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SAMMANFATTNING

Chlamydophila psittaci ar en vanlig orsak till mer eller mindre allvarliga
sjukdomstillstand hos papegojor. Sjukdomen &r aven en zoonos som hos
méanniska kan orsaka allvarliga hélsoproblem. Sjukdomen &r kraftigt
underdiagnostiserad bade hos manniska och hos fagel. Symtomen hos faglar ar
ospecifika och kan tyda pd manga olika sjukdomar vilket kan gora det svart att
stélla réatt diagnos och behandla darefter. Syftet med studien var att undersoka
prevalensen av C. psittaci i Mélardalen. For prevalensstudien anvéandes ett
ELISAantikroppstest i form utav ett snabbkit som kan anvéandas ute pa
veterindrkliniker. Som en extra undersokning utfordes &ven en analys med ett
nyligen framtaget PCR-test som ska kunna anvandas i prospektivt syfte. Darefter
skulle provsvaren fran de tva skilda analyserna jamforas. | studien framkom att
30 % av de undersokta faglarna var antikroppspositiva for C. psittaci. Materialet
fran PCR-testet var dock kvantitativt for litet for att kunna dra nagra slutsatser
ifran.

SUMMARY

Chlamydophila psittaci is a common cause of diseases in parrots ranging from
being less serious to more serious. It is also a zoonotic disease which poses
serious health problems to humans. The disease is highly under diagnosed. The
symptoms in birds are nonspecific and may be indicative of many different
diseases which make it harder to diagnose and treat. The purpose of this study was
to investigate the prevalence of C. psittaci in Malardalen, Sweden. The study used
the ELISA antibody testkit which can be used in veterinary clinics. As an
additional form of investigation, an analysis that is used prospectively was
conducted on a newly developed PCR-test. Subsequently, the test responses from
these two separate trials were going to be compared. The study revealed that 30 %
of the examined birds were positive for the antibody C. psittaci. The material
from the PCR test was quantitatively too small to draw any conclusions from.



INLEDNING

Chlamydophila psittaci &r en organism som kan orsaka sjukdom bade hos djur,
framfor allt hos faglar och hos manniskor. Papegojfaglar ar populara som
sallskapsdjur. Utbredningen av séllskapsfaglarna gor ocksa att sjukdom orsakad
av C. psittaci ar av stor betydelse for folkhélsan, inte minst pa grund av att de
ibland forekommer som burfaglar bade bland dldre manniskor och barn
(Harkinezhad m.fl., 2009). Japanska forskare skriver att den viktigaste zoonotiska
patogenen ar just C. psittaci (Okuda m.fl., 2010). Hur vanligt det & med
sallskapsfaglar i Sverige finns det inte nagra siffror pa (Tornvall, 2010) men enligt
American Veterinary Medical Association finns det 11 miljoner faglar i USA
(Beeckman & Vanrompay, 2009). En annan siffra som har publicerats &r att 6 %
av japans alla sallskapsfaglar skulle vara infekterade med C. psittaci (Okuda m.fl.,
2010). Det finns manga papegojfaglar som &r tysta smittbarare av C. psittaci
(Gerlach, 1994). Sjukdomen bryter vanligtvis ut i samband med den stress som
till exempel en flytt till ett nytt hem kan innebdra. Férutom att sjukdomen orsakar
lidande for fageln sa &r den en zoonos som hos manniska ger alltifran lindriga till
mer allvarliga luftvagsproblem (Pantchev m.fl., 2009). Utan adekvat behandling
kan infektionen i varsta fall leda till en systemisk sjukdom med dédlig utgang
(Okuda m.fl., 2010).

Forsta gangen som sjukdomen beskrevs hos ménniska var 1879. Det var sju
individer i Schweiz som efter kontakt med tropiska faglar utvecklade en ovanlig
typ av lunginflammation. Ett pandemiskt utbrott intraffade vintern 1929-1930
efter att Amazonpapegojor fran Argentina hade importerats till USA och Europa.
Aren dérpa rapporterades 174 fall fran Fardarna dar mortaliteten var 20 %, vérst
drabbade var smittade gravida kvinnor. Smittan pa Faroarna forklarades med att
infekterade doda papegojor hade slangts éverbord vid transporten mellan
Argentina och Europa. Stormfaglar infekterades av dessa och darefter
méanniskorna da de fangade in Stormfaglarna vilka anvandes for manniskofdda
(Harkinezhad m.fl., 2009).

Det finns tre sétt att pavisa en infektion av C. psittaci namligen, isolering av
patogenen (till exempel genom inokulation i kycklingembryon), serologi eller
pavisande av deoxiribonukleinsyra(DNA) (Okuda m.fl., 2010). En séker diagnos
fas vid obduktion da agens med hjélp av Polymerase Chain Reaction (PCR), kan
pavisas fran inre organ. En vanlig analysmetod som anvénds ute pa vissa
djurkliniker idag ar ett snabbtest i form av ett serologi test (enzyme-linked
immunosorbent assay, ELISA) (Tornvall, 2010). Ett positivt antikroppssvar talar
egentligen bara om att fageln vid nagot tillfalle har varit i kontakt med
smittamnet. Fageln behover inte nédvandigtvis ha agens i sig vid
provtagningstillfallet. Pa Statens veterindarmedicinska anstalt (SVA) anvénds idag
en PCR metod dar man kan detektera agens fran provtagna faglar. Fran levande
fagel tas provet med svabbprov fran foretradesvis choan (slits i 6vre gom),
konjunktiva samt kloak. Provet analyseras dérefter med Real tids PCR for
pavisande av DNA. Om fageln ar dod sa gors analys aven fran prover tagna fran
inre organ sasom mijalte, lever etc. (Bolske, 2010).

Syftet med undersokningen &r att med hjélp av ett ELISA test kontrollera
prevalensen av C. psittaci i tambestandet av papegojfaglar i Malardalen. Detta ska



goras genom blodprovtagning av cirka 100 faglar. Som en extra undersokning ska
en del av proverna dven analyseras enligt ett nyligen framtaget PCR test dar man
ska kunna provta faglar i prospektivt syfte. Proverna enligt det forsoket kunde
besta av helblod eller svabb fran konjunktiva, kloak eller choan. | denna studie
ska sedan resultaten av de bada testerna jamforas.

Om den nya PCR metoden fungerar sa skulle den kunna vara ett anvandbart
alternativ vid provtagning vid tillfallen som till exempel inférskaffning av ny
fagel. Ett val fungerande test skulle gora att bade manniskor och djur slipper
onddigt lidande. Beroende pa hur jamforelsen blir sa kan det dven bli mojligt att
fa en uppfattning om hur bra svaret fran ELISA stammer 6verrens med faktiskt
infekterade faglar.

LITTERATUROVERSIKT

Organismen Chlamydophila psittaci

C. psittaci ar en obligat intracelluldr organism som &r endemiskt férekommande
éver hela varlden. C. psittaci innehaller bade DNA och ribonukleinsyra(RNA).
Liksom Ovriga bakterier saknar den mitokondrier och &r darfér oférmdogen att
tillverka eget ATP, utdver detta har organismen en unik utvecklingscykel. Den
saknar namligen det enzymsystem som andra bakterier har som gér det mojligt for
bakterierna att anvanda sig av energi fran cellmembranet (Gerlach, 1994). For att
vaxa till samt foroka sig behover darfor C. psittaci tillgang till en vardcells ATP,
detta gor att organismen inte gar att odla fram i ett cellfritt medium (Carter m.fl.,
2002; Gerlach, 1994).

Infektion

C. psittaci finns i tva former. Beroende pa var i utvecklingen organismen &r sa
kallas den for elementarkropp eller retikularkropp. Varje elementérkropp ar
omgiven av ett cytoplasmiskt membran, ett periplasmatiskt utrymme samt ett yttre
holje som innehaller lipopolysackarider. Det ar elementéarkroppsformen som &r
den extracelluldra formen som infekterar en vérdcell. Det som mojliggor
infastningen till vardcellen och som &r den viktigaste virulensfaktorn &r ett toxin
som ar bundet till elementérkroppens yttermembran. Den vardcell, alltsa
malcellen som vanligen infekteras ar en makrofag eller en epitelcell i
gastrointestinalkanalen (Gerlach, 1994). Efter att ha fast till sin malcell tar sig
elementérkroppen in i cellen via receptormedierad endocytos (Carter m.fl., 2002).
Elementarkroppen blir i detta skede insvept i en endocytoplasmatisk vesikel
(endosom) dar den under hela kommande replikationen skyddas fran den angripna
vardens lysozymer (Grimes, 1989). Elementarkroppen har fram till nu varit
metaboliskt inert och osmotiskt stabil men i och med att den i cellen genomgar en
forandring till en retikularkropp sa blir den istéllet metaboliskt aktiv och
osmotiskt instabil. Det &r i denna retikularkroppsform som C. psittaci replikerar
sig och mognar for att senare ater bli en elementarkropp inne i endosomen, det
sista sker via binar fission (celldelning). Endosomen med sitt innehall kallas nu
for en inklusion.



Replikationen kan paga upp till 72 timmar. Organismen C. psittaci producerar
enzymer som gor att vardcellen lyserar och slapper ut bade mogna
elementérkroppar, omogna retikularkroppar samt intermediara former av dessa.
Det &r i detta stadium som man talar om att man har extracellulara infektiosa
former av elementérkroppar (Carter m.fl., 2002).

Fria elementéarkroppar i miljon ar relativt ostabila och kan inaktiveras inom nagra
dagar (Gerlach, 1994). Skyddade i torkad spillning eller damm sa kan de forbli
infektiosa i miljon i manader (Mitchell m.fl., 2008).

Smittspridning

Elementarkroppar som finns i faglars torkade spillning samt i damm fran fjadrar
sprids genom luftcirkulationen. Om ingestion av elementéarkroppar sker sa
resulterar detta i en infektion av de intestinala epitelcellerna. Vidare &r det
beskrivet att det hos bland annat undulater kan forekomma vertikal 6verféring via
agg (Gerlach, 1994).

Vilka drabbas?

Papegojsjuka orsakad av C. psittaci kan dverforas genom direktkontakt med
smittade faglar, fagelspillning, nasflode samt aerosol och darmed orsaka
respiratoriska sjukdomskomplex hos bade daggdjur och faglar. Hos manniska kan
denna bakteriella infektion orsaka svara pneumonier (Pantchev m.fl., 2009;
NASPHV, 2009; Mitchell m.fl., 2008). De flesta inrapporterade humanfall
orsakas av kontakt med infekterade sallskapsfaglar. Aven om C. psittaci ar
endemiskt forekommande sa ar kliniska utbrott hos faglar huvudsakligen orsakade
av manniskans handhavande av djuren i fangenskap. Med detta avses manga djur
pa sma ytor, handel samt exempelvis introduktion av nya djur i flocken utan
karantan. Stressen som ett miljobombyte innebér, kan séanka fagelns immunforsvar
sd den lattare blir mottaglig for olika infektioner. Aven ett naturligt beteende som
reproduktion med &ggbildning, ruvning och uppmatning av ungar kan bli en sadan
stress att en infekterad fagel utan kliniska symtom kan bdrja utsondra C. psittaci
och smitta andra men utan att sjalv bli kliniskt sjuk. Fageln blir sa kallad tyst
smittbérare. De flesta primarinfektioner ger inga kliniska symtom, det vet man
eftersom manga faglar hittas med antikroppar mot C. psittaci (Gerlach, 1994).

| det vilda orsakar organismen endast fa eller inga fall med kliniska symtom eller
patologiska lesioner. En relativt vanlig uppfattning hos fagelveterinarer ar att
vissa papegojarter ar mer mottagliga for C. psittaci &n andra. Detta beror aven
Gerlach (1994) i sitt kapitel om klamydiainfektion hos faglar dar forfattaren
skriver att det &r en generalisering att séaga att sydamerikanska papegojarter sasom
Aror och Amazoner verkar mer mottagliga for infektion med C. psittaci an de
arter som kommer fran sédra Asien och Australien. De Afrikanska arterna skulle
vara de som ar minst mottagliga. Det ar snarare sa att det ar den mottagliga
individens immunforsvar och tillstand som avgor om det blir en infektion eller
inte. Pa grund av det sa ar unga faglar generellt mer mottagliga for infektion an
vuxna.



Inkubationstid

Inkubationstiden &r beroende av de olika stammarnas virulens. Enligt Gerlach
(1994) ar inkubationstiden minimum 42 dagar for papegojfaglar. Hos
Nymfkakaduor som &r frekventa barare av klamydia har det noterats att de kan
utsondra agens i avforingen i mer &n ett ar innan en foljande aktiv infektion
noteras

Kliniska symtom

De kliniska symtomen ar mycket varierande. Vissa faglar visar inga tecken alls,
en del drabbas av en respiratorisk sjukdom medan andra som till exempel unga
faglar som exponeras for hoga doser av en virulent stam kan utveckla akut
systemisk infektion som kan leda till doden. Kliniska tecken kan vara uppburrad
fjaderdrakt, konjunktivit, sinusit, dyspné, rassel fran luftvagarna, letargi,
dehydrering och annorlunda konsistens och farg pa spillningen (figur 1 illustrerar
sjuk fagel). Med tanke pa de manga olika sjukdomstecknen sa ar differential
diagnoserna manga och uteslutning sker genom laboratorieutredningar. Exempel
pa sadana diagnoser som da kan uteslutas ar infektioner med herpesvirus,
paramyxovirus, influensa A virus samt Enterobacteriaceae exempelvis
Salmonella spp. (Gerlach, 1994).

Figur 1, Sjuk Amazon © Jonas Persson



Sjukdom hos manniska &r ofta underdiagnosticerad pa grund av de ospecifika
symtomen, det &r inte alla individer som drabbas av pneumoniliknande symtom
(Harkinezhad m.fl., 2009). Exempel pa inrapporterade fall fran olika lander visas i
tabell 1.

Tabell 1. Artal och antal inrapporterade fall av C. psittaci hos ménniska (efter
Harkinezhad m.fl., 2009)

Land 96 -97 -98 -99 -00 -01 -02 -03 -04 -05 -06 -07
Sverige. 25 66 30 29 24 12 13 12 7 5 2 9
Holland 0 28 25 36 24 17 27 33 49 59 27

Tyskland 134 124 155 109 86 53 40 42 15 33 26 12

Provtagning

Att diagnostisera C. psittaci ar inte latt bland annat pa grund av att manga faglar
ar barare av smittan och kan ha subkliniska infektioner. For att fa en séker diagnos
kravs laboratorieundersdékningar (Elder & Brown, 1999). | National Assocition of
State Public Health Veterinarians, Inc. (NASPHV) kompendium fran 2009
rekommenderas att provtagaren anvander en kombination av tester sasom odling
samt pavisande av antikroppar eller antigen. Detta for att om majligt minska
risken att missa de tysta smittbararna (NASPHYV, 2009; Phalen, 2006). Om agens
kan identifieras vid obduktion da prov har tagits fran inre organ sa ar diagnosen
klar, ibland kan det dock kréavas kompletterande odling. Da en fagel kommer in
till veterinar med uppvisat nedsatt allmantillstand pa grund av sjukdom sa ar det
allvarligt eftersom faglar in i det langsta maskerar att de &r sjuka, detta for att
undvika att bli ett byte. Veterindren gor en allmén undersokning som vanligtvis
maste kompletteras med hematologi samt rontgenundersokningar for att fa en
helhetsbild av tillstdndet. Dessa sedvanliga utredningsférfaranden kan visserligen
ge en hjalp pa vagen men ar generellt otillrackliga for att ge en fullstandig
sjukdomsdiagnos. Da C. psittaci kan detekteras i blod redan efter en dag efter
infektion kan en analys med hjélp av PCR vara ett bra sétt identifiera infekterade
faglar (Phalen, 2006).

Enligt Bolske (2010) gar det inte att saga att en fagel som provtas efter en
genomgangen behandling &r fri fran sjukdom. Vid provtagningstillfallet kan det
vara sd att organismen inte utséndras utan gémmer sig intracellulart. Ett satt att
oka mojligheten for att pavisa agens &r att analysera bade svabbprov fran choan
och kloak och analysera ett blodprov. (Phalen, 2006).

NASPHYV uppdaterade 2009 sina rekommendationer angaende standardiserade
forfaranden om hur man i USA kontrollerar C. psittaci hos faglar.
Rekommendationerna &r ett viktigt steg for att framst skydda manniskors halsa. C.
psittaci infektion har har graderats i de tva foljande kategorierna: Bekraftad
infektion samt trolig infektion.

For att bekréfta en C. psittaci infektion kravs det enligt standardiseringen positivt
svar pa en av féljande provtagningar:

e Isolering (odling) av C. psittaci fran ett kliniskt prov
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e Identifiering av C. psittaci genom att anvanda sig av immunofluorescence
pa fagelns vavnader

e Minst en fyrfaldig stegring av serologisk titer i tva prover tagna med minst
tva veckors mellanrum som analyseras samtidigt pa samma laboratorium

e Identifiering av C. psittaci i makrofager i utstryk fran vavnader (lever,
konjunktiva, mjalte eller luftvagssekret)

Vid troligt fall av C. psittaci maste papegojan visa upp kliniska symtom samt
uppfylla ett av foljande kriterier.

e Enstaka hdg serologisk titer eller

e C. psittaci antigen (identifierat genom ELISA, PCR eller fluorescerande
antikroppar) i faeces, svabb fran kloak eller respirationsvagarna eller
dgonsekret

C. psittaci grupperas in i sju genotyper (A-F samt en nyligen identifierad genotyp,
E/B). For att i fagelprover kunna identifiera och genotypa C. psittaci finns en rad
olika serologiska tester och molekyldra metoder. Att urskilja de sju genotyperna
fran varandra har tidigare varit tidskravande pa grund av att flera bekraftande
tester behovdes. For att snabbt kunna satta in ratt atgarder och behandling behovs
en analysmetod dar en dagsaktuell diagnos kan fas. Mitchell med medarbetare
(2008) har nu lyckats utveckla en sadan analys dar de med hjélp av en real tids
PCR har lyckats att specifikt identifiera och genotypa C. psittaci. Till skillnad fran
en vanlig PCR som endast ger svar pa om den efterfragade patogenen &r
narvarande eller inte i provet ger en real tids PCR aven svar pa mangden agens i
provet (Sachse. m.fl., 2009).

I Mitchells studie lyckades man sarskilja genotyp A-F dar A var den mest
frekvent férekommande genotypen (71,4 %) av de som gav positivt utslag for C.
psittaci. Genotyp A ar ocksa den genotyp som vanligtvis identifieras hos
klamydiapositiva papegojfaglar. Testet kan anvéandas for att screena faglar i
prospektivt syfte. De metoder som tidigare vanligen har anvants vid genotypning
ar gensekvensering av outer membrane protein A (ompA), restriction fragment
lenght polymorphism (RFLP), real-tids PCR och microarray analyser. Aven
odling av organismen kan utféras men det utfors sallan pa grund av den stora
arbetsinsatsen som kravs. Komplementfixeringstest och
mikroimmunofluorescence (pavisande av antigen med mikroskop) kraver serum
bade fran den akuta fasen av sjukdomen och senare under konvalescensen. Testen
anses vara inadekvata pa grund av att de &r retrospektiva analyser och darfor inte
kan ge en dagsaktuell diagnos (Mitchell m.fl. 2008).



MATERIAL OCH METODER
Ansodkan etiska ndmnden

Universitetet hade inte nagot generellt tillstand for denna typ av forsok. Darfor
skickades en anstkan om etisk prévning av djurforsok in, behandlades och
godkandes av Uppsala djurforsoksetiska ndmnd.

| ans6kan Nr C130/9 framgick att:

Forsoksledare var Lena Olsén, BVF, enheten for patologi, farmakologi och
toxikologi.

Forsokets svarighetsgrad klassificerades som av ringa svarighetsgrad.

Syftet var att undersoka prevalens av C. psittaci samt att med blodprov utféra tva
typer av analyser och jamfora resultaten av dessa.

Efter godkannande av djuragaren skulle provtagning av papegojfaglar ske pa
djurklinik i samband med veterinarbesok eller vid hembesok.

Djuragarmedgivande

Djuragaren fick fylla i ett medgivande for att deras fagel skulle vara med i
studien. Aven art, namn eller id nummer skulle fyllas i samt vart fageln hade
inforskaffats. Se bilaga 1.

Provtagning och material

Provtagning av faglarna utfordes pa djurklinik, hos privatpersoner samt ute pa
fagelbesattningar.

Blodprov erhodlls fran 74 faglar harstammande fran Afrika, Australien och
Sydamerika (Tabell2).

Tabell 2. Antal provtagna faglar samt deras ursprung i vérlden

Kontinent Antal
Afrika 10
Sydamerika 18
Australien 46
Totalantal 74

Antalet Afrikanska papegojor fordelades pa foljande sétt:
» 8Jako

» 2 Svarthuvad vitbukspapegoja



Sydamerikanska papegojor:
» 12 Amazon

> 6 Ara

Australiensiska papegojor:
» 14 Kakadua

» 11 Nymfkakadua
» 8 Undulat
> 13 Ovriga

Vid hembestken fangades faglarna in av dgaren men holls och provtogs av mig
medan det var djursjukvardspersonalen som utforde allt i samband med besok pa
djurkliniken. Efter sprittvatt av det kala omradet hos fagel pa halsregionen togs
blodprov fran jugularvenen. Pa de mindre faglarna togs 0,5 ml och de stérre 1 ml.
| samband med provtagningen ute i falt var det praktiskt svart att frysa ned
blodproverna direkt efter provtagning som sig bor. For att undvika att RNA bryts
ned, anvandes RiboPure Blood kit innehallande RNA-later (Qiagen AB, Sverige)
som mojliggjorde forvaring i rumstemperatur. 1 ml RNA-later tillsattes i
Eppendorff rér innan blodprovstagning. Efter provtagning férdes blodet forst ned
i ett EDTATr6r (ethylenediaminetetraacetic acid) for att undvika koagulation. Da
blodet hade blandats om med antikoagulantian éverférdes 0,1 ml-0,35 ml
behandlat blod 6ver till Eppendorff roret med RNA-later i avvaktan pa en senare
PCR analys. For antikroppstestet fylldes serumrér med helblod.

Figur2, Blodprostagning fran jugularven pa en Amazon © Jonas Persson



Analys av prover

ELISA- metod

For ELISA-analys anvandes ImmunoComb® Avian Chlamydophila psittaci
Antibody Test Kit fran Biogal, Israel (figur 3). Detta Immunocomb test detekterar
antikroppar mot Chlamydophila psittaci i blod eller serum. Analysutrustningen
innehaller 6 brunnar A-B med vétskor samt en plastspatel som ar preparerad med
C. psittaci antigen. Serumrdret med helblod centrifugeras, 0,5 pl serum pipetteras
ned i brunn A, darefter fors plastspateln ned i brunnen och inkuberas i denna
under 20 minuter. Om det finns antikroppar i provet sa kommer dessa nu att binda
till antigenet pa spateln. | brunn B ska spateln vara i 2 minuter for tvatt. Icke
bundna antikroppar skoljs har av fran spateln. I brunn C sker inkubation i 20
minuter, brunnen innehaller en anti-aviar 1gG antikropp markt med ett enzym, pa
detta vis blir de bundna antikropparna markta. Inkubation med tvétt sker darefter i
brunn D i 2 minuter och i brunn E i 10 minuter. Slutligen har det efter 2 minuter i
F skett en enzymatisk reaktion som leder till en fargforandring dar man mot en
fargskala kan utldsa hur mycket antikroppar som finns kvar.

Avian Chlamydophila Psittaci Ab. Test Kit
\ Biogal's
A "SmunoComb®

Figur 3. ELISA-analysutrustning

Realtids RT-PCR metod

Med Mitchells studie fran 2008 i forgrund, dock med en vésentlig skillnad att det
var RNA och inte DNA som isolerades, analyserades proverna efter befintliga
protokoll. En annan skillnad var ocksa att detta forsok endast inriktade sig pa att
detektera de faglar som bar pa C. psittaci genotyp A (vilken var den vanligaste
genotypen hos just papegojfaglar). Genom GenBank (National Center for
Biotechnology Information, NCBI) erhdlls information av cDNA sekvensen for
C. psittaci omp-A (accession number EU682090.1) och darefter designades
primers utifran denna med hjalp av Primer3 (Whitehead Institute, W1, USA).
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RiboPure™-Blood Kit (Ambion, USA) var det protokoll som foljdes da det var
dags att isolera RNA. Dubbelstrangat DNA kravs for PCR amplifieringen. Da
templatet bestod av RNA utférdes en RT-PCR (reversed transcriptase PCR) som
kort innebadr att ett enzym mojliggor bildning av dubbelstrangat DNA fran RNA.
Som fluorescerande molekyl i real tids PCR analyserna anvandes SYBR green
enligt Qiagens protokoll, Real-Time One-Step RT-PCR with SYBR-Green.

RESULTAT

ELISA

Antikroppstestet visade pa en C. psittaci prevalens om 30 % hos de provtagna
faglarna. Resultatet graderades endast som positiv eller negativ oberoende pa hur
mycket antikroppar fageln hade (figur 4).

M Positiv

B Negativ

Figur 4. Total andel positiva respektive negativa provsvar vid matning av antikroppar.
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I figur 5 illustreras antikroppsférdelningen inom de olika arterna. Kakaduorna var
den storsta enskilda artrepresentanten med 14 individer varav 3 stycken var
positiva. Amazonpapegojorna med sina 12 representanter fick ett 50/50 resultat.
Nymfkakaduorna hade 11 individer i studien, alla var antikroppsnegativa. Gra
Jako och Timneh Jako fick tillsammans representera gruppen Jako om 8 individer,
endast en positiv. Gruppen om 8 undulater hade inga antikroppar vilket néstan var
det omvénda hos gruppen med 6 stycken Aror dar 5 stycken hade antikroppar. En
blandad 6vrig grupp om 13 individer dar 7 stycken hade antikroppar och 6
stycken inte hade det. | minsta gruppen om endast 2 individer aterfinns
Svarthuvade vitbukspapegojor dar en individ hade antikroppar och den andra inte
hade det.

15 -

14 -

13 -
o 12
S 11 -
® 10 -
g 9
g &
3 7
5 6 -
= 5 [l Positiv
< 3]

M Negativ

2 .

1 .

O -

Q > (o} R Q2 R X >
9 < N N O NG ;
@,bx Na NS Q/%O @6 \{_@b Qb" O@Q”
\a (,Q’bQ %’b 65\\\5% S
N
\'\&00 $\
,bb
S
&
s®°
Arter

Figur 5. Antal antikroppspositiva respektive negativa provsvar.
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Tabell 3. Resultat jamforelse av prover som analyserats med bade PCR och ELISA.
Positiv eller negativ

Prov nummer PCR ELISA

6

13
63
64
67
69
77
78 -
82 +
83 -
84 -

+ + + 4+ + +

+ + + 4+ + + 4+ + + + +
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DISKUSSION

ELISA antikroppstestet visade pa en prevalens om 30 %. Att nastan en tredjedel
av de provtagna faglarna pa nagot satt har varit i kontakt med antigenet ar pa sitt
satt intressant och stodjer pastaendet att smittan ar vanligt forekommande. Pa
grund av att det endast ar antikropparna som detekteras i testet fas inget svar pa
vilka faglar som &r sjuka och smittbérare kontra faglar som har antikroppar kvar
fran en gammal infektion och det ar en nackdel.

I sammanstéllningen av resultaten anvandes bendmningarna positiv eller negativ.
| det anvénda ELISA testet finns en fargskala som mojliggor en gradering av de
positiva resultaten. Om det hade varit praktiskt genomforbart sa skulle det varit
intressant att i ett forsta forsok anvanda sig av den graderingen for att efter en tid
gora en uppféljande undersokning. Pa sa vis hade aven en sammanstallning varit
mojlig att gora dver hur snabbt antikropparna har sjunkit hos den enskilda fageln.

Enligt tillverkaren till snabbtestet &r testet ospecifikt for vissa arter, daribland
Kakadua, Amazon, Jako och Ara vilket innebar att falskt positiva svar kan
erhallas, framforallt vid forekomsten av laga halter antigen.

Realtids PCR analys ger svar pa vilka djur som &r sjuka eller smittbérare.

Endast 11 prover var méjliga att analysera pa grund av bland annat ekonomiska
skal. Eftersom 11 prover ar ett kvantitativt 1agt antal kan inga slutsatser dras av
jamforelsen som gjordes mellan de tva testmetoderna dar det framgar att av 11
ELISA positiva faglar ar 7 stycken dven positiva pa PCR provet. En kommentar
ar anda att PCR resultatet foljer ELISA resultatet bra. Det kan mycket val forhalla
sig sa att av de 11 ELISA proverna som jamfordes var 7 stycken faglar sadana
som utsdndrade agens vid provtagningstillfallet medan de resterande 4 endast
hade antikroppar mot det. Om en akut sjuk fagel provtas och visar sig vara negativ
pa ELISA testet kan det innebara falskt negativt svar eftersom det tar tid innan
fageln serokonverterar. Ett prov for PCR analys kan i detta lage vara ett bra
komplement.

I Mitchells studie fran 2008 beskrevs en metod dar man identifierar de olika
genotyperna med en Real tids PCR. Analysen &r sakert mycket anvandbar vid till
exempel utredningar vid epidemiologiska utbrott. For den vanligt praktiserande
veterinaren skulle det racka med en bra, snabb palitlig metod som helt enkelt
identifierar C. psittaci, oavsett genotyp.

Sjukdomen &r underdiagnostiserad hos ménniska (Harkinezhad m.fl., 2009).
Troligen &r det svarare att stalla diagnosen pa manniska an pa fagel. Orsaker till
detta kan bero pa okunskap om hur smittspridning fungerar samt problematiken
med att pavisa agens aven i de fall som en C. psittaci infektion misstanks. Vid
symtom pa influensa ar det troligen ovanligt att fragan om séllskapsfagelinnehav
kommer upp vid ett lakarbesok. Ar fageln dessutom en frisk latent smittbarare
vilket ar vanligt och bara utsondrar C. psittaci periodvis sa ar risken stor att
agaren inte heller sjalv kopplar att den “friska” familjemedlemmen sprider smitta.
Tabell 1 illustrerar antal rapporterade sjukdomsfall hos manniska. F6r Sverige och
Tyskland ses en nedgaende trend fran sent 90-tal och framat. Det finns sakert
olika forklaringar till detta, bland annat att man helt enkelt provtar férre
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manniskor. En annan forklaring skulle dven kunna vara att man vid trendbrottet
istallet for serologitester dar antikroppar pavisades istéllet borjade anvanda sig av
det under 90 talet utvecklade PCR-testet.

Sjukdomen &r i princip omojlig att utrota, darfor ar det viktigt att férebygga den
genom god hantering av sallskapsfaglar. Det finns manga faktorer i samband med
handel, uppfddning och olika typer av hallning av faglar som paverkar fagelns
halsa negativt bade direkt och indirekt. Samre forhallanden som orsakar stress kan
sekundart leda till att fagelns immunforsvar blir nedsatt. Det finns uppfodare,
djuraffarer och djuréagare som hanterar dessa faktorer battre eller samre. Lag
besattningsgrad, god hygien, damm/fjaderfri miljo, adekvat kost, isolering av
sjuka faglar, karantan med eventuell provtagning for nyinforskaffade faglar samt
stressfri miljo ar exempel pa nyckelord som framjar en smittfri miljo. Samtidigt
kravs mycket annat for att faglar ska halla sig friska och ma bra. Det kan innebéra
en utmaning att bade efterstrava en smittfri miljo samtidigt som utrymmen och
inredning ska ge fageln majlighet att utéva naturliga beteenden (fragan om man
overhuvudtaget ska ha papegojor i fangenskap ar val motiverad men har inte
berdrts i detta arbete).

En allméan uppfattning hos vissa veterinarer, trots att det inte finns vetenskaplig
evidens, var enligt litteraturen att till exempel sydamerikanska papegojor skulle
vara mer mottagliga for papegojsjuka &n till exempel afrikanska eller
australiensiska papegojor. Med det i atanke valdes de arter som skulle provtas ut
sd att de kom fran tre olika kontinenter. Det ultimata hade varit en jamnare
fordelning arterna emellan men i praktiken var detta svart att astadkomma.
Tacksamt provtogs istéllet alla faglar som dgarna gick med pa att ha med i
forsoket. Att de sydamerikanska papegojorna skulle vara mer mottagliga for
infektionen gar det sjalvklart inte att dra nagra slutsatser av enligt de resultat som
fatts fram vid denna studie. Lite intressant ar dock att procentuellt sett dominerade
de sydamerikanska Amazonerna och Arorna i den antikroppspositiva gruppen.

Av de faglar som provtogs var en del ensamfaglar fran privatpersoner. En del
faglar kom fran privatpersoner som hade flera faglar med olika ursprung samt
inkopstillfalle medans andra provtogs i storre besattningar. Harledning varifran
faglarna hade inforskaffats var i manga fall omajlig. Darfor kunde ingen
korrelation goras till om det fanns mer smitta om fageln kom som en handelsvara
fran zoohandeln eller grossist jamfort med till exempel en mer sluten
hemuppfddning.

Vid fall dar fagelns sjukdomstillstand samt anamnes ger misstanke om en C.
psittaci infektion kan veterinér satta in behandling trots att provsvaren varit
negativa. Pa SVA’s och Smittskydds institutets hemsidor rekommenderas att
faglar som satts i karantan eller genomgar transport ska antibiotikabehandlas mot
C. psittaci. Det kan lata markligt ur antibiotika resistens synpunkt att behandla
“friska” faglar men med den rekommendationen forhindras troligen
sjukdomsutbrott i flera fall.
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Konklusion

Det har lange varit svart att fa fram ett palitligt test dar provtagning enkelt ger
svar pa om den provtagna fageln ar C. psittaci fri eller inte. | litteraturen finns
manga diagnosmetoder och forsok att pavisa C. psittaci beskrivna. Det brukar
betyda att det inte finns endast ett enkelt och palitligt satt att identifiera
organismen pa, utan en del metoder fungerar i vissa fall och andra i andra fall. |
denna studie testades tva olika metoder som ocksa de bekraftade att det ar svart att
fa fram entydiga svar. Var for sig kan de tva testerna vara otillrackliga i manga
fall men tillsammans kan de vara ett bra verktyg for att kunna stélla en sakrare
diagnos.

En kranglig, forradisk och vanligt forekommande sjukdom som pa grund av stor
variation av symtom samt organismens formaga att "gémma” sig intracellulért
och lata bli att utsondras vid provtagning gor att diagnos ar svar att stéalla. Det
innebdr aven att det ar omojligt att genom provtagning félja upp om en medicinsk
behandling har lyckats eliminera organismen helt eller om den bara har gatt i vila
for att blossa upp igen vid ett senare tillfélle.

Med tanke pa zoonosrisk, risk att selektera for antibiotikaresistens och inte minst
for fagelns skull ar det en forhoppning att nagon lyckas fa fram en sadan bra
diagnostisk metod att drabbade individer i framtiden snabbt och enkelt kan
identifieras och behandlas.

TACK TILL

Lena
Carina
Jonas
Alla agare till de provtagna faglarna
Ewa Sjddin
Jonas Persson
Gunnel Anderson
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Djuragarmedgivande Bilaga 1

Till agare av fagel

Som examensarbete pa veterinarutbildningen gor jag en studie dar vi undersoker

hur utbredd forekomsten av papegojsjuka &r hos vara tamfaglar samt om det gar att anvanda sig
av en ny analysmetod for att hitta smittan.

Papegojsjuka ar en zoonos, kan alltsa smitta fran djur till manniska. Forhoppningen &r att i
framtiden kunna erbjuda djuragarna ett billigare bra alternativ till vad som finns idag sa att fler
testar sina faglar i forebyggande syfte.

For att detta ska kunna genomforas kravs blodprover fran ett relativt stort antal
faglar och darfor undrar jag om vi far ta ett blodprov fran din fagel idag.

Sjalvklart betalar du inget extra fér provtagningen!

Resultatet av undersdkningen kommer att vara vardefull for veterinarer vid
diagnosticering av papegosjuka i framtiden.

Tack for din hjélp! / Peter Jendelund vet. stud. ak. IV
JA, jag tillater att ett blodprov tas fran min fagel.

Datum:

Underskrift Namnfortydligande:

Fagelns namn/Idnummer:

Fagelart:

Jag har kopt fageln:

. | en zooaffér eller motsvarande
. AV en privatperson som fott upp fageln
. Fréan en stor uppfodare
. Annat alternativ, ange
vad:

KLINIKENS ANTECKNINGAR:

NUMMER:
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