa fram.

Totalt i datasetet Genotype 3 hade 1409 individer angiven genotyp. Fordelningen
var totalt 848 AA, 471 AC och 90 CC under aren 1980-2018. Figur 2 visar den
procentuella fordelningen mellan genotyperna (AA, AC och CC) under de olika
provperioderna. Fordelningen av individerna mellan provperioderna &r 1109 indivi-
der &r 1980-1989, 81 individer ar 1990-1999, 32 individer ar 2000—2009 och 187
individer ar 2010-2018. Fordelningen mellan provperioderna varierar inom geno-
typerna med, AA mellan 47-78%, AC mellan 22-44% och CC mellan 0-9%. Detta
med undantag for provperioden 20002009 dar andelen AA ligger pa 80%, AC pa
20% och CC pa 0%.
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Figur 2: Den procentuella férdelningen mellan genotyperna AA, AC och CC inom de olika provpe-
rioderna utifran totalt 1409 individer. Férdelningen av individer mellan de olika provperioderna
&r 1109 (1980-1989), 81 (1990-1999), 32 (2000-2009) och 187 (2010-2018).

4.2 Korrelationsanalyser

Den statistiska analysen genomfordes pa variablerna insamlingsar, genotyp, alfa-
klyvning, sjukdomsklass, alder, LeFe, LeMg, LeZn, LeCa, LeCu, LeMn, LeCd,
LeMo, LeCo, LePb samt LeCr ifran datasetet Genotype 3. Korrelationsmatrix (Figur
3) ger en 6verblick pa hur de olika variablerna ar korrelerade. Bland annat kan starka
positiva samband ses mellan LeMg och LeMo vilket kan tyda pa att vid hog anrik-
ning av Mg i levern kan ocksa Mo anrikas i hog grad. Det samma galler aven for
LeMg och LeCo. Ett positivt samband kan &ven ses mellan LeCd och alder, vilket
tyder pa att &ldre individer har en hogre anrikning av Cd i levern i jamférelse med
yngre individer. Starkt negativt samband ses mellan alfaklyvning och insamlingsar
sa aven mellan LeCo och insamlingsar.
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Figur 3. Korrelationsmatrix bestar av alla undersokta variabler fran Genotype 3b. Bl&
cirkel tyder pa en positiv korrelation, det vill saga om x 6kar, 6kar y. Negativ korrelat-
ion visas som rdda cirklar. Vid en negativ korrelation minskar y nar x okar. Storlek pa
cirkel samt nyans pa farg beskriver om det ar en stark eller svag korrelation.

4.2.1 Alder

Det ursprungliga datasetet (Genotype 3b) bestod av totalt 2331 individer. Dérav
hade 288 individer registrerad alder mellan 0,5 — 19,5 ar. Dessa anvandes i histo-
grammet for att visa aldern pa individerna. Majoriteten av individerna med angi-
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ven alder ar yngre an tva ar, darefter sjunker antalet individer for varje alderskate-
gori efter fem ars alder (Figur 4).
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Figur 4. Aldersférdelningen mellan individerna fr&n 0,5 — 19,5 &r utifrdn 288 individer med angiven
alder i Genotyp 3

Sambandet mellan alder och variablerna sjukdomsklass, LeMg, LeCd och LeMo
(Tabell 3) undersdktes genom en korrelationsmatrix (Figur 5). Resultatet visar en
negativ korrelation i forhallande till sjukdomsklass (-0,57; p = 0,001) samt en po-
sitiv korrelation till LeCd (0,69; p = 0,001), LeMo (0,53; p = 0,001) och en svag
korrelation till LeMg (0,17; p = 0,001). Resultatet visar att med en ckad alder sa
anrikas hogre halter av Cd och Mo i levern samt att dldre djur uppvisar en hogre
sjukdomsgrad (dvs sjukdomsklass 1-2,) an yngre djur.

Disease_class
e
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LeMo

Disease_class . . 08
- 0@ @ O|
Lemg . . ’
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LeMo C\_J 0.8
w

Figur 5. Korrelationsmatrix pa sjukdomsklass, alder, LeMg, LeCd och LeMo utifran Alder, best&-
ende av 106 individer. For beskrivning vid avlasning av matrixen se figurbeskrivning 3.
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4.2.2 Sjukdomsklass

Vid analys av férdelningen mellan sjukdomsklasserna anvéandes alla individer i
Genotype 3 med angiven sjukdomsklass, vilket resulterade i 258 individer.
Resultatet visar pa att 77% av individerna med angiven sjukdomsklass var friska
utan inre eller yttre symtom. Svaga inre symtom men inga yttre (klass 6) kunde ses
hos 6 % och svaga inre samt yttre symptom (klass 5) kunde ses pa 4%. Hos 1% av
individerna kunde inga yttre symtom ses men tydliga inre skador (klass 4) och 1%
visade dven pa svaga yttre och tydliga inre symtom (klass 3). Klass 1 (5%) och 2
(6%) visar pa tydliga yttre symptom samt tydliga till svaga inre symptom (Tabell 4)
(Figur 6).

H]l m2 m3 m4 »5 m6 m7

Figur 6. Cirkeldiagram pa sjukdomsklass fran de insamlade individerna med angiven sjukdomsklass
mellan &ren 1980-2018 (258 av 2280 individer). Klass 1: tydliga yttre samt inre symtom, 2: tydliga
yttre och svaga inre symptom, 3: svaga yttre och tydliga inre symtom, 4: inga yttre men tydliga inre
symptom, 5: svaga yttre och inre symptom, 6: inga yttre samt svaga inre symptom, 7: inga yttre eller
inre symptom (tabell 3). En standardavvikelse pa 1,779.
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For fordelningen mellan genotyp och sjukdomsklasserna (Tabell 4) analyserades
248 individer med angiven sjukdomsklass och genotyp utifran Genotype 3b (Figur
7). Flest individer i datamaterialet hade den angivna sjukdomsklassen 7, alltsa
friska, totalt 190 individer. Andelen individer med genotyp AA &r 56%, AC ar
37% medan CC endast star for 7%.
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Figur 7. Férdelningen mellan sjukdomsklass och genotyperna AA, AC och CC med sjukdomsklass 1
7 utifran 248 individer

Fordelningen mellan individerna i Genotype 3b med angivet kon, innehallande 223
hondjur och 152 handjur. Stapeldiagrammet visar endast de individer med sjuk-
domsklass 1-6 da andelen individer med sjukdomsklass 7 bestod av hela 77% i
jamforelse med de andra sjukdomsklasserna som totalt stod for 23% (Figur 6). Re-
sultatet i den hér studien visar att kor drabbats oftare &n tjurar i varje angiven sjuk-
domsklass (Figur 8).
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Figur 8. Stapeldiagram med sjukdomsklass 1-6 samt kon pa individerna. Totalt 223 hondjur och 152
handjur med angiven sjukdomsklass 1 — 7.

Analysen genomfordes pa 93 individer utifran det anpassade datasetet Sjukdoms-
klass (Tabell 3). Resultatet visar pa en stark positiv korrelation mellan sjukdoms-
klass och insamlingsar (0,84; p = 0,001). Vid senare insamlingsar 6kar andelen in-
divider med mindre sjuka djur. Detta visar att vid tidigare insamlingsar var fler
djur drabbade av MWS &n vid senare insamlingsar. Analysen visar dven pa negativ
korrelation mellan sjukdomsklass och alder (-0,63; p = 0,001), det vill sdga att
aldre individer generellt har en lagre sjukdomsklass (klass 1-2), det vill séga ar
sjukare an yngre individer. Sjukdomsklass visar dven pa ett samband till LeCr (-
0,31; p = 0,05), vilket tyder pa att sjukare djur har mer anrikat Cr i levern i jamfo-
relse med friska individer (Figur 9).
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Figur 9. Korrelationsmatrix pa sjukdomsklass, insamlingsar, alder och LeCr utifran 93 individer i
det anpassade datasetet Newdata_Disease_class.clean. For beskrivning vid avlasning av matrixen se
figurbeskrivning 3.

4.2.3 Alfaklyvning

Fordelningen av alfaklyvning analyserades pa 208 individer med angiven alfaklyv-
ning i datasetet Genotype 3. Hog procentsats tyder pa att en hdg andel av prionpro-
teinet har kluvits. Motsatsen galler vid 1ag procentsats da en lag andel av prionpro-
teinet har kluvits. Férdelningen &r ojdmn men en hogre frekvens kan ses vid 50 — 60
% samt 90 — 100%. (Figur 10)
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Figur 10. Histogram pa alfaklyvning i procent utifran 208 individer i Genotype 3b. En standardavvi-
kelse pa 29,886.

40



Genotypfrekvens i de tva topparna 50-60% och 90-100% i Figur 10 analyserades
for de individer med angiven alfaklyvningsprocent inom de tva topparna samt an-
given genotyp. Resultatet utifran totalt 48 individer (14 individer inom 50-60%
och 34 individer inom 90-100%) utifran Genotype 3 visar pa en likande fordelning
av genotypfrekvenserna som i Figur 2. Inom intervallet 50-60% &r antalet AA sju
(50%), AC fem (36%) och CC tva (14%) och fordelningen inom 90-100% ar, AA
sjutton (50%), AC tretton (38%) och CC fyra (12%) (Figur 11).
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Figur 11. Férdelning av genotyperna AA, AC och CC nér alfaklyvningen ar 50-60% respektive 90—
100% utifran Genotyp 3 och 48 individer, 14 inom 50-60% och 34 inom 90-100%.

Korrelationsmatrix utifran Alfaklyvning (Tabell 3) med 49 individer visar pa en ne-
gativ signifikant korrelation mellan alfaklyvning och insamlingsar (-0,88; p =
0,001). Detta tyder pa att prover insamlade fran tidiga insamlingsar (1980-2000-
talet) har en hogre alfaklyvningsprocent dn prover insamlade fran sena in-
samlingsar. En hogre alder hos édlgarna visar dven pa en hogre alfaklyvningspro-
cent, alltsa en positiv korrelation pa 0,55 (p = 0,05). Ett positivt samband kan dven
ses till sparamnet Co i levern (LeCo) pa 0,59 (p = 0,05) samt ett svagt, men ej sig-
nifikant, samband till genotyp (0,28) (Figur 12).

41



Genotype_code
A.cleavage

@
]
-
c
=]
o
2
]
Q

Age
LeCo

CollectionYear

Genotype_code

A cleavage

Age

LeCo

b y

Figur 12. Korrelationsmatrix av alfaklyvning, insamlingsar, alder, genotyp och LeCo utifran 49 ob-
servationer. For beskrivning vid avlasning av matrixen se figurbeskrivning 3.

Statistisk analys av 51 individer dér alla hade angivna varden pa genotyp, alfa-
klyvning, sjukdomsklass, alder och kon (Genotype 5b). Samband kunde endast ses
mellan alfaklyvning, sjukdomsklass och alder, darfor inkluderades endast dessa i
matrixen. Sambandet mellan alfaklyvning och sjukdomsklass (-0,7; p = 0,001) ty-
der pa att sjuka individer generellt har en hogre alfaklyvingsprocent an de friska
individerna. Likasa visar sambandet mellan alfaklyvning och alder (0,52; p = 0,1)
att &ldre algar har hogre alfaklyvningsprocent &n yngre (Figur 13).
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Figur 13. Korrelationsmatrix av alfaklyvning, sjukdomsklass och alder utifran 51 individer. Datase-
tet Genotype 5b (tabell 3) inneh6ll endast de individer som hade varden pa genotyp, alfaklyvning,
sjukdomsklass, alder och kén. For beskrivning vid avlasning av matrixen se figurbeskrivning 3.

For jamforelse inom olika provperioder skapades dataset genotyp80.98 samt geno-
typ05.18. Figur 14 visar korrelationer inom provperioden 1980 — 1998, déar det
finns svaga samband mellan insamlingsar och alfaklyvning (0,35; p =0,05). Aven
alder och alfaklyvning (0,39; p =0,01) visar pa ett positivt samband, vilket tyder
pé att med okad &lder okar alfaklyvningsprocenten. Aven har visas ett negativts
samband mellan alder och sjukdomsklass (-0,38), vilket tyder pa att det framst ar
aldre individer som drabbas (Figur 14). Inom provperioden 2005 — 2018 kan skill-
nader ses mellan genotyp, alfaklyvning och alder (Figur 15). Da vérdena for sjuk-
domskilass till stérsta del bestod av klass 7 kunde ingen korrelation utformas i figur
15. Figur 15 visar pa svagt positivt samband mellan genotyp och alfaklyvning
(0,18) samt ett negativt samband mellan genotyp och alder (-0,4). Detta tyder pa
att individer med hdg alfaklyvningsprocent i storre utstrackning har genotypen CC
an de med lagre alfaklyvningsprocent, tvart emot galler for individer med hogre al-
der, da genotypen AA &r vanligast. Ett negativt samband kan konstateras mellan
alder och alfaklyvning (-0,22; p = 0,01), vilket skulle tyda pa med 6kad alder
minskar alfaklyvningsprocenten inom insamlingsaren 1980-1998.
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Figur 14. Korrelationsmatrix av insamling aren genotyp, alfaklyvning, sjukdomsklass och alder
inom insamlingsaren 1980 - 1998 (genotyp80.98) utifran 31 individer. For beskrivning vid avlasning
av matrixen se figurbeskrivning 3.
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Figur 15. Korrelationsmatrix av genotyp, alfaklyvning och alder
inom insamlingsaren 2005 - 2018 (genotyp05.18) utifrén 72 indivi-
der. For beskrivning vid avlasning av matrixen se figurbeskrivning 3.
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5 Diskussion

Resultaten i studien tyder pa att det finns bade positiva och negativa samband mellan
de olika variablerna. Men, for mer trovardiga och sékra resultat skulle det kravas
flera individer med mer data per individ, eller hopslagning av till exempel av alders-
kategorier (kalvar, unga, vuxna, gamla). Datamaterialet som anvéndes innehdll to-
talt 2331 individer och 67 variabler och identitetsnummer. Ingen individ hade data
pa alla variabler, vilket resulterade i problem vid den statistiska analysen och dar-
med raknades all bloddata samt njurdata bort. Manga individer saknade &ven data i
form av kon, alder och sjukdomsklass. Infor korrelationsberakningar rensades datan
fran individer med NA, detta resulterade i en drastisk minskning av antalet indivi-
der. For resultat med storre sannolikhet skulle multivariatanalys kunna anvéandas, da
dessa behandlar mer an en variabel at gangen. Detta skulle da kunna visa pa om till
exempel tva oberoende variabler i samband paverkar den beroende variabeln. Till
skillnad fran analysen i den hér studien da endast en oberoende variabel analyseras
tillsammans med den beroende variabeln.

5.1 Genotyp

Fordelningen av genotyperna mellan provperioderna varierar en del, da AA ligger
mellan 47-78%, AC mellan 22-44% och CC pa 0-9%. Detta med undantag for prov-
perioden 2000-2009 dar andelen AA ligger pa 80%, AC pa 20% och CC pa 0%.
Den storsta skillnad kan ses inom provperioden 2000-2009. Detta kan bero pa att
denna provperiod endast bestod av 32 individer, i jamforelse med 1109 individer
(1980-1989), 81 (1990-1999) och 187 (2010-2018). Skillnaden kan bero pa slum-
pen eller annan paverkan pa algstammen mellan perioderna och framst da vad avser
individer med genotyp AC och CC (Figur 2). Vid analys inom provperioderna
1980-2000 och 2005-2018 (Figur 14 och 15) pavisades negativa samband mellan
genotyp och alfaklyvning, och ocksa mellan genotyp och alder. Detta skulle alltsa
tyda pa att vid hog alfaklyvningsprocent ar genotypen AA vanligt forekommande
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och lika sé vid hog alder. Dock kunde ingen tydlig bild faststallas for vilken eller
vilka genotyper som framst drabbats av MWS (Figur 7).

5.2 Alder

Sjukdomen ger intryck av att framst drabba aldre djur, da sjukare djur har hogre
alder (regressionskoefficienten: -0,57; Figur 5). D& MWS framst drabbar aldre in-
divider kan det diskuteras om orsak till sjukdom kan vara pa grund av biologiskt
aldrande eller pa grund av ett agens som tar lang tid att utveckla sig. Minskad kvan-
titet pa foda och samre foderbearbetning skulle kunna leda till brist pa mineraler och
sparamnen. | mitten pd 1980-talet var markerna i Alvsborgs lan, dar manga djur
undersoktes for MWS, svart forsurade vilket kan ha paverkat vaxternas naringsin-
nehall. En minskning av bade essentiella och icke-essentiella &mnen beskrev hos
élgar av Frank et al. (1994)

Figur 8 visar kon pa individerna med angiven sjukdomsklass. I alla klasser har
hondjur drabbats i hogre grad. Tolv av tretton individer i klass 1, sexton av sexton i
klass 2, tre av tre i klass 3, en av en i klass 4 och sju av elva i klass 5 var hondjur
som uppvisade sjukdom. Liknade resultat fick &ven Rehbinder et al. (2004) nér han
undersokte 25 individer som pavisat udda sjukligt beteende. Av dessa 25 var 21
hondjur och resterande 4 handjur (Rehbinder et al., 2004). Resultatet av att aldre
hondjur skulle vara de som oftast drabbas skulle kunna férklaras genom strukturen
pé den svenska dlgstammen vid den tiden. Algstammen bestod i hég grad av éldre
hondjur da handjuren skéts vid jakt (Steen et al., 1989, Rehbinder et al., 2004, Bro-
man et al., 2002a). Vid berdkning av &lgstammens fordelning, handjur kontra hon-
djur, sa visade det sig att handjur drabbades i samma utstrackning som hondjur av
MWS (Broman et al., 2002a). Moose Wasting Syndrome drabbade &ven yngre &l-
gar, dock inte i samma utstrackning som hos aldre.

5.3 Sjukdomsklass

Majoriteten (77%) av individerna (de flesta skjutna pa normal jakt) med angiven
sjukdomsklass anvanda i studien visade inga yttre som inre symptom pa MWS. End-
ast 5% av individerna visade pa allvarlig paverkan (sjukdomsklass 1) och 6% visade
pa relativt allvarlig paverkan (sjukdomsklass 2) (Tabell 4) (Figur 6).

Stark positiv korrelation (0,84) kunde ses mellan sjukdomsklass och in-
samlingsar (Figur 9). Detta beror med stor sannolikhet pa att alla individerna med
lag sjukdomsklass, alltsa sjukdomsklass 1 och 2, &r insamlade under 1980-2000-
talet, vid sjalva utbrottet av MWS. Ingen variabel kunde pavisas korrelera med sjuk-
domsklass inom provperioden 2005-2018 (Figur 15). Svaga korrelationer kunde ses
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inom provperioden 19801998, da mellan insamlingsér och sjukdomsklass samt &l-
der. Ett starkt samband kan &ven ses mellan alfaklyvning och sjukdomsklass, vilket
tyder pa att sjukare djur generellt har hogre alfaklyvningsprocent an friska (Figur
13).

Friskare djur visar pa en lagre inlagring av Cr (-0,31) i levern i jamférelse med
sjuka djur (Figur 9). Krom ar viktigt for kroppens omséttning av glukos och har en
betydande roll i lipidsyntesen samt i protein- och nukleinsyrametabolismen.
Hexavalent Cr kan i for hog méngd vara skadligt. Krom kan skada DNA och leda
till sdmre tillvéxt samt ge lever- och njurskador (McDonald et al., 2011). | Figur 4
kan en negativ korrelation ses mellan sjukdomsklass och LeMg (-0,41). Som i fallet
med Cr betyder det att friska djur har en lagre méngd av Mg i levern &n sjuka djur
har. Mangan har stor betydelse for fett- och kolhydratmetabolismen samt &r invol-
verad i manga cellulara reaktioner. Ett 6verskott av Mg kan leda till minskat foder-
intag och diarré. Dessa resultat motsager teorin om att sjukdomen skulle bero pa
brist av mineraler och sparamnen (Rehbinder et al., 2004; Frank et al., 1994)

5.4 Alfaklyvning

En negativ korrelation kan ses mellan alfaklyvning och insamlingsar (-0,88) (Figur
12). Da det finns ett starkt samband mellan alfaklyvning och insamlingsar tyder re-
sultaten pa en hogre sjukdomsfrekvens under 1980-2000-talet. Da ett negativt sam-
band kunde ses mellan alfaklyvning och genotyp genomférdes en analys pa geno-
typfrekvensen inom alfaklyvningsprocenten 50-60% och 90-100% (Figur 11).
Analysen visade inte nagon storre skillnad for genotypfrekvensen under alla ar som
understkningen gjordes (Figur 2). | Figur 11 kan en liten hdjning av genotypfre-
kvenserna AC (36-38%) och CC (12-14%) ses i forhallande till Figur 2 (AC &r 20—
34%, CC ar 0-6%) men daremot ingen storre skillnad mellan de tva alfaklyv-
ningstopparna.

Aldre djur har en hogre alfaklyvningsprocent &n yngre djur (0,55) och som tidi-
gare namnts drabbades de oftare av MWS &n vad yngre individer gjorde. Resultatet
tyder pa att alfaklyvningen har ett samband med sjukdomen. En hdgre inlagring av
Co i levern (0,59) (Figur 12) kan ocksa ses hos aldre élgar. Vilket kan tyda pa att
Co ar narvarande vid alfaklyvning. Anledningen till vad som orsakar alfaklyvning
ar osaker (Altmeppen et al., 2012) men da alfaklyvningen kan betraktas som en
skyddsmekanism mot prionutbredning (Lewis et al., 2009) skulle det negativa sam-
bandet mellan alfaklyvning och sjukdomsklass (-0,7) (Figur 13) kunna tyda pa en
Okning av alfaklyvningen vid MWS. Det vill séga ju hogre alfaklyvning desto lagre
sjukdomsklassning (klass 1-2), alltsa sjukare djur.
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5.5 Mineraler och sparamnen

Frank et al., (1994) tidigare studier tydde pa att orsaken till MWS skulle kunna vara
brist pa sparamnen () eller rubbningar i foderkvalitet och kvantitet pa foder (Reh-
binder et al., 2004). Resultaten i den har studien tyder inte pa att MWS har med brist
pa mineraler i form av Cu, Cr och Mg i levern att gora, da dessa visar pa svagt
negativt samband till sjukdomsklass. Mellan sjukdomsklass, Fe samt Mn kunde
inget samband ses.

Med 6kad alder 6kade dven kemvardena LeMg, LeCd och LeMo. Kadmium é&r
en tungmetall som ackumuleras i framst njurarna dér den kan orsaka skada. Det tar
lang tid innan Cd lamnar kroppen (NRC, 2001) och detta kan vara en anledning till
anrikning hos aldre djur. Molybden ar en metall som kan begransa upptaget av Cu.
Detta kan leda till sekundar Cu-brist (McDonald et al., 2011), i den hér studien kan
inget samband ses som tyder pa att sjukdomen har orsakas av Cu-brist. Ett svagt
positivt samband ses mellan LeCu och alfaklyvning, d&ven andra &mnen som LeCd,
LeMo, LeMg, LePb och framfor allt LeCo visar pa storre samband (figur 3).

5.6 Koppling lantbruk

Jakt och speciellt dlgjakten &r en stark tradition i Sverige dar i storleksordningen
100 000 algar skjuts varje ar (Olsson., 2015). Det konsumeras runt 3 kg viltkott (in-
klusive ben och inélvor) per person och ar (Cederlund., 2017). Da MWS-symptom
likande prionsjukdomen CWD genomfdrdes en studie som visade att MWS hade en
koppling med PrP K109Q (Wik et al., 2012). Prionsjukdomar drabbar bade méanni-
skor (CJD) och andra djur som notkreatur (BSE) och far (Scrapie) (Wik, 2012).
Mera kunskap behévs om prionsjukdomar, édven avseende alg, som skulle starka
kunskapen om TSE-sjukdomar, samt for att forbygga eller behandla dem. Det &r
aven viktigt att undersoka om prionsjukdomar dr smittsamma, bade inom samma art
men aven mellan arter for att forbygga smittspridning till vara lantbruksdjur.
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6 Slutsats

Nagon tydlig orsak till MWS kunde inte faststéllas i den har studien. Individer med
hog sjukdomsgrad (sjukdomsklass 1-2) visar pa en generellt hog alfaklyvningspro-
cent (90-100%) jamfort med de mindre sjuka. Ingen koppling mellan svara symp-
tom pa MWS och brist pa mineraler eller sparamnen kunde ses, snarare tvért om.
Ett samband kan ses mellan genotyp och alfaklyvning, men inte att en viss genotyp
ar mer drabbad av MWS an andra kunde upptéackas. Sa som tidigare studier visat,
visar sambandet mellan sjukdomsklass och alder i den har studien pa att framst aldre
individer drabbas av MWS.

For vidare forskning behévs mer genomarbetad eller mer komplett sjukdomsdata
fran MWS-sjuka élgar och 6vriga data fran friska algar. Multivariatanalyser skulle
behdva genomforas for att undersoka om flera variabler i samband paverkar till ex-
empel sjukdomsklass och alfaklyvningsprocent.
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