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Sammanfattning

Féstingburna sjukdomar utgor ett vaxande hot mot méanniskors och djurs hilsa globalt. Anaplasma
spp. dr en av dessa fastingburna bakterier och ar vanligt forekommande béde i Sverige och globalt.
I Sverige &r A. phagocytophilum den vanligaste arten vilken kan orsaka sjukdom hos flera olika
djurslag, bland annat betesfeber hos idisslare och human granulocytir anaplasmos hos ménniskor.
De senaste aren rapporteras forekomsten och allvarlighetsgraden av anaplasmos hos not och far ha
okat pa Gotland, med ett mer aggressivt forlopp och fler dodsfall 4n tidigare. Orsakerna till detta
har inte undersokts och forekomsten av antikroppar mot Anaplasma hos not pé Gotland &r inte
kartlagt. Vanligtvis anvénds blodprov for diagnostik av Anaplasma spp., men i ett par studier har
forekomst av Anaplasma spp. pavisats i mjolk med PCR. Da vissa arter av Anaplasma dr zoono-
tiska vacks frdgan om smitta till ménniskor via mjolk dr mojligt. Syftet med denna studie ar att
studera forekomsten av Anaplasma hos mjolkkor pad Gotland samt att undersdka om anaplasma-
bakterier kan utsondras via mjolken och pa sé sitt utgora en potentiell smittvag. For att undersdka
forekomst av antikroppar och DNA i mjolk fran kor pa Gotland har 92 mj6lkprov analyserats med
PCR och ELISA; 90 av dessa var tankmj6lksprov och 2 var individuellt tagna mjélkprov fran kor
med misstdnkt anaplasmos. Samtliga av de analyserade mj6lkproven var negativa pa bade ELISA
och PCR, trots att tidigare studier har visat pa hog forekomst av Anaplasma spp. hos nét-kreatur i
Sverige. Detta kan tyda pa begriansad sensitivitet hos serologi och PCR vid analys av tankm;jolk.
Tankmjolksprov har tidigare inte analyserats avseende Anaplasma spp., varken med ELISA eller
PCR.

Nyckelord: Anaplasma phagocytophilum, betesfeber, notkreatur, Gotland, mjolk, PCR, ELISA

Abstract

Tick-borne diseases are an emerging threat against the health of both people and animals. Ana-
plasma spp. is one of these tick-borne bacterias and is commonly occurring both globally and in
Sweden. Anaplasma phagocytophilum is the most common species found in Sweden and can
cause disease in several animal species, for example tick-borne fever in ruminants and human
granulocytic anaplasmosis in people. In recent years there have been reports of an increase in
occurrence and severity of anaplasmosis in cattle and sheep on Gotland, with a more aggressive
course of disease and higher mortality. The cause of this has not been investigated and the pre-
valence of antibodies against Anaplasma in cattle on Gotland is unknown. Blood samples are
normally used to diagnose Anaplasma spp, but a few recent studies have detected Anaplasma spp.
in milk with PCR. Since some species of Anaplasma are zoonotic, the question regarding possible
transmission to humans through dairy is raised. The aim of this study is to study the presence of
Anaplasma in dairy cows on Gotland and to investigate whether the bacteria can be excreted in
milk and thereby constitute a possible route of infection. To examine the presence of antibodies
and DNA in milk from cows on Gotland, 92 milk samples have been analyzed with ELISA and
PCR. Of these, 90 were bulk milk and 2 were individually taken from cows with clinical signs of
anaplasmosis. All samples were negative on both ELISA and PCR, despite previous studies
showing a high prevalence of Anaplasma spp. in Swedish cattle. This may indicate limited sen-
sitivity regarding serology and PCR of bulk milk samples. Bulk milk has not previously been
analyzed with ELISA or PCR regarding Anaplasma spp.

Keywords: Anaplasma phagocytophilum, tick-borne fever, cattle, Gotland, milk, PCR, ELISA
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1. Inledning

Fastingburna sjukdomar utgor ett vixande hot mot méanniskors och djurs hilsa
globalt. En av dessa féastingburna sjukdomar &dr anaplasmos, vilken orsakas av
fastingburna bakterier inom sliktet Anaplasma. Globalt sett leder Anaplasma spp.
till betydande forluster inom jordbruket, frimst via infektion med A. phagocyto-
philum, som ger upphov till betesfeber, och 4. marginale, som orsakar bovin ana-
plasmos (Rar ef al. 2021). Bada dessa ger symptom som hog feber, anorexi och
letargi. Betesfeber kan dven leda till sekundéra infektioner och bovin anaplasmos
kan ge anemi. Vissa arter av Anaplasma ér zoonotiska. Méanniskor som infekteras
med A. phagocytophilum kan drabbas av human granulocytér anaplasmos (HGA),
vilket kan ge allvarlig sjukdom. Foérutom detta har en nyupptéckt art, A. capra,
visats kunna orsaka sjukdom hos méanniskor (Li et al. 2015).

I Sverige ér anaplasmos en av de vanligaste fastingburna infektionerna och paver-
kar frdmst notkreatur och andra idisslare péd bete (SVA u.4.). De senaste aren har
forekomsten och allvarlighetsgraden av anaplasmos 0kat pa Gotland. Hos bade
notkreatur och far uppvisar den ett mer aggressivt forlopp med flera dodsfall an
tidigare. Orsakerna till detta dr ej kartlagda och kan bero pa nya stammar eller nya
arter av Anaplasma. Den vanligaste arten av Anaplasma 1 Sverige ar A. phago-
cytophilum, men nyligen har dven A. capra och A. bovis detekterats hos far pa
Gotland (Grandi ef al. 2018).

Blodprov anvinds vanligtvis for diagnostik av anaplasmos, men i ett par tidigare
studier har PCR-analyser visat pa forekomst av Anaplasma spp. 1 mjolk hos idiss-
lare (Pusterla et al. 1997; Zhang et al. 2016; Dela Cruz et al. 2019). Med tanke pé
att det finns zoonotiska arter av Anaplasma vécks frdgan om smittspridning till
ménniskor kan ske via opastoriserade mjolkprodukter. Smittspridning via mjolken
skulle eventuellt &ven kunna utgora en risk for diande kalvar.

Syftet med denna studie &r att studera forekomsten av Anaplasma hos mjolkkor pa
Gotland samt att undersoka om anaplasmabakterier kan detekteras 1 mjolkprov.
Forekomsten av Anaplasma hos mjolkkor pa Gotland har undersokts genom att
analysera antikroppar i1 tankmj6lk. For att undersoka om anaplasmabakterier kan
detekteras 1 mjolkprov har PCR-metodik anvénts. Hypotesen ér att Anaplasma
spp. bidrar till sjukdom hos n6t pa Gotland samt att anaplasmabakterier kan ut-
sondras 1 mjolk hos infekterade ndtkreatur.
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2. Litteraturoversikt

2.1 Anaplasma

Slaktet Anaplasma tillhor familjen Anaplasmataceae och bestéar av obligat intra-
celluldra gramnegativa bakterier som framst sprids via fastingar (Diaz 2025:155).
Arterna har olika varddjur och infekterar framfor allt granulocyter och erytrocyter
(Dela Cruz et al. 2019).

Slaktet Anaplasma har omorganiserats baserat pa gensekvensering och bestar
numera av sex arter (Dumler et al. 2001). Dessa arter ar A. bovis, A. centrale,

A. marginale, A. ovis, A. phagocytophilum och A. platys. Det har sedan dess till-
kommit nya arter av Anaplasma: A. capra har upptéickts hos getter och méinniskor
1 Kina (Liu ef al. 2012; Li et al. 2015) och A. odocoilei hos vitsvanshjort i USA
(Tate et al. 2013). Flera studier visar pa upptéckter av eventuella nya arter inom
sléktet, bland annat Candidatus Anaplasma testudinis hos floridagofferskold-
paddan (Raskin et al. 2020; Crosby et al. 2021) och Candidatus Anaplasma
sphenisci hos faglar (Vanstreels ef al. 2018). I Sverige ar A. phagocytophilum den
absolut vanligaste arten i sldktet, men A. bovis och 4. capra har nyligen pavisats 1
Sverige for forsta gangen (Grandi et al. 2018).

2.1.1 Anaplasma phagocytophilum

Likt andra arter inom slidktet Anaplasma ar A. phagocytophilum strikt intracellu-
lara bakterier. De infekterar frdmst neutrofiler, men &ven eosinofiler, monocyter,
endotelceller och benmérgsceller (Klein et al. 1997; Pusterla et al. 1997; Herron
et al. 2005). Bakterierna tar sig in i cellerna via ligander pé ytan (Diaz 2025:155).
Vil inne i cellen undviker de immunforsvaret genom att ta sig in i cytosolen dér
de sedan replikeras. Neutrofiler ar kortlivade celler, men genom att fordrdja
neutrofilernas apoptos far bakterierna langre tid att replikeras i dessa (Sarkar et al.
2012). Blodbilden kénnetecknas av leukopeni, erytrocytopeni, trombocytopent,
sankt hematokrit och ldgre hemoglobin (Hb) &n normalt (Pusterla et al. 1997).
Leukopenin bestar av neutropeni, lymfopeni och eosinopeni. Antalet neutrofiler
och eosinofiler fortsitter sjunka efter den akuta fasen av sjukdomen och normali-
seras fOrst i slutet av infektionen.

Anaplasma phagocytophilum ér en generalist och kan infektera minga olika dagg-
djur, bland annat idisslare, hist, hund, katt, vilda klévdjur och méinniska (Stuen et
al. 2013; Jaarsma et al. 2019; Schudel et al. 2024). Infektionen sprids via fésting-
bett och i Europa dr Ixodes ricinus den framsta vektorn (Beugnet & Marié 2009).

Mainniskor och djur som insjuknar behandlas med tetracyklin (Abdoli ef al. 2025).

12



Hos nétkreatur orsakar A. phagocytophilum betesfeber (Stuen et al. 2013). Ty-
piska symptom vid betesfeber hos not dr hog feber, anorexi, letargi och plotsligt
nedsatt mjolkproduktion. Ett flertal studier har visat att de varianter av 4. phago-
cytophilum som ger betesfeber &r immunosuppressiva (Woldehiwet 2010). Detta
kan bland annat leda till pyemi, pasteurellos, abort samt septikemi orsakat av
listerios.

Mainniskor kan infekteras av A. phagocytophilum via fastingbett, vilket orsakar
human granulocytér anaplasmos (HGA). HGA kan ge symptom som ospecifik
feber, huvudvirk, trétthet, muskelvirk och i ovanliga fall organsvikt (Schudel et
al. 2024). Mortaliteten vid HGA har angetts vara <1 % 1 Nordamerika och
Europa, men i Kina har den visats vara sa hog som 26,5 % (Li et al. 2011).

Det saknas nationella data 6ver incidens och prevalens av Anaplasma hos not i
Sverige, men det finns flera studier som visar att prevalensen av A. phagocyto-
philum ar hog 1 undersokta besattningar (Andersson et al. 2017; Persson Waller et
al. 2023). I en studie som undersokte saminfektion med Babesia divergens och
Anaplasma phagocytophilum 1 Sverige var cirka 24 % av de provtagna notkreatu-
ren positiva for A. phagocytophilum pa PCR (Andersson et al. 2017). En annan
studie, dir notkreatur frdn en skdnsk beséttning provtogs, visade att 35 % av de
friska och 40 % av de sjuka djuren i beséttningen var positiva for 4. phagocyto-
philum pa PCR (Persson Waller et al. 2023). Samtliga av de provtagna djuren i
studien hade antikroppar mot 4. phagocytophilum. Ytterligare en studie dér tvé
notbesittningar 1 Blekinge provtogs visade att 95 % av de provtagna djuren hade
antikroppar mot Anaplasma och 89 % var positiva vid PCR avseende A. phago-
cytophilum (Larsson et al. 2006). Liknande resultat redovisas i ett examensarbete
som undersokt antikroppar mot 4. phagocytophilum hos getter 1 Sverige. Denna
studie visade pa en seroprevalens pa 10—65 % hos getter i olika delar av landet,
med den ldgsta andelen 1 norra Sverige (10 %) och den hogsta i sodra Sverige
(64,6 %) (Adén 2021). Detta stimmer dverens med utbredningen av den huvud-
sakliga vektorn, fastingarten Ixodes ricinus. I Sverige finns dven andra fésting-
arter som kan fungera som vektorer for 4. phagocytophilum, bland annat Haema-
physalis punctata (Palomar et al. 2015). Ixodes ricinus forekommer 1 alla 14n 1
Sverige, medan H. punctata framst forekommer i sodra Sverige (SVA 2025).
Globalt sett dr infektion med 4. phagocytophilum vanligt, med en prevalens runt
8—11 % (Paramanandham ef al. 2019; Abdoli et al. 2025).

Det finns bevis for persistent infektion med A. phagocytophilum hos flera djur-
slag. En studie undersokte notbesittningar 1 Blekinge avseende persistens av

A. phagocytophilum (Larsson et al. 2006). Resultaten visade att bakterien kunde
pévisas 1 blod med PCR under minst sex manader, vilket tyder pa att not kan bli
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persistent infekterade. Det har dven visats att andra djur som fér, hjortar, moss och
rattor kan bli persistent infekterade, men det saknas bevis for persistent infektion
hos ménniskor (Brown & Barbet 2016). Mekanismerna for hur infektionen per-
sisterar dr inte helt klarlagda, men en studie gjord pa moss visade att bakterien
invaderar endotel vilket skulle kunna fungera som ett sétt att uppréatthalla kronisk
infektion (Herron et al. 2005). Detta d& formagan att invadera endotel kan fungera
som ett sétt att undvika immunforsvaret vilket leder till att bakterierna kan fort-
sétta infektera granulocyter och sedan spridas vidare till fastingar for att avsluta
livscykeln. En annan studie visade att 6verforing av A. phagocytophilum fran far
till fastingar kan ske bade under den akuta och post-akuta fasen av en infektion
(Ogden et al. 2003). Pa detta sétt kan vissa arter fungera som reservoarer for att
uppritthélla smittan i ett omrade.

2.1.2 Ovriga anaplasmaarter

Anaplasma marginale infekterar erytrocyter och orsakar anaplasmos hos tama och
vilda idisslare, vilket har stor ekonomisk péverkan globalt (Atif 2015). Smittdver-
foring kan ske mekaniskt via bland annat bitande insekter och blodkontaminerade
instrument, transplacentalt eller biologiskt via fastingar (Kocan ef al. 2010). Via
transplacental smitta kan infekterade moderdjur foda kalvar som é&r positiva for
A. marginale (Nazar et al. 2018). Smittoverforing via fastingar ar betydligt mer
effektivt 4n via bitande flugor (Scoles et al. 2005). Ett tjugotal fastingarter kan
fungera som vektorer for infektionen; dessa hor framst till sldktena Dermacentor,
Rhipicephalus och Hyalomma (Kocan et al. 2010; Rar et al. 2021). Infektion med
A. marginale ar endemisk 1 tropiska och subtropiska regioner och forekommer 1
sO0dra Europa, Afrika, Asien samt Nord- och Sydamerika (Kocan ef al. 2003; Rar
et al. 2021). Anaplasma marginale infekterar endast idisslare men det ar framst
notkreatur som utvecklar klinisk sjukdom (Rar ef al. 2021). Symptom pa bovin
anaplasmos inkluderar hemolytisk anemi, feber, avmagring, abort, letargi och
ikterus. Det verkar finnas en viss aldersresistens da man ser att kalvar inte ut-
vecklar klinisk sjukdom 1 lika hég grad som dldre djur. Infekterade nétkreatur
utvecklar livslang persistent infektion med cyklisk ricketsiemi (French et al.
1998). P4 detta sitt kan infekterade djur fungera som reservoarer.

Anaplasma centrale (tidigare kallat A. marginale subsp. centrale) har tidigare
ansetts vara en underart av 4. marginale men klassas idag som en egen art av
Anaplasma (Khumalo et al. 2018). Likt A. marginale infekterar A. centrale
erytrocyter. Da A. centrale dr mindre virulent dn A. marginale har det ldnge
anvénts som vaccin mot bovin anaplasmos orsakat av 4. marginale (Khumalo et
al. 2016). Vaccinet ger inte fullstindig immunitet men skyddar mot allvarlig
sjukdom. Anaplasma centrale kan, likt A. marginale, infektera bade tama och
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vilda idisslare. Anaplasma centrale kan spridas via fastingbett, men dverfors i en
lagre grad via fastingbett 4n 4. marginale (Ueti et al. 2009).

Aven A. ovis ir intraerytrocytir, men skiljer sig fran tidigare nimnda patogener
genom att den framst infekterar sma idisslare och orsakar ovin anaplasmos (Ruiz
et al. 2024). Anaplasma ovis forekommer i Nordamerika, Asien, Afrika och sddra
Europa, men har i senare studier pavisats sé langt norrut som i Tyskland (Stuen
2016; Bauer et al. 2021; Rar et al. 2021). Ytterligare en skillnad &r att Anaplasma
ovis @r zoonotisk da den har diagnostiserats hos en infekterad ménniska pa Cypern
(Chochlakis et al. 2010). Symptom hos far med ovin anaplasmos &r svaghet, ano-
rexi, nedsatt mjolkproduktion, anemi och feber; mer ovanliga symptom &r abort,
epifora och hematuri (Lacasta ef al. 2021; Ruiz et al. 2024). Sjukdomen é&r oftast
subklinisk eller lindrig. Akut sjukdom ar frimst associerat med stressfaktorer som
saminfektion, vaccination, varme, djurtransporter, hog fastingborda och dylikt
(Renneker et al. 2013). Infektionen sprids via fastingar, med Rhipicephalus spp.,
Dermacentor spp. och Haemaphysalis spp. som de frimsta vektorerna (Alessand-
ra & Santo 2012).

Anaplasma capra ér en relativt nyupptéckt intraerytrocytér art av Anaplasma som
for forsta gdngen identifierades hos asymptomatiska getter i Kina (Li ef al. 2015).
Direfter har infektionen dven identifierats hos méinniskor. Symptomen som sags
hos infekterade personer inkluderar feber, huvudvérk, yrsel, frossa, illaméende,
krékningar, diarré, hudutslag och regional lymfadenopati. Patienterna hade hoga
levervirden, leukopeni och trombocytopeni. Ett fital av patienterna lades in pé
sjukhus pa grund av allvarliga symptom; samtliga 6verlevde. Férutom hos getter
och méinniskor har A. capra diagnostiserats hos ett flertal vilda och tama idisslare
1 Kina, Japan och Sydkorea samt hos hundar 1 Kina (Shi ef al. 2019; Rar et al.
2021). En studie visade att prevalensen av A. capra hos far i Kina var 18,2 %
(Yang et al. 2018). I Europa har 4. capra identifierats hos hjortar i Frankrike och
hos lamm pa Gotland (Grandi et al. 2018; Jouglin et al. 2019). Infektionen sprids
med fastingar och har i Asien isolerats fran Ixodes persulcatus, Rhipicephalus
microplus, Haemaphysalis qginghaiensis, Haemapysalis punctata, Dermacentor
abaensis och Dermacentor nuttalli (L1 et al. 2015; Guo et al. 2019; Kim et al.
2024).

2.2 Fastingar

Féstingar delas in i tre familjer: Ixodidae, dven kallade hirda fastingar; Argasidae,
sé kallade mjuka féstingar; och Nuttaliellidae, endast bestdende av en art (Johnson
2023a:9-21). Dessa skiljer sig at 1 utseende, utbredning och antal sldkten. Ixodi-
dae har en hard dorsalskold (scutum) medan Argasidae istillet har en fortjockad
kutikula som forhindrar vétskeforlust. Ixodidae kan hittas i minga olika habitat
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globalt, till och med pa Antarktis, medan Argasidae frdmst finns i tropiska och
subtropiska omraden dir de bor 1 hélor, grottor och nésten. Ixodidae bestar av flest
antal slidkten, bland annat Ixodes, Dermacentor, Hyalomma, Rhipicephalus och
Haemaphysalis. Argasidae bestér av bland annat Ornithodoros och Argas. Det ér
valstuderat att Ixodidae kan béra pad Anaplasma spp., men det har dven visats att
Argasidae kan béra pa smittan (Zhao et al. 2018).

Fastingens livscykel bestar av flera stadier: larv, nymf och vuxen (Johnson
2023b:25-26). Livscykeln borjar med att honan lagger dgg. Ur dggen kldcks
larver som dter ett blodmal frén ett viarddjur och utvecklas dérefter till nymfer.
Nymferna dter ett blodmal och utvecklas till vuxna, dar de blir hona eller hane.
Vuxna éter ett blodmaél och parar sig, honan ligger dgg och cykeln borjar pa nytt.
Féstingens livscykel paverkas av klimatet; varma temperaturer frimjar utveckling
och dggliggning medan kalla temperaturer hdmmar dessa.

2.2.1 Fastingar i Sverige

I en studie som undersokt forekomst av olika fastingarter i Sverige har 14 olika
arter hittats, ddribland Ixodes ricinus, Haemaphysalis punctata, Hyalomma mar-
ginatum, Rhipicephalus sanguineus, Argas vespertilionis samt ett flertal andra
arter ur Ixodes spp. (Jaenson et al. 1994). Flera féstingarter kan fungera som vek-
torer for Anaplasma spp.; diribland Ixodes spp., Rhipicephalus spp. och Hyalom-
ma spp. (Bernard et al. 2018:307). I Sverige ar framst /. ricinus associerad med
anaplasmos, men dven andra arter som patraffats i Sverige kan béra pé patogener
inom slaktet. I Spanien har Haemaphysalis punctata visats bara pa 4. phagocyto-
philum, A. marginale samt A. centrale och 1 Frankrike har Hyalomma marginatum
visats bdra pa 4. phagocytophilum och A. marginale (Palomar et al. 2015; Joly-
Kukla ef al. 2024). Via SV A:s verktyg “Rapportera fasting” har Haemaphysalis
spp. de senaste &ren rapporterats i Sk&ne lin, Kalmar lin, Ostergétlands Iin,
Vistra Gotalands 14n och Gotlands 1dan (SVA 2025). Hyalomma spp. har rappor-
terats i Skéne lin, Kalmar lin, Gotlands lin, Jénkopings lin, Ostergdtlands lin,
Vistmanlands 1an, Stockholms 14n och Gévleborgs lan. Ixodes spp. har rappor-
terats 1 alla 1dn 1 Sverige.

Klimatforandringarna péverkar fastingarnas utbredning och population genom
mildare vintrar och forlangd vixtsdsong (Kjer & Bedker 2021). Ixodes ricinus
kraver en fuktig miljé och kan 6verleva kortvariga perioder av kyla (Gray et al.
2009). Mildare vintrar gor att fastingar kan overleva vintern, medan ett fordndrat
klimat kan ge 6kad nederbord och fordndrad vaxtlighet. Barrtrdd kan 1 omraden
langre norrut ersittas av 16vtrdd, och 16v pa marken ger ett fuktigt mikroklimat
som gynnar /. ricinus. Forlingd vaxtsdsong ger en lidngre period dé fastingarna ar
vardsokande, och pa sé sitt en langre period med risk for fastinginfektioner. Ett
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varmare klimat kan dven gora att andra féstingarter som dr etablerade i varma,
torra omraden tar sig langre norrut. Ett exempel pa detta ar Hyalomma margina-
tum som kraver en tillrackligt hog ackumulerad temperatur i september—december
for att kunna etableras. Varmare temperaturer och ldngre vixtsidsong ger dven pa-
verkan pé féastingarnas vérddjur, vilka kan spridas till andra omraden och 6ka i
antal (Jaenson et al. 2012). Hjortdjur, bland annat radjur, ar /. ricinus fraimsta
véarddjur och har i flera studier visats ha ett samband med utbredning och densitet
av fastingpopulationer. Radjur dverlever inte strdnga vintrar langt norrut i dags-
laget, men med ett forandrat klimat kan radjur och andra virddjur 6verleva allt
langre norrut och pa sa sitt bidra med att sprida fastingar till en storre del av lan-
det (Jaenson & Lindgren 2011). En studie av Jaensson & Lindgren (2011) visade
att en vaxtsdsong pa dver 170 dagar stimde Overens med utbredningen av /. rici-
nus. I samma studie forutses att 1. ricinus kommer finnas etablerad i hela Sverige,
Norge och Finland i slutet av drhundradet, med undantag for bergskedjorna. Fis-
tingarna forutspas dven finnas i rikligare mangd vid denna tidpunkt. Klimatfor-
andringarna kommer alltsé bidra till att 6ka fastingarnas utbredning och densitet,
vilket 1 sin tur kommer ge 6kad risk for fastingburna smittor.

Ixodes ricinus, dven kallad vanlig fasting, ar den vanligaste fastingen i Sverige
och har ett brett spektrum av virddjur (Jaenson et al. 1994). Den &r vektor for ett
30-tal humanpatogener, inkluderat bade virus, bakterier och protozoer (Sprong et
al. 2018). I Europa ir 1. ricinus den huvudsakliga vektorn for 4. phagocytophilum
(Gray et al. 2024). I en studie som undersokte forekomst av patogener hos 1. rici-
nus 1 Skane kunde 4. phagocytophilum detekteras i 54 % av de undersokta fés-
tingarna som satt pa viarddjur och var siledes den vanligaste patogenen (Cialini et
al. 2025). Hos virdsokande (eng. questing) fastingar var prevalensen av 4. phago-
cytophilum diremot endast 1,2 %. I Sverige har forekomsten och utbredningen av
L. ricinus 6kat sedan 80-talet (Jaenson ef al. 2012). Det innebér att fastingarna har
spridit sig till omréden i1 Norrland dér de tidigare inte funnits och att de forekom-
mer 1 rikligare méingd i sodra och mellersta Sverige. Detta dr orsakat av klimatfor-
andringarna med varmare vintrar, langre vaxtsdsong samt 6kad population av ra-
djur, vilka dr de huvudsakliga virdarna for vuxna /. ricinus.

Senare studier har visat att &ven Ixodes persulcatus, tajgafastingen, har etablerats 1
Norrbotten (Jaenson et al. 2016). Denna har bdde daggdjur och faglar som vérd-
djur och kan béra pé ett flertal patogener, bland annat Borrelia och TBE-virus. |
en studie som undersokte forekomst av patogener hos 1. persulcatus i Sverige var
samtliga negativa for 4. phagocytophilum medan 55 % var positiva for Borrelia
(Jaenson & Wilhelmsson 2019). Ixodes persulcatus har 1 andra studier kunnat vi-
sas bdra pd 4. phagocytophilum, men detta har 1 dagsldget inte pavisats 1 Sverige.
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2.3 Livsmedelssakerhet

Studier har visat att Anaplasma spp. kan detekteras 1 mjolk. Vid experimentell
infektion med 4. phagocytophilum (tidigare Ehrlichia phagocytophila) kunde
Pusterla et al. (1997) pavisa 4. phagocytophilum 1 mjolken hos samtliga lakteran-
de kor (5/5). Bakterierna kunde i mj6lk detekteras med PCR-analys fran dag 5 till
dag 16 efter infektion, medan de i blod kunde detekteras fran dag 4 till dag 21
efter infektion. Liknande resultat har setts i en senare studie av Zhang et al.
(2016). I denna studie kunde A4. ovis, A. bovis och A. phagocytophilum pavisas i
mjolk hos getter och far i Kina. En tredje studie av Dela Cruz ef al. (2019) visade
liknande resultat hos notkreatur i Filippinerna, dér A. marginale kunde detekteras
med PCR av mjolk. I denna studie lyfter forfattarna dven fram skillnaden 1 detek-
tion 1 blod jaimfort med mjolk; av de undersokta ndtkreaturen var 98 % positiva
for Anaplasma i blod medan endast 6 % hade positiva mjolkprov. Forfattarna dis-
kuterar att skillnaden kan bero pa att 4. marginale infekterar erytrocyter och att
mjolk oftast inte innehaller blod. Det finns &ven studier dir Anaplasma inte kun-
nat pavisas i mjolk (Cisak et al. 2017; Mtshali et al. 2022).

Endast ett fatal, dldre studier har gjorts pa oral transmission av Anaplasma. Dessa
har visat att Anaplasma kan 6verforas oralt (Baumgartner et al. 1993; Pusterla et
al. 1998). I studierna gavs kalvar en oral dos blod; i den ena studien var blodet in-
fekterat med A. marginale och i den andra med A. phagocytophilum. 1 studien av
Pusterla et al. (1998) fick en grupp nyfodda kalvar blod infekterat med A. phago-
cytophilum, en grupp dldre kalvar fick infekterat blod och en annan grupp éldre
kalvar fick mjolk fran kor infekterade med 4. phagocytophilum. De nyfodda kal-
varna som fick en oral dos infekterat blod uppvisade symptom, en var positiv pa
PCR och samtliga utvecklade antikroppar. De &ldre kalvarna uppvisade inga
symptom, men ingen provtagning gjordes for att undersdka om djuren var positiva
pa PCR. Till forfattarens kénnedom finns inga studier gjorda pa oral transmission
av Anaplasma spp. hos méinniskor.

2.4 Diagnostik
2.4.1 Direktmikroskopering

Den enklaste och billigaste metoden for diagnostik av Anaplasma ér direktmikro-
skopering pa blodutstryk. Storst méngd bakterier i blodet ses i den akuta fasen av
sjukdomen, darfor ar det viktigt att blodproven tas 1 ett tidigt skede och att ingen
antibiotikabehandling har satts in fére provtagningen (Silaghi ef al. 2017). For
intraerytrocytédra anaplasmor, som A. marginale, &r blodutstryk pd helblod baist.
Anaplasmor som infekterar leukocyter, som A. phagocytophilum, kan ge leuko-
peni vilket gor helblod mindre lampligt for direktmikroskopering. Utstryk gjorda
pé buffy coat dr da att foredra eftersom det dr den del av det centrifugerade blodet
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som bestar av storst méngd leukocyter. Utstryken fargas, till exempel med
Giemsa, och mikroskoperas for identifiering av inklusionskroppar. Mikroskope-
ring &r det test for Anaplasma som har ldgst sensitivitet dé resultatet paverkas av
avldsarens erfarenhet, antal malceller, grad av bakteriemi samt grad av leukopeni
eller anemi. Testet dr inte ldmpligt for persistent infekterade djur d& de ofta har
lag grad av bakteriemi. En studie visade att andelen infekterade leukocyter varie-
rade mellan 1-30 % (Pusterla ef al. 1997), alltsd kan mikroskopering felaktigt
diagnostisera en infekterad individ som frisk. P4 grund av dessa anledningar bor
mikroskopering alltid kombineras med annan diagnostik.

2.4.2 Molekylardiagnostik

Polymeraskedjereaktion (PCR) kan anvéndas for att detektera Anaplasma i prov-
material. Vid PCR uppforokas en bestimd DNA-sekvens genom att primers
binder till vissa bestimda malregioner. Analyser for identifiering av Anaplasma
gors vanligen pé okoagulerat blod, buffy coat eller vivnadsprov, men PCR har
dven kunnat pavisa Anaplasma i DNA som extraherats fran mjolk (Zhang et al.
2016; Silaghi et al. 2017; Dela Cruz et al. 2019). Vanliga malregioner for analys
av Anaplasma ar 16S rRNA, groEL, gltA och flertal ytproteiner (mspl, msp2,
msp4, msp5) (Silaghi et al. 2017). Det finns flera olika sorters PCR, bland annat
standard PCR, qPCR och nested PCR (Mauri Pablo et al. 2025). qPCR anvénds
med fordel for kvantifiering av bakterieméngd samt vid subkliniska infektioner,
medan nested PCR har hogre sensitivitet och darfor ar fordelaktigt vid infektioner
med lag bakterieborda. En annan molekylérdiagnostisk metod &r sekvensering.
Sekvensering anvinds fraimst inom forskning for att dela upp Anaplasma 1 arter
baserat pa genetiska likheter (Rar ef al. 2021).

2.4.3 Serologi

ELISA kan anvéndas som diagnostisk metod for att detektera antikroppar mot
Anaplasma. Serokonversion har visats ske 9-11 dagar efter infektion, vilket gor
att serologisk analys bor goras 1 ett senare skede av sjukdomen (Pusterla ef al.
1997). Ytproteinet MSP5 ér konserverad mellan olika arter av Anaplasma och
anvands darfor med fordel for serodetektion av Anaplasma hos olika djurslag
(Zhang et al. 2022). Detta gor dock att ett flertal arter av Anaplasma kan korsrea-
gera vid undersokning med ELISA (Strik et al. 2007). Det finns olika typer av
ELISA; bland annat cELISA, dasELISA och iELISA. Bade cELISA och iELISA
anses vara palitliga for diagnos av Anaplasma (Zhang et al. 2022). cELISA har
hog sensitivitet och specificitet, darfor dr det en av de vanligaste serologiska me-
toderna for diagnostik av A. marginale (Mauri Pablo et al. 2025). En annan sero-
logisk metod, dasELISA, kan skilja pa antikroppar fran djur infekterade med

A. marginale och djur som vaccinerats med A. centrale. Slutligen har antikroppar
aven kunnat detekteras 1 mjolk med iELISA, vilket kan vara ett viktigt diagnos-
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tiskt verktyg som underléttar provtagning och minskar stress for djuren (de
Echaide et al. 2005).

2.4.4 Analys av mjolkprov

Vanligtvis anvénds blod for analys med PCR eller ELISA, men det finns studier
som visat pd forekomst av DNA och/eller antikroppar vid analys av individuella
mjolkprov (Pusterla et al. 1997; de Echaide et al. 2005; Zhang et al. 2016; Dela
Cruz et al. 2019). Genom att ta mjolkprov minskar risken for att sprida smitta via
nalstick och man undviker sdnkt mjélkproduktion pa grund av stress i samband
med blodprovstagning (de Echaide et al. 2005). Detta underlittar epidemiologisk
diagnostik for att Gvervaka forekomst av Anaplasma spp. Det finns inga studier
gjorda pa tankmjolk gillande Anaplasma spp. Provtagning pa tankmjolk skulle
innebéra dn mindre stress for djuren dé inga individuella prover tas. Det skulle
dven vara en betydligt snabbare och billigare provtagningsmetod som ger en
helhetsbild av smittan i besdttningen.
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3. Material och metod

3.1 Mjolkprov

For analyserna anvandes totalt 92 mjolkprov. Av dessa var 90 tankmjdlksprov
fran salmonella-screening pa Gotland i oktober 2024. Proverna togs via Eurofins
och skickades till SVA for analys av ett flertal olika agens; darefter har de for-
varats nedfrysta i -20 °C 1 SVA:s biobank. Tva av mjolkproverna var tagna i falt
av veterindrer pa Distriktsveterindrerna Gotland sommaren 2025 pd djur med
misstédnkt anaplasmos. Kriterierna for provtagning var klinisk sjukdom som for-
anleder misstanke om anaplasmos, pd remissen skrevs djurets symptom ned och
skickades med mjolkprovet. Den ena kon hade feber, nedsatt allméntillstdnd och
foderleda. Den andra kon hade feber, nedsatt allméntillstind och mastit. Mjolk-
proven dr aseptiskt tagna i sterila mjolkror och skickades farska in till SVA.
Dérefter har dven dessa prover forvarats nedfrysta i -20 °C.

3.2 DNA-extraktion

DNA extraherades fran totalt 92 mjolkprov som tinats i rumstemperatur. Varje
prov bestod av 2 ml mj6lk. Extraktionen utférdes med DNeasy PowerFood Mic-
robial Kit (QIAGEN) enligt tillverkarens instruktioner. Tva &ndringar gjordes i
instruktionerna: steg 1 gjordes ej da det inte anségs nddvéndigt att homogenisera
mjolkproven, och i steg 2 centrifugerades proven i 10 minuter i stéllet for 1 minut.
Den langre centrifugeringen gjordes for prov 11-100 i ett forsok att fa ut mer
DNA. Efter extraktion kontrollerades mdangd DNA med Qubit™ 4 Fluorometer
(Invitrogen) och Qubit™ Ix dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen). Detta gjordes for
mjolkprov 1-37, dérefter tog reagensen 1 Qubit™ 1x dsDNA HS Assay Kit (In-
vitrogen) slut. Da resultaten var likvédrdiga bedomdes det ej vara nodvéndigt att
bestilla ett nytt kit for vidare analys av resterande prov.

3.3 PCR

For PCR analyserades 92 mj6lkprov med PCR-system hdamtat fran Henningsson
et al. (2015). I tabell 1 listas de primer- och probsekvenser som anvindes. Positiv
kontroll tillhandahélls av SVA. For negativ kontroll anvéndes nukleasfritt vatten
(MultiQ H20). En primer/prob-mix gjordes genom att blanda 20 pl ApF, 20 ul
ApR, 4 ul ApM och 156 ul nukleasfritt vatten (MultiQ H20). Dérefter gjordes
MasterMix genom att for varje prov blanda 7,5 pl Perfecta qPCR Toughmix, 0,75
pl Primer/prob-mix och 8,5 ul nukleasfritt vatten (MultiQ H20). Ett undantag
fran detta protokoll dr att det for forsta rundan PCR (prov 1-10) tillsattes 3,5 pl
Perfecta qPCR Toughmix till MasterMixen, detta korrigerades for resterande prov
till 7,5 pl. Till varje brunn tillsattes 13 ul MasterMix och 2 ul provextrakt. En
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positiv och en negativ kontroll anvindes for varje omgéng. Proverna analyserades
med CFX Opus 96 Real-Time PCR System. Instillningar for cyklerna kan ses i
tabell 2; dessa involverar denaturering, hybridisering och elongering.

Tabell 1. Primer- och probsekvenser som anvints vid PCR. Referens: Henningsson et al.
2015.

Namn Sekvens Target Amplikon
ApF | TTTTGGGCGCTGAATACGAT

ApR | TCTCGAGGGAATGATCTAATAACGT

ApM | TGCCTGAACAAGTTATG gltA 64 bp

Tabell 2. Instdllningar for cyklerna vid gPCR.

Temp Tid Cykler Steg

50°C ‘ 10 min x 1 Initial aktivering

95 °C ‘ 3 min x 1 Initial denaturering

95°C ‘ 3 sek x 45 Denaturering

60 °C ‘ 30 sek x 45 Hybridisering och elongering
3.4 Serologi

Serologi gjordes pd 91 mjolkprov; 89 st var tankmjdlksprov frén salmonella-
screening pa Gotland 2024 och tva st var individuellt tagna mjolkprov fran miss-
tankt infekterade notkreatur pd Gotland under sommaren 2025. Plattan innehdll 96
brunnar och da 5 brunnar behdvdes for positiv/negativ kontroll anvédndes 91
mjolkprov istdllet for 92 som vid PCR. Forutom ett tankmjolksprov som togs bort
(R1) anvéndes samma mjolkprover for serologi som for PCR; supernatanten an-
véindes for serologi medan pelleten anvdndes for DNA-extraktion och dérefter
PCR. I DNA-extraktionens andra steg sparades supernatanten for varje prov i
separata ror; dessa ror frystes in igen och tinades vid ett senare tillfdlle i rums-
temperatur for analys av antikroppar. Analysen gjordes darefter med Anaplasma
Antibody Test Kit cELISA v2 (VMRD Inc) enligt tillverkarens instruktioner. I
testet anvéndes plattor med 96 brunnar; tre brunnar inneh6ll negativ kontroll, tva
brunnar innehdll positiv kontroll och resterande 91 brunnar innehdll mjolkprov.
Slutligen avléstes plattan direkt med en spektrofotometer (Thermo Scientific Mul-
tiskan® EX) vid en véglidngd pa 620 och 630 nm. Resultatet vid avldsning visades
som optisk densitet (OD). Positivt resultat innebar en procentuell inhibition (% I)
pa > 30 %. Procentuell inhibition rdknades ut med foljande formel:

% 1=100 x (1 - (Provets OD / Negativa kontrollens OD)
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4. Resultat

4.1 DNA-extraktion

DNA-koncentrationen varierade mellan 0,01 och 0,356 ug/ul, med ett medelvarde
pa 0,0772 ng/ul. Samtliga virden redovisas nedan i figur 1. Tre prover (N33, N35
och N36) gav resultat under detektionsgransen (’too low’) och saknar darfor sta-
pel. Prov N9 saknades bland provmaterialet och redovisas dérfor inte i figur 1.

Koncentration DNA (pg/ul)
0,4
0,35
0,3

0,25

0,2

0,15
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[

wu

Figur 1. Koncentrationen DNA for analyserade mjolkprov, mdtt i ug/ul.

42 PCR

Samtliga 92 analyserade mjolkprov var negativa. De positiva och negativa kon-
trollerna uppfyllde testets valideringskrav. Forsta rundan PCR hade tva positiva
kontroller, vilka ses 1 Figur 2 som amplifikationer med Ct-vérde (cycle threshold
value) 24. Andra rundan PCR hade en positiv kontroll, vilken ses i figur 3 som en
amplifikation med Ct-vérde 24. Totalt ses 4 amplifikationer med Ct-virden > 32.
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Figur 2. Amplifikationskurvor fran gPCR av mjolkprov (férsta analysomgdngen).
Positiva kontroller ses med Ct-virde 24.
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Figur 3. Amplifikationskurvor frdn gPCR av mjolkprov (andra analysomgdngen). Positiv
kontroll ses med Ct-viirde 24.

24



Resultat gPCR
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Figur 4. Resultat fran qPCR av mjolkprov, redovisat i antal analyserade prover, antal
positiva prover och antal prover med sen amplifikation (Ct-vdrde > 32).

4.3 Serologi

Samtliga 91 mjolkprov var negativa vid analys med cELISA. Testets gransvirde
var faststéllt till > 30 % inhibition. I denna studie uppvisade samtliga prover en
procentuell inhibition under detta gransvirde och klassificerades ddrmed som
negativa. Resultaten fran cELISA, uttryckta i procentuell inhibition (% I), redo-
visas 1 figur 4.

Testets validering kravde att medelvirdet for de negativa kontrollernas optiska
densitet (OD) 14g pd > 0,40 och < 2,10 samt att de positiva kontrollernas medel-
virde uppvisade en inhibition pa > 30 %. Samtliga negativa och positiva kon-
troller uppfyllde dessa valideringskrav (tabell 3).

Tabell 3. Resultat for testvalidering av cELISA, redovisat i optisk densitet (OD) for
negativ kontroll och procentuell inhibition (% 1) for positiv kontroll. Grinsvirden
redovisat inom parentes.

OD (grdnsvdirde) % I (grinsvirde)

Medelvirde negativ kontroll 1,40 (> 0,40 och <2,10)
Medelvirde positiv kontroll 72,27 (=30 %)
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Procentuell inhibition (% 1)
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Figur 5. Resultat frdn cELISA av mjolkprov, redovisat i procentuell inhibition. Grona
romber representerar positiva kontroller, roda romber representerar negativa kontroller
och bld cirklar representerar mjolkprov. Grdnsvirde > 30 % redovisas som heldragen
linje.
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5. Diskussion

5.1 PCR

5.1.1 Individuella mjolkprov

De tva individuellt tagna mjélkproven var negativa vid PCR-analys. Proven togs
fran kor med klinisk misstanke om anaplasmos; fran dessa kor togs @ven blodprov
som analyserats i ett annat examensarbete (Malmborg 2026). Dessa blodprov var
negativa for A. phagocytophilum vid PCR, vilket 6verensstimmer med resultaten
frdn mjolkproverna. Enligt en svensk studie av Persson Waller et al. (2024) var
endast cirka 40 % av provtagna djur med klinisk misstanke om betesfeber positiva
vid PCR av blodprov. Forfattarna drar slutsatsen att kliniska symptom pé betes-
feber ger dalig vigledning for att diagnostisera sjukdomen. Detta stimmer dver-
ens med att de djur i detta arbete som provtagits vid klinisk misstanke pa sjukdom
var negativa vid PCR.

Sannolikheten for detektion av Anaplasma spp. 1 mjolk bor kunna péverkas av
flera faktorer. D4 leukocyter, till skillnad fran erytrocyter, forekommer naturligt i
mjolk gir det att anta att leukocytotropa anaplasmor forekommer 1 mj6lk 1 hogre
grad an erytrocytéra. Detta stods av att man i en studie kunde identifiera 4. pha-
gocytophilum 1 leukocyter i mjolk fran experimentellt infekterade kor (Pusterla et
al. 1997). Detektionsgraden 1 mjolk vid infektion med A. marginale var 1 en annan
studie 14g, vilket forfattarna resonerar kan bero pa att erytrocyter i normala fall
inte gér ut i mjolken (Dela Cruz et al. 2019). Erytrocyter kan dock férekomma i
mjolk vid till exempel mastit, trauma och intravaskuldr hemolys, vilket gor att
erytrocytira anaplasmor da bor kunna detekteras i mjolk. Aven hoga celltal bor
kunna ge 6kad sannolikhet for detektion av A. phagocytophilum i mjolk da ett
okat celltal innebdr en 6kad méngd av bland annat leukocyter i mj6lken (Zhang et
al. 2016). Om mastit, som orsakar hoga celltal, forekommer samtidigt som ana-
plasmos kan det enligt detta resonemang alltsé leda till 6kad utsondring av infek-
terade leukocyter och eventuellt dven erytrocyter i mjolk och ddrmed 6kad sanno-
likhet for detektion. De tva individuellt provtagna korna i detta arbete var som ti-
digare nimnt negativa pa PCR av bédde blod- och mjélkprov, men den ena kon
hade mastit som symptom. Om kon haft anaplasmos och mastit samtidigt bor
sannolikheten for detektion i detta fall alltsa vara hogre. I detta arbete har inga
celltalsmitningar gjorts och det gar darfor inte att dra nagra slutsatser kring detta
utifrdn dessa resultat.

I detta arbete var, som tidigare ndmnt, de tva individuellt tagna mjolkproven bada
negativa. Andra studier har visat pa varierande grad av forekomst av Anaplasma
spp- 1 mjolk jAmfort med 1 blod. En studie som jimforde forekomst av 4. margi-
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nale med PCR av blod och mjolk visade att 98 % av de undersokta korna var
positiva pa blodprov medan endast 6 % &@ven var positiva i mjolkprov (Dela Cruz
et al. 2019). I en annan studie visade forfattarna att samtliga kor som experimen-
tellt infekterats med A. phagocytophilum var positiva pa PCR av bade mjolk- och
blodprov, men de var positiva farre dagar pa mjolkprov (Pusterla et al. 1997). En
tredje studie dir blod och mjolk fran far och getter analyserats med PCR avseende
A. bovis, A. ovis och A. phagocytophilum visade dven den pa lagre detektionsgrad
1 mjolk &n 1 blod (Zhang et al. 2016). Sammantaget belyser dessa studier att olika
arter av Anaplasma kan variera i hur stor grad de gar ut i mjolk. Rent hypotetiskt
hade korna med missténkt anaplasmos i detta arbete kunnat vara positiva pa blod-
prov och negativa i mjolkprov. Troligtvis var dock dessa mjolkprov sant negativa,
vilket stods av att blodproven fran samma djur var negativa pa PCR for 4. phago-
cytophilum (Malmborg 2026).

5.1.2 Tankmijolksprov

Tankmjdlksproven i detta arbete var samtliga negativa pa qPCR for A. phagocyto-
philum, vilket gar emot den rapporterade prevalensen av patogenen i Sverige.
Flera studier i Sverige har rapporterat notkreatur som &r positiva vid PCR av blod-
prov for A. phagocytophilum (Andersson et al. 2017; Persson Waller et al. 2023;
2024). Pa Gotland har dessutom PCR-analys av blodprov hos fér visats vara posi-
tiva for A. phagocytophilum och bade I. ricinus och H. punctata forekommer pa
on (Grandi ef al. 2018). Dessa studier motséger resultaten i detta arbete.

Tankmjolksproven samlades in under oktober 2024, vilket &r relativt sent pa fés-
tingsdsongen. Flertal studier har tidigare rapporterat att Ixodes ricinus, Sveriges
framsta vektor for A. phagocytophilum, ar aktiva fran mars—november (Kjellander
et al. 2023). 1 sin studie visar Kjellander ef al. (2023) att . ricinus kan vara aktiva
dven under den svenska vintersdsongen vid temperaturer sa 1dga som —5 °C. Mot-
svarande temperaturer finns till forfattarens kdnnedom inte beskrivet for H. punc-
tata. Enligt SMHI var oktober 2024 en ovanligt varm méanad 1 Sverige med en
medeltemperatur pa Gotland pa 9,6 °C (SMHI 2024; 2025). Detta gor att det &r
rimligt att anta att aktiva /. ricinus fanns pa Gotland vid provtagningen. Det fak-
tum att djur kan bli persistent infekterade och att /. ricinus kan vara aktiva under
vintern gor det mdjligt att f positiva prover dven under vinterhalvaret (Larsson et
al. 2006; Brown & Barbet 2016; Kjellander ef al. 2023). Enligt detta resonemang
borde det alltsa ha funnits positiva djur inom studiepopulationen i oktober 2024.

Det finns flera mojliga orsaker till de negativa provresultaten. En dr den utspéad-
ningseffekt som finns i tankmjolk. Utspddningseffekten sker ndr mjolk fran posi-
tiva djur spads ut med mjolk fran negativa djur, vilket kan forstirkas ytterligare
om en lag andel av infekterade djur utsondrar patogenen 1 mjolken. Denna utspad-
ningseffekt gor att analys av tankmjolk har ldgre sensitivitet dn individuellt tagna
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mjolkprov (Nobrega et al. 2023a). Resultaten kan dven bero pa att de gransvarden
som finns inte dr anpassade efter sa pass laga halter av Anaplasma som kan fore-
komma i tankmjolk. Ytterligare en anledning kan vara att mdngden DNA fran
Anaplasma i tankmjolk ir for 14g for testet att upptiicka. Aven det faktum att pro-
verna tinats och frusits flera ganger kan orsaka lysering av cellerna, vilket i sin tur
kan paverka méngd och kvalitet pA DNA:t (Johnson ef al. 2025). Férutom ovan
ndmnda orsaker var koncentrationen av DNA 1 mjolkproven 14g; proven med
hogst koncentration lag runt 0,35 pg/ul men de flesta lag under 0,05 pg/ul. Detta
kan jimforas med en annan metod for DNA-extraktion av mjolk som fick kon-
centrationer pa 12—45 pg/ul (Liu et al. 2014). Ett prov med for lag koncentration
av DNA kan forsvara PCR-analys av provet. Detta sammantaget gér det mojligt
att A. phagocytophilum kan ha funnits i tankmjélksproven, men att detta inte
detekterats av testet.

Vid analys med qPCR var inga tankmjolksprov positiva, men daremot sdgs hoga
Ct-virden (cycle threshold values) for vissa prover. Ct-vdrden representerar hur
manga amplifikationscykler som behdvs for att na troskelvérdet i testet och har en
omvind relation till mdangden kopior av mélregioner i provet (Bonacorsi ef al.
2021). Det innebér att ldga Ct-virden korrelerar med hog patogenborda, medan
hoga Ct-virden korrelerar med 1ag patogenbdrda. De hoga Ct-virdena som sdgs 1
detta arbetes analys kan alltsa bero pa att proverna innehdll DNA fran 4. phago-
cytophilum, men att det fanns 1 for liten méngd for att rdknas som positivt. Detta
stimmer overens med den utspddningseffekt som sker i tankmjolk och att pro-
verna visade pa laga koncentrationer av DNA. Forutom for 1ag méngd av onskat
DNA kan hoga Ct-vérden orsakas av ospecifika reaktioner, ndrvaro av PCR-inhi-
bitorer 1 provet eller 1dg amplifikationseffektivitet (Yi2024).

Till forfattarens kdnnedom finns inga studier som analyserat tankmjolk med na-
gon sorts PCR avseende forekomst av Anaplasma spp. De studier som finns har
analyserat individuellt tagna mj6lkprov med PCR och vissa d@ven med gensekven-
sering (Pusterla ef al. 1997; Zhang et al. 2016; Cisak et al. 2017; Dela Cruz et al.
2019; Mtshali et al. 2022). Majoriteten av dessa studier har analyserat proverna
med nested PCR; ingen har anvént sig av qPCR. Nested PCR har hogre sensiti-
vitet &n standard PCR for Anaplasma och @r lampligt vid analys av prov med lag
DNA-halt (Mauri Pablo et al. 2025). qPCR anvinds med férdel pa subkliniska
infektioner och for att kvantifiera bakteriebordan i provet. De amplifikations-
kurvor som visades i resultatet for qPCR é&r intressanta, men det hade dven varit
intressant att se vad resultaten for nested PCR hade blivit. Eventuellt hade nested
PCR kunnat fungera bittre pa tankmjolksprov, da proverna innehdll laga kon-
centrationer DNA och da tankmjolk gor att den Anaplasma som finns i vissa
individers mjo6lk blandas ut med mjolk frén friska individer.
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5.2 Serologi

Samtliga mjolkprov var negativa vid analys med cELISA. For de tva individuella
mjolkprov som togs pa djur med klinisk misstanke om anaplasmos var detta for-
véntat da antikroppar bildas i ett senare skede av sjukdomen och ej i akutfasen
(Pusterla et al. 1997). Proverna hade dock kunnat vara positiva om djuren tidigare
genomgatt sjukdom. For resterande mjolkprov, vilka var tankmjdlksprov, var re-
sultatet till viss del ovéntat. Forekomsten av antikroppar mot Anaplasma i blod-
prov tagna fran svenska notkreatur har i andra studier visats vara hog (Andersson
et al. 2017; Persson Waller ef al. 2023). Antikroppar mot Anaplasma spp. har
pavisats i blodprov fran lamm pa Gotland och flertal vektorer finns pa 6n (Grandi
et al. 2018). Ett examensarbete som undersokte forekomst av Anaplasma spp. i
blodprov hos svenska getter visade att en beséttning pa Gotland hade hogst andel
seropositiva djur av de undersokta besittningarna (Adén 2021). Trots att fore-
komsten pé Gotland forvintas vara hog var samtliga analyserade mjolkprov 1 detta
arbete negativa. De negativa resultaten i tankmjolksproven kan bero pa den ut-
spadningseffekt som sker i tankmjolk och att antikroppsnivéerna i tankmjolks-
provet da blir for 1agt for testet att detektera. Det kan dven vara sa att de grins-
virden som finns for testet inte dr applicerbara pa tankmjolksprov, vilket skulle
kunna ge falskt negativa provsvar. Det dr mindre sannolikt att inga djur som in-
gick 1 studien skulle ha antikroppar, dérfor beror resultatet troligtvis pa att tank-
mjolk inte &r 1dmpligt att analysera med cELISA for att fa fram tillforlitliga
resultat.

Testet som anvéndes for serologisk analys med cELISA ska enligt tillverkaren
anvéndas for detektion av antikroppar mot A. marginale, A. ovis och A. centrale 1
blodprov frin notkreatur. Det har visats att A. marginale och A. phagocytophilum
korsreagerar vid analys med cELISA (Dreher et al. 2005). Detta beror pa att yt-
proteinet MSPS5, vilket dr det antigen som anvénds for att detektera antikroppar
mot Anaplasma vid cELISA, dr mycket konserverad mellan olika arter. Det an-
vinda testet bor alltsd kunna detektera antikroppar mot Anaplasma spp., inklu-
derat A. phagocytophilum, 1 blod. Det anvinda testet r ddremot inte utvérderat for
analys av mj6lkprov. Detektion av antikroppar mot Anaplasma i mjolk dr mindre
studerat &n 1 blod, men har av de Echaide ef al. (2005) visats kunna detekteras 1
individuella mj6lkprov med iELISA. I ett annat examensarbete som analyserade
antikroppar i mjolkprov fran getter med cELISA var mjolkproven negativa, trots
att mjolkproven kom frén getter som var starkt positiva vid cELISA av blodprov
(Adén 2021). Till forfattarens kiinnedom finns inga studier pa serologisk analys
av tankmjolk avseende Anaplasma spp. Daremot finns det ménga exempel pa
anviandning av ELISA for analys av antikroppar mot andra virus, bakterier och
parasiter i tankmjolk, med varierande sensitivitet (Nobrega ef al. 2023a; b)
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5.3 Betydelse i praktiken

Tankmjolksproven fran Gotland bor inte utgora nagon signifikant risk for oralt
upptag av 4. phagocytophilum dé dessa var negativa pa PCR. Didremot visade
proverna pa hoga Ct-virden, vilket bland annat kan bero pé laga halter av pato-
genen i provet. Det finns inga studier gjorda pa oral transmission av Anaplasma
spp. hos ménniskor, och dédrmed inte heller nigra resultat géllande vilken mangd
A. phagocytophilum som behdvs for eventuell infektion via oralt intag. Om oral
transmission via mjolk éver huvud taget 4r mojlig kan det vara sa att de halter
som forekommer i tankmjolk ar for 14ga for att orsaka infektion, men det behovs
vidare forskning kring detta. Utifran resultaten i detta arbete gar det inte att sdga
nagot om risken for oral transmission i mjolk frén individuella kor och inte heller
om risken péverkas av 0kat smittryck.

5.4 Framtida forskning

Det saknas till stor del forskning kring Anaplasma spp. 1 mjolk. I detta arbete an-
vindes cELISA for analys av antikroppar i tankmjolk, vilket gav negativa resultat.
iELISA har visats vara en fungerande metod for analys av individuella mjélkprov
och hade darfor varit en mdjlig analysmetod vid framtida studier (de Echaide et
al. 2005). Aven studier som jaimfor antikroppsnivéer i tankm;jolk och individuella
mjolkprov hade varit relevant framtida forskning. Ytterligare ett forslag pa vidare
forskning &r analys med nested PCR istéllet for eller i kombination med qPCR, dé
mjolkproverna visade sa 1dga koncentrationer DNA.

En brist 1 detta arbete dr att det endast fanns tva individuella mj6lkprov fran djur
med klinisk misstanke om sjukdom. Framtida forsék bor fokusera pa att med PCR
analysera ett storre urval av blod- och mjolkprov fran djur med klinisk misstanke
om sjukdom. Detta for att 6ka sannolikheten fOr att fi positiva prov och for att se i
hur hog grad patogenen forekommer 1 mjolkprov hos sjuka djur. Om graden av
forekomst dr ldg minskar sannolikheten for livsmedelsburen smitta.

Ytterligare ett forslag till framtida forskning &r att undersdka om det finns nagot
oralt upptag av patogenen via mjolk. Detta bor undersdkas hos djur och mén-
niskor i olika aldrar, di de studier som finns endast har visat pd forekomst hos
kalvar vid oral giva av infekterat blod. Om det inte sker ndgot oralt upptag ar
risken for infektion obefintlig, oavsett mdngd patogener 1 mjolken. Pavisande av
bakteriellt DNA i mjolk bevisar inte om bakterien dverlever och dr infektids 1
mjolk, déarfor dr dven detta relevant vidare forskning.
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5.5 Slutsats

I detta arbete har mjolkprov analyserats med cELISA och qPCR f6r att undersoka
forekomst av Anaplasma 1 mjolk. Forekomsten av Anaplasma hos not pa Gotland
gér inte att uttala sig om da samtliga mjolkprov var negativa pa serologi, trots att
positiva prover forvédntades. Detta beror troligtvis pa analysmetoden och att prov-
materialet till storsta del bestod av tankmjdlk. I detta arbete har A. phagocytophi-
lum inte péavisats i mjolk med PCR, men sena amplifikationer sags vilka kan bero
pa en ldg mingd av patogenen i proven. Det gér darfor inte att utesluta forekomst
av patogenen i mjolk. Sannolikt &r risken for oral infektion vid konsumtion av
tankmjolk 1&g, men detta behover undersokas ytterligare.
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Popularvetenskaplig sammanfattning

Anaplasmos orsakas av bakterier inom sldktet Anaplasma. Bade globalt och 1
Sverige orsakar dessa bakterier sjukdom hos ett flertal olika djur, daribland mén-
niskor och idisslare. Bakterierna sprids via fastingbett och sjukdomen paverkas
darfor av klimatforandringarna; med ett varmare klimat sprids fastingar allt langre
norrut och blir mer rikligt forekommande 1 sina etablerade omréden. P4 grund av
detta utgdr anaplasmos och andra fastingburna sjukdomar ett 6kande hot mot
maénniskors och djurs hélsa. P4 Gotland har det de senaste dren rapporterats om
okad allvarlighetsgrad och fler dodsfall orsakat av sjukdomen.

Det finns flera arter inom sldktet Anaplasma och dessa olika arter gér in i olika
celler i virddjuret; vissa arter infekterar vita blodkroppar medan andra infekterar
roda blodkroppar. Bakterierna maste gé in i dessa celler for att 6verleva och for-
oka sig. I Sverige dr A. phagocytophilum absolut vanligast och infekterar vita
blodkroppar hos ett flertal olika djur, bland annat idisslare och ménniskor. Idiss-
lare som blir infekterade far en sjukdom som kallas betesfeber. Vanliga symptom
vid betesfeber dr nedsatt allméantillstdnd, hog feber och sdnkt mjélkproduktion
men kan ocksé leda till sekundira infektioner av olika slag. Hos méinniskor orsa-
kar bakterien human granulocytir anaplasmos, vilket ger symptom som feber,
trotthet och 1 ovanliga fall organsvikt. I Sverige ar vanlig fasting (Ixodes ricinus)
den huvudsakliga spridaren av 4. phagocytophilum, men infektionen kan dven
spridas av bland annat trubbnosfésting (Haemaphysalis punctata). Bada dessa
fastingarter forekommer pd Gotland. Andra arter av Anaplasma @r bland annat
A. marginale, A. centrale, A. bovis, A. ovis och A. capra.

Vanligtvis diagnostiseras Anaplasma genom att analysera blodprov. Négra nyliga
studier har dock visat pd forekomst av bakterierna i mjolkprov. Pavisande av bak-
terierna i mjolken vicker fragan om minniskor kan infekteras vid konsumtion av
opastoriserad mjolk och mj6lkprodukter. Eftersom det inte finns mycket forskning
pa omradet paborjades denna studie.

I detta arbete har 92 mjolkprov fran kor pa Gotland analyserats; 90 tankmjolks-
prov och 2 individuellt tagna mjolkprov frén kor med klinisk misstanke om sjuk-
dom. Tankmj6lksproverna samlades in 1 oktober 2024 som en del av screening for
salmonella. De individuella mjolkproven dr tagna av veterinirer i falt under som-
maren 2025. Proverna analyserades for att pavisa antikroppar (ELISA) och bakte-
rier (PCR). Samtliga mj6lkprov var negativa 1 bdda analysmetoderna; varken anti-
kroppar eller bakterier kunde med sékerhet pavisas. Diaremot sags resultat pd PCR
som kan betyda att det fanns laga méngder av bakterier i vissa mjolkprov.

42



Da samtliga mjolkprov var negativa, trots att det borde ha funnits positiva prover,
dras slutsatsen att tankmjolksprov inte &r lampligt att analysera med de valda ana-
lysmetoderna. Det finns ingen tidigare forskning gjord géllande pavisande av
Anaplasma 1 tankmjolksprov med ELISA eller PCR. Vidare forskning behdvs for
att fastsla lampliga metoder for analys av tankmjolk och for att kartlagga fore-
komst av Anaplasma hos noét pa Gotland.
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Aven om du viljer att inte publicera arbetet eller aterkallar ditt godkéinnande s
kommer det arkiveras digitalt enligt arkivlagstiftningen.

Du hittar ldnkar till SLU:s publiceringsavtal och SLU:s behandling av
personuppgifter och dina rittigheter pa den hér sidan:

e https://libanswers.slu.se/sv/faq/228316

JA, jag har last och godkénner avtalet for publicering samt den
personuppgiftsbehandling som sker i samband med detta

L1 NEJ, jag ger inte min tillatelse till att publicera fulltexten av foreliggande
arbete. Arbetet laddas dock upp for arkivering och metadata och sammanfattning
blir synliga och sokbara.
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