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Bakgrund

I virphonsflockar som drabbas av sjukdomen rédsjuka ses hog dédlighet och sinkt dggproduktion.
Sjukdomen orsakas av en infektion med bakterien Erysipelothrix rhusiopathiae. Enligt svenska erfarenheter
tenderar sjukdomen att vara vanligare 1 ekologiska viarphonsbesittningar dn i besittningar med frigiende hons
inomhus. Anledningen till detta har antagits vara 6kade kontakter med potentiella smittkillor i den omgivande
miljon vid utevistelse. Det har ocksa antagits att rodsjukebakterier kan 6verleva linge 1 rastgardar.

Det 6vergripande syftet med detta projekt har varit att fa 6kad kunskap om smittkallor for rodsjukebakterier.
Milsattningen med foérsoken som finansierats via medel fran SLU EkoForsk var att anpassa och utvirdera
en PCR (Polymerase Chain Reaction) baserad metod £6r detektion av Erysipelothrix rhusiopathiae. PCR
metoden har sedan anvints for att undersoka prover tagna fran potentiella smittkallor i ekologiska
virphonsbesittningar. Inom projektet har ocksa olika protokoll f6r DN A-extraktion fran jord utvarderats
genom undersokning av jord som blandats med E. rbusiopathiae-bakterier 1 olika koncentrationer.

I. Utveckling av PCR-system

Tva olika PCR-system (Shimoii ef al., 1998; Yamazaki, 20006) har modifierats och testats mot isolat fran SVAs
stamférrad. Specificiteten 1 metoden har undersokts genom att inkludera férutom E. rhusiopathiae isolat fran
fjaderfd och andra djur dven den nirbesliktade, men for fjaderfi ej sjukdomsframkallande, Erysipelothrix
tonsillarum. 1 samma syfte inkluderades ocksa bakteriearter som ar svara att skilja fran E. rbusiopathiae genom
att de ger likartade symtom i fjiderfiflockar, en liknande obduktionsbild och/eller likartade kolonier vid
traditionell bakteriologisk odling.

Resultatet av detta arbete édr tva olika PCR-system anvindbara for undersékningar av provmaterial, ett som
detekterar bakterier av genus Erysipelothrix (inklusive E. fonsillarum) (modifiering av Yamazaki, 2006) och en
PCR som specifikt pavisar E. rhusiopathiae (baserad pa Shimoji ez al., 1998) (Figur 1.) PCR-systemen har ocksa
potential for att kunna anvindas i generell rédsjukediagnostik f6r snabb, kinslig och siker analys.
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Figur 1. PCR resultat efter undersékning med modifierad Shimoji ez 2/.(1998) av ett urval bakterieisolat.
Bilden visar en agarosgel. Lingst till vinster ses en storleksmarkor. Rad 1 Erysipelothrix rhusiopathiae ATCC
19414/CCUG 221 (typstam), rad 2 Erysipelothrix tonsillarnm ATCC 43339/CCUG 31352 (typstam), rad 3
Staphylococcus anrens ATCC 29213 (typstam), rad 4 Enterococcus feacalis ATCC 29212 (typstam), Lactobacillus
acidophilus ATCC 4356/CCUG 5917 (typstam), rad 6 Escherichia coli ATCC 25922 (typstam), rad 7-8 E.
tonsillarum (Kliniska isolat), rad 9-14 E. rbusigpathiae (kliniska isolat, fjaderfd), rad 15 Pastenrella multocida CCUG
224 (typstam). For samtliga E. rhusiopathiae isolat ses ett band i storlek motsvarande 937 baspar. Ovriga isolat
uppvisar ingen PCR-produkt

II. Applikation av utvecklade PCR-system
a) Jordprover

Infor det delprojekt som syftade till att utviardera protokoll f6r DNA-extraktion frin jord blandades
sandjord med buljong med hég respektive lag koncentration av E. rbusiopathiae. Tre olika metoder f6r DNA
extraktion fran jord testades:

e Nucleospin® Soil (Macherey-Nagel, Diiren, Germany)
e  PowerSoil® DNA Isolation Kit (MO BIO Laboratoties Inc, Catlsbad, CA, USA)

e  PowerMax® Soil DNA Isolation Kit (MO BIO Laboratories Inc, Carlsbad, CA, USA). Erhallet eluat
koncentrerades ocksa enligt tillverkarens instruktioner (PowerMax Konc.).

Aven jord utan tillsatta bakterier undersoktes (blank). Samtliga prover preparerades i duplikat och direfter
undersoktes de erhéllna eluaten bade ospadda och spadda 1:10 i PCR (modifierad Shimoji ez /., 1998).

Som en jaimforelse inkluderades PCR undersékning av koklysat fran primérkulturer pa selektiva
odlingsmedier (inkubering i blabuljong samt darefter utodling pa histblodagarplattor innehéllande kanamycin
(400 pg/ml) och neomycin (50 pg/ml) (KN-agar)).

Av resultaten, som finns sammanstillda i tabell 1, kan utldsas att generellt erholls positiva resultat vid
undersokning av jord med hog koncentration av rédsjukebakterier vid PCR undersokning av eluat erhallna
efter DNA extraktion med samtliga de tre kit som testades i denna studie. Samtliga undersékningar av eluat
erhéllna vid DNA extraktion fran jord med lag koncentration E. rbusiopathiae var dock negativa. Daremot var
samtliga prover positiva vid undersékning med odling pa selektiva medier och édtfoljande PCR pa
primarkultur.



Prov Spadning Nucleospin PowerSoil PowerMax PowerMax Konc.  Odling/koklysat
Hog 1 0 + + + +
1:10 + + +
Hog 2 0 + + +
1:10 (+) A + +
Lag1 0 - +
1:10 +
Lag 2 0 +
1:10 +
Blank 1 0
1:10
Blank 2 0
1:10
Neg ktrl 0 - - - - eu

Tabell 1. PCR-resultat vid undersékning av eluat erhallna efter DN A-extraktion frin jord med Nucleospin®
Soil, PowerSoil® DNA Isolation Kit, PowerMax® Soil DNA Isolation Kit samt koklysat efter odling. Hog
respektive lag koncentration av E. rhusiopathiae samt jord utan tillsatta bakterier (blank). Samtliga prover
undersokta i duplikat samt eluaten undersokta ospidda och spadda 1:10 i PCR. e.u =¢j utférd.

b) Filtprover

Medel fran en annan finansiar (Ekhagastiftelsen) har finansierat provtagning i fyra ekologiska
virphonsbesittningar med utbrott av rédsjuka och tva friska ekologiska virphonsbesittningar (ej drabbade
av rodsjuka). Exempel pa material som samlats in dr organ (tarm) fran hons, organ fran gnagare (svalg och
tarm, tva besattningar), sockprov (for undersckning av miljén), dammprov, jord fran rastgarden, gédsel fran
stack/binge, flugor och andra flygfin med mera. Totalt insamlades och sparades (i frys) 223 olika prover
fran dessa sex besittningar.

Figur 2. Jordprover i rastgardarna togs med hjalp av ett sa kallat tulpanjirn. Foto: Sigbrit Mattsson.

En jamforelse mellan diagnostik baserad pa traditionell bakteriologisk odling kombinerat med biokemiska
tester och PCR (modifierad Shimoii ef a/., 1998) applicerad pa primirkulturer fran agarplattor gjordes och
resultaten finns summerade 1 tabell 2. Odling utférdes pa tva olika typer av agarplattor, hdstblodagar
respektive histblodagar med kanamycin (400 pg/ml) och neomycin (50 pg/ml) (KN-agar). Templat for
PCR-undersokningen bereddes frin samtliga agarplattor med synlig vixt av bakterier (n=313),. Positivt
PCR-resultat erho6lls fran 28 primarkulturer motsvarande 22 prover. Av dessa 22 PCR-positiva prover var
19 st positiva f6r Erysipelothrix rhusiopathiae med konventionell odling/biokemisk diagnostik. Alla prover som



var positiva med traditionella metoder var ocksa PCR-positiva. Nir PCR applicerades pa primirkulturer fran
godsel och dammprover sa erholls fler positiva svar fran KIN-agar dn fran hastblodagar (tabell 2).

For sex PCR-fragment utférdes DNA-sekvensering och resultaten konfirmerade att fragmenten verkligen
kom fran Erysipelothrix rhusiopathiae. Sekvenserna, som har deponerats i GenBank var 890 nukleotider lainga
(GenBank accessionsnummer KC986835-986840). Fem nukleotidsekvenser (fran gardarna A och C) var
identiska men skilde sig at i tre positioner fran den sjitte sekvensen fran gard B och i fyra positioner fran
typstammen f0r E. rhusiopathiae (Fujisawa, GenBank acc. no. AP012027, gene ERH_0856). En av
sekvenserna (fran ett goédselprov fran gard B) skilde sig i en position fran typstammen. De fem
aminosyrasekvenserna (gardarna A och C) skilde sig i tva positioner fran typstammen medan den sjitte
aminosyrasekvensen (gird B) var identisk med typstammen.

Prov Histblodagarplattor KN-agar plattor

PCR Odling PCR Odling
Vattennipplar 4/19 4/30 4/11 4/30
Godsel 2/19 1/19 7/19 5/19
Damm frin utsugsfliktar 0/15 0/15 3/14 2/15
Honstarm 8/19 8/22 EU EU

EU=Ej Undersokt

Tabell 2. Jimforelse mellan baktetiologisk odling/biokemisk identifiering och PCR applicerad pa
primérodlingar. Odling £6r Erysipelothrix rhusiopathiae uttordes med anvindning av icke-selektiva hist-
blodagarplattor och histblodagarplattor med tillsats av kanamycin (400 pg/ml) och neomycin (50 pg/ml)
(KN-agar). PCR utférdes inte pa agarplattor utan nagon synlig vaxt.

Viktiga resultat och slutsatser

e Tvia olika PCR-system anvandbara for undersokningar av provmaterial finns nu, ett som detekterar
bakterier av genus Erysipelothrix (inklusive E. fonsillarnm) (modifiering av Yamazaki, 2006) och en
PCR som specifikt pavisar E. rhusiopathiae (baserad pa Shimoji ez al., 1998).

¢ Delstudien som behandlade metoder f6r DNA-extraktion fran jord indikerade att de tre
kommersiella kit som testades hade ligre kinslighet f6r pavisande av E. rbusiopathiae in PCR
applicerad pa primarkultur fran selektiv odling.

e Vid undersokning av filtprover pavisades bakterien i prover frin godsel och damm fran drabbade
flockar. Risken for smittspridning via godsel bedoms som storre dn via damm. Darfor bor sirskilda
atgirder vidtas vid hantering av gédsel fran smittade flockar.

Tack vare medel beviljade fran SLU EkoForsk har moderna diagnostiska system kunnat anpassas for
anvindning pa miljoprover for identifikation av E. rhusigpathiae. Sammanfattningsvis har projektet lett till
6kad kunskap om smittvigar for rédsjukebakterier i ekologiska varphonsflockar, kunskap som ar viktig fér
att forebygga och hantera framtida utbrott.

Resultatf6rmedling

Resultaten av undersokningarna som har finasierats via medel fran SLU EkoForsk har redovistas i
presentationer vid nationella och internationella konferenser, exempelvis World Veterinary Poultry
Association, Nantes, Frankrike 2013, samt i en vetenskaplig artikel i tidskriften Avian Pathology (Eriksson
H., Bagge E., Baverud V., Fellstrém C. & Jansson D.S. Erysipelothrix rhusiopathiae contamination in the
poultry house environment during erysipelas outbreaks in organic laying hen flocks. Avian Pathology 2014,
http://www.tandfonline.com/action/showCitFormats?doi=10.1080/03079457.2014.907485)
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