Anaplasma phagocytophilum hos hest

En seroprevalensstudie hos islandshest i Grimstad kommune
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Summary

Anaplasma phagocytophilum is an intracellular bacterium (1), which is transferred via ticks (1, 2) and
can lead to the fever-related disease Granulocytic Anaplasmosis. The infection has been shown in a
range of different species, but far from all individuals that carry the infection show signs of sickness
1, 2).

In august 2009, a seroprevalence study was carried out on Islandic horses in Grimstad municipality.
The purpose of the study was to get answers to the following questions: Is Anaplasma
phagocytophilum a problem for islandic horses in Grimstad? How many Islandic horses have
antibodies against the bacterium and how many of the seropositive horses have shown symptoms of
Equine Granulocytic Anaplasmosis (EGA)?

This article also contains information about symptoms, diagnostics, therapy and preventative measures
with regard to EGA in horses.

Sammendrag

Anaplasma phagocytophilum er en intracellular bakterie (1) som overfares via flatt (1, 2) og
kan fare til den feberrelaterte sykdommen Granulocyter Anaplasmose. Infeksjonen har blitt
pavist hos en rekke forskjellige arter, men langt fra alle individene som beerer bakterien viser
tegn til sykdom (1, 2).

| august 2009 ble det gjennomfart en seroprevalensstudie hos islandshest i Grimstad
kommune. Hensikten med studiet var a fa svar pa falgende problemstilling: Er Anaplasma
phagocytophilum et problem hos islandshest i Grimstad? Hvor mange islandshester har
antistoffer mot bakterien og hvor mange av de seropositive hestene har vist symptomer pa
Equin Granulocyter Anaplasmose (EGA)?



Artikkelen inneholder ogsa informasjon om symptomer, diagnostikk, terapi og forebyggende
tiltak ved EGA hos hest.

Liste over forkortelser

DNA deoxyribonucleic acid

EDTA  ethylenediaminetetraacetic acid
EGA equine granulocytar anaplasmose
EGE equine granulocyter erlichose
ELISA  enzyme-linked immunosorbent assay
HGA human granulocyter anaplasmose

HGE human granulocytic agent

IF indirect immunofluorescence
IFA indirect immunofluorescence assay
LMI leukocyte-migration-inhibition

PCR polymerase chain reaction
p.i. post inoculation

p.inf.  post infectionem

Innledning

| 1961 ble Erlichia Equi for farste gang beskrevet hos hest. Den forekom som en feberrelatert
sykdom overfgrt via flatt (3, 4). Sykdommen har blitt pavist hos en rekke forskjellige arter,
inkludert menneske. Den har i senere tid fatt navnet Granulocytar Anaplasmose (2, 5).

Kliniske symptomer er akutt feber (4), letargi, anoreksi (4-7), gdemer i ekstremitetene,
petekier, ikterus, ataksi og uvillighet til bevegelse (4, 6-8). Subklinisk infeksjon forekommer
ogsa (6, 9-12).

| august 2009 ble det gjennomfart en seroprevalensstudie hos islandshest i Grimstad
kommune, hvor hensikten med studiet var a finne ut om A. phagocytophilum var utbredt i
kommunen. Hvor mange islandshester har antistoffer mot bakterien? Og hvor mange av de
seropositive hestene har vist symptomer pa EGA?

Hensikten med studiet var & fa svar pa hvilken av fglgende hypoteser som representerer
virkeligheten for islandshest i Grimstad kommune:



I.  A. phagocytophilum er et reelt problem hos islandshest i Grimstad, da
mange hester er seropositive og mange av disse viser symptomer pa EGA
[I.  A. phagocytophilum er et reelt problem hos islandshest i Grimstad. Pa tross

av et lavt antall seropositive hester, viser mange av de seropositive
symptomer pa EGA

1. A. phagocytophilum er ikke et reelt problem hos islandshest i Grimstad.
Mange hester er seropositive, men kun fa viser symptomer pa EGA

IV.  A. phagocytophilum er ikke et reelt problem hos islandshest i Grimstad. Fa
hester er seropositive og kun enkelte viser symptomer pa EGA

Historisk bakgrunn

| over 200 ar har flattborne sykdommer hos ruminanter vert kjent i Europa (5). Det var forst i
1932 at sykdommen forarsaket av Rickettsia ble assosiert med flattbitt (13-15). Bakterien ble
den gang klassifisert som Rickettsia phagocytophila (9), men til &re for den tyske
bakteriologen Paul Erlich, byttet bakterien navn til Erlichia phagocytophilum (16). Hos hest
ble den kalt Erlichia Equi (17, 18).

Bakterien har en predileksjon for granulocytter, hvor man i blodutstryk fra infiserte dyr kan
gjenkjenne den i granulocyttens cytoplasma. Dette gav sykdommen navnet Granulocyter
erlichose (1).

Gjennom de siste 40 arene har infeksjonen blitt pavist hos mange spesies - som bade har vert
seropositive og PCR positive (4, 5, 19-21) - og i 1961 ble sykdommen for farste gang
beskrevet hos hest (3, 4,17, 19-21). Senere ble det oppdaget en liknende febril sykdom hos
mennesker (17, 18). Den utlgsende faktoren ble kalt the human granulocytic erlichosis-
agent”, den sakalte HGE-agenten.

Anaplasma phagocytophilum

Anaplasma, Erlichia, Cowdria, Neorickettsia og Wolbachia er intracellulaere bakterier som
infiserer eukariote celler. Historisk sett er de plassert i taksa basert pA morfologiske,
epidemiologiske og kliniske egenskaper (1). Nye genetiske analyser av 16S rRNA, groESL og
enkelte overflateproteiner har fort til ny inndeling av taksonomien (22). Dette har resultert i
nye navn pa enkelte bakterier, basert pa deres genetiske likheter (1). Dermed ble Erlichia
Equi, Erlichia phagocytophila og HGE-agent slatt sammen til en ”ny” spesies kalt Anaplasma
phagocytophilum (se tabell nr. 1).



Tabell nr. 1. Bakterier, som i fglge Rikihisa (23), tidligere tilhgrte “Ehrlichia gruppen”:

Ehrlichia gruppe Dyr Sykdom Malcelle
1. Ehrlichia canis Hund, mennekse Canine ehrlichiosis Monocytter
Kliniske symptomer
sjeldent
1. E chaffensis Menneske Human monocytic erlichiose Monocytter
Hund Ikke navngitt
Geit Ikke navngitt Monocytter
1. E ewingi Menneske Human erlichosis
Hund Canine granulocytic Granulocytter
erlichosis
2. Anaplasma phagocytophilum Menneske Human granulocytic Granulocytter
(tidligere HGE-agent) erlichosis
(tidligere Ehrlichia equi) Hest Equine granulocytic erlichosis
(tidligere Ehrlichia
phagocytophila) Hund Canine granulocytic erlichosis
Katt Feline granulocytic erlichosis
Ruminant Tick-borne fever
2. Anaplasma platys Hund Canine cyclic Thrombocytter
(tidligere Ehrlichia platys) thrombocytopenia
2. Anaplasma marginale Ku Anaplasmose Erythrocytter

3. Neorickettsia sennettsu

(tidligere Ehrlichia sennetsu) Menneske Sennetsu-feber Mononuclere
leukocytter

3. Neorickettsia risticii

(tidligere Ehrlichia risticii) ~ Hest Potomac horse fever Monocytter

Avhengig av geografisk lokalisasjon foreligger flere varianter av bakterien. En undersgkelse
fra 2001 viser at det eneste som skiller dem er gensekvensene ank og groESL (24, 25).

A. Phagocytophilum er en liten (0,2-2um i diameter) (8, 18, 26), gram negativ, kokkoid,
ellipseformet eller pleomorf bakterie som enten kan vare stor og retikuler eller liten og
inneholde kondensert protoplasma (1, 22).

Bakterien er en obligat intracelluleer organisme som infiserer blodceller, i hovedsak neutrofile
granulocytter (8). Nar bakterien har festet seg til malcellen gjennomfarer den, til fordel for
seg, en rekke mekanismer for & forandre malcellens miljg (21) og en vakuole dannes.

Etter som bakterien formerer seg vokser vakuolen og til slutt dannes separate fagosomer i
granulocyttenes cytoplasma, sakalte inklusjonslegemer eller morulae (8, 26, 27) (se figur nr.
1). Hver morula kan inneholde opp til 33 bakterier (3) og ved a hindre fagosomets interaksjon
med lysosomene unngar bakteriene degenerasjon (8, 21, 26, 27).
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Figur nr. 1.: Blodutstryk med neutrofile celler som inneholder to morulae i cytoplasma (1).

A. phagocytophilum er sensitive mot oxytetracyklin, mens rifampicin, rifabutin og
trovafloxasin kun er effektive in vitro (1, 28-30).

Vektor

A. phagocytophilum overfares via flattbitt. | Europa representerer Ixodes ricinus
hovedvektoren (5, 2), mens I. pacificus og I. scapularis er hovedvektorene i USA (31).
Bakterien har ogsa blitt assosiert med andre typer flatt, som for eksempel Haemaphysalis
punctata (32), I. persulcatus (33), I. tranguliceps (34), og Riphicephalus sanguinesu (35),
men den epidemiologiske betydningen av disse vektorene er ukjent (5).

Det har aldri blitt pavist andre vektorer enn flatt, men det skal nevnes at A. phagocytophilum
har blitt funnet i midd, som Neotrombia autumnalis (36) og Syringophilidae. Nyere studier
indikerer at migrerende fugler spiller en viktig rolle for bakteriens overfgring til andre arter
(37). Bakterien kan smitte ved overfgring av infisert blod (31) og ville dyr, som hjort, radyr,
dadyr og dahjort fungerer som reservoar for bakterien (34).

Flatten er enten hunkjgnn eller hankjgnn. Livssyklusen (se figur nr. 2) er delt inn i fire stadier:
Egg, larve, nymfe og voksen. For & kunne utvikle seg til det neste stadiet er larven og nymfen
avhengige av ett blodmaltid, mens den voksne hunflatten trenger et blodmaltid for a produsere
egg. Larven og nymfen suger blod fra pattedyr og fugler i tre til fem og fem til syv dager,
mens hunnflatten suger blod fra pattedyr i syv til 13 dager. Hvert stadium varer i cirka ett ar,
mens hele livssyklusen kan vare fra to til syv ar (1, 38).

Tidspunktet for overfaring av A. phagocytophilum fra den infiserte flatten til hesten, har blitt
studert ved en rekke eksperimentelle infeksjoner. Hodzic et al. (39) anslar at
bakterieoverfaringen foregar innen de farste 40 til 48 timene av blodmaltidet (1, 39).
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Figur nr. 2: lllustrasjoner av de forskjellige stadiene i livet til Ixodes ricinus. Nymfen er ca 1.5mm lang, larven
har tre par ben, mens de senere stadiene har fire par ben (1).

Kliniske symptomer, hematologi, prevalens og differensialdiagnoser

Langt fra alle individer som barer A. phagocytophilum viser tegn til EGA. Subklinisk
infeksjon forekommer hos ku (11), hund (12), sau (9), menneske (10) og hest (6).

Kliniske symptomer pa Granulocyter anaplasmose er akutt feber i én til 20 dager (4). |
tillegg forekommer letargi, delvis anoreksi (4, 5, 6, 7), sdemer i ekstremitetene, svake
petekier, ikterus, ataksi og uvillighet til bevegelse (4, 6-8). Laminitt forekommer ikke (7).

De kliniske symptomene kan variere i alvorlighetsgrad, avhengig av varianten A.
phagocytophilum, andre pattogener, dyrets immunstatus og kondisjon, klima, management (5)
og alder: Hester yngre enn fire ar viser svakere kliniske symptomer enn eldre hester (7).

Inkubasjonstiden ved naturlig infeksjon er anslatt a vare ti til 20 dager (41, 42), mens hos
kunstig infiserte dyr er den kun fem til syv dager (43). Da initialfasen av sykdommen er
preget av feber, kan den bli forvekslet med en virusinfeksjon.

Hos ubehandlede hester varer sykdomsforlgpet vanligvis i ti til 14 dager. | sjeldne tilfeller
utvikles ogsa myokardiell vaskulitt (6, 41) og dgdsfall kan forekomme, men dgdsarsaken er
stort sett traumer forarsaket av nedsatt koordinasjonsevne eller pa grunn av en
sekunderinfeksjon. Sistnevnte kommer av immunsuppresjon indusert av A. phagocytophilum
(7). Hos sau og kyr forekommer abort og darlig seedkvalitet, men dette har ikke blitt pavist
hos hest (44).

Stuen et al. (45) paviste i 2002 en tydelig sammenheng mellom redusert vektgkning pa
seropositive lam i forhold til vektgkningen hos seronegative. Slike studier er til dags dato ikke
gjennomfart hos fall.



Det skal ogsa nevnes at klinisk manifestasjon hos mennesker strekker seg fra en mild
influensaliknende sykdom til symptomer pa en livstruende infeksjon (10).

Hematologiske undersgkelser gir en eller flere av fglgende resultater:

Anemi

Leukopeni

Trombocytopeni

Inklusjonslegemer i neutrofile og/eller eosinofile granulocytter (4, 5, 7, 8)

o O O O

Seroprevalens er avhengig av fglgende faktorer:

1) Er omradet dyret befinner seg i belastet med aktuelle vektorer?
2) Er vektorene berer av bakterien A. phagocytophilum?

3) Blir dyret behandlet med middel mot ektoparasitter?

4) Er dyret mye utenders?

5) Nar ble flatten fjernet fra dyret?

| belastede omradet er andelen infiserte hester anslatt til 0 % til 50 % (47). Se tabell nr. 2 for
detaljer. Det er ogsa funnet liknende resultater hos mennesker, hvor seroprevalensen varierer
fra 5 % til 21 %, men kun et fatall utvikler symptomer pa HGE (48-51).

Tabell nr. 2: Studier om seroprevalens av antistoffer for A. phagocytophilum hos hest (1)

Studie Publikasjonsar Antall hester % seropositive Geografi

Madigan et al. 1990 240 104 California

Madigan et al. 1990 95 3.1 California

Bullock et al. 2000 741 10.8 Minnesota, Wisconsin
Egenvall et al. 2001 2018 16.6 Sweden

Teglas et al. 2005 74 13 Guatemala

Leblond et al. 2005 424 11.3 Frankrike (sar)

Levi et al. 2006 300 0 Israel

Amusateguiet al. 2006 46 6.5 Spain (nordvest)

*For pavisning av antistoffer ble IFA brukt i alle studiene, bortsett fra studiet til Leblond’ et al., hvor ELISA ble
bentyttet.

Folgende differensialdiagnoser foreligger:

Virus arteritt

Purpura hemoragika

Encefalitt

Leversykdom (6)

Annen systemisk infeksjon med feber og ingen lokaliserende symptomer (1)

© O O O O



Patologi

Kliniske og hematologiske funn ved EGA ble beskrevet i detalj av Gribble i 1969 og i 1970
(4, 41). Han infiserte et stort antall hester og gjennomfarte klinisk overvakning. Deretter ble
dyrene avlivet og obdusert i forskjellige stadier av den kliniske infeksjonen.

Falgende funn ble pavist ved obduksjon:
o Bladninger, som petekier og ekkymoser i subkutant vev og i fascier
@demer i ekstremitetene og ventrale abdomen
Forhgyet volum av peritonealvaeske
Orkitt

o O O

| blodarer pa eggstokker, testikler, plexus pampiniformis, i subkutis og i fascier pa
ekstremitetene ble det histopatologisk pavist inflammasjon og nekrotisk prolifererende
lesjoner. Hevelser, tromboser og opphopning av inflammasjonsceller som monocytter og
lymfocytter, neutrofile og eosinofile granulocytter ble ogsa funnet.

| 2008 ble et tilsvarende forsgk gjennomfert av Franzén (1). Seks hester ble kunstig infisert og
obduksjonsresultatene var tilnzermet identiske som Gribble’s (4, 41) resultater.

Diagnostikk

For & diagnostisere Granulocyter anaplasmose finnes flere metoder. Diagnosen stilles i farste
omgang ut fra klinisk mistanke, men PCR, IF og mikroskopi er gode hjelpemidler.

Folgende diagnostiske kriterier foreligger for EGA:

I.  Kliniske symptomer pa akutt sykdom og
II.  Pavisning av inklusjonslegemer i neutrofile cellers cytoplasma eller
I1l.  Pavisning av antistoffer i hestens serum (IFA eller ELSA) (1, 7, 47, 48) eller
IV.  Et positivt PCR-resultat (1, 48).

Pavisning av inklusjonslegemer ved mikroskopi

Inklusjonslegemene eller “morulae” kan identifiseres ved mikroskopisk analyse av
blodutstryk fra individer som befinner seg i den akutte febrile fasen av sykdommen (1, 4, 8,
41, 52). | en undersgkelse gjennomfert av Gribble (4, 41) ble inklusjonslegemer pavist
spontant ved farste feberdag, mens i undersgkelser gjennomfart av Franzen (1) ble morulae
farst pavist flere dager etter.

Inklusjonslegemene hos hest varierer fra 0,5 til 5um i diameter (3, 4) og kan inneholde hele
20 til 30 bakterier. I blodutstryk kan man pavise inklusjonslegemer i mindre enn 1 % til cirka
30 % av de neutrofile cellene (6). Ved Giemsa-farge blir “morulae” merk til lys bla og de
fluoriserer ved farging med Akridine Orange (4). Blodet ma ikke veere eldre enn ett dggn
(blodlegemene faller sammen) (53).



Flere laboratorier i Skandinavia har sluttet & gjennomfgre denne analysen, da PCR er
betydelig mer sensitiv.

Serologi ved IFA — immunfluorescenseanalyse

Ved hjelp av IFA kan man pavise spesifikke antistoffer som forteller at individet har blitt
infisert (53). Antistoffene foreligger i en til ti dager etter at infeksjonen inntraff og kan forbli i
blodet i minst atte maneder. | lgpet av de neste seks til ti maneder faller titeren gradvis (52).

Ved mistanke om akutt infeksjon kreves parede blodprgver med ti til 14 dagers intervall.
Prgvene bgr for gvrig sendes til det samme laboratoriet.

Titer pa 1:40 blir sett pa som positiv og blodet skal samles pa serumrar (rgr uten tilsetning)
(52).

Falgende funn forekommer:

e En negativ eller lav titer i farste prave, som falges av en markant gkning i titeren i den
andre prgven, tilsier en akutt infeksjon.

e En lav eller negativ titer i farste blodprave, fulgt av en lav eller negativ titer i andre
blodprave, utelukker en akutt infeksjon. I slike tilfeller er det mulig at titeren er pa vei
ned, noe som betyr at hesten ble utsatt for en infeksjon lengre tilbake i tid.

e Ertiteren hgy ved farste pravetakning, er det ikke anbefalt & ta en ny prave, da titeren
trolig ikke vil stige enda mer (53).

| en studie gjennomfert av Reubel et al. (42) ble tre hester kunstig infisert med A.
phagocytophilum gjennom infiserte flatt. To av hestene serokonverterte pa dag fire og dag
syv, men pa tross av positiv PCR serokonverterte ikke den tredje hesten. | et annet forsgk
utfart av Pusterla (54), serokonverterte hestene seks til atte dager etter infeksjon.

PCR — Polymerase chain reaction

Ved PCR pavises bakteriens DNA. Et positivt PCR svar foreligger allerede far den farste
dagen med feber (53). Dette ble ogsa pavist av Franzen (1) og illustreres pa figur nr. 3.
Enkelte bakteriologer pastar at positiv PCR kun foreligger de farste syv til ti dager etter at
infeksjonen har inntruffet, mens andre studier viser positiv PCR etter 12 til 22 dager post
infectionem (42, 52).

Analysen kan uten problemer gjennomfares flere dager etter at praven er tatt og blodet ma
samles pa et EDTA-rgr. Ulempene er at den ogsa paviser dgde organismer i blodet (53) og at
det stilles store krav til hygienen ved prgvetakning og analysering.
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Figur nr. 3: Figuren illustrerer de daglige prgveresultatene fra dag null til dag 21 p.i. gjennomfart av Franzén (1).
Figuren viser kroppstemperatur (y-akse og tynn bla linje), positiv PCR (tykk bla linje) og synlige morulae (rosa
linje) i neutrofile celler i perifert blod fra fem hester, som kunstig ble infisert med A. phagocytophilum. X-aksen
viser det tidsmessige aspektet.

Immunrespons og immunitet

Uavhengig av kliniske symptomer, induserer bortimot hver infeksjon med A.
phagocytophilum en spesifikk immunrespons (produksjon av antistoffer) hvor antistofftiteren
ikke korrelerer med immunresponsens styrke. Batungbactal et al. (56) og Woldehiwet (57)
paviste at infeksjon med A. phagocytophilum farer til en suppresjonsutvikling av det humorale
immunforsvaret (56) og til nedsatt funksjon av de neutrofile cellene (57).

Tidspunktet det infiserte dyret utvikler immunitet etter infeksjon er ikke klarlagt. I en studie
fra 1969 paviste Gribble et al. (4) at enkelte hester utvikler en vedvarende immunitet i opptil
20 maneder etter den farste infeksjonen, mens Van Andel et al. paviste antistoffer i fem til 12
maneder (19) etter infeksjonen inntraff.

Artursson et al. (55) gjorde fglgende funn i sin studie fra 1999, hvor 45 hester med kliniske
symptomer pa EGA ble fulgt opp med IFA og PCR:

e 44 % var seropositive (IFA) i den akutte fasen av infeksjonen
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e Alle hestene viste en hurtig stigning i antistoffniva, som nadde et maksimum innen en
maned etter det akutte stadiet

o Atte maneder senere hadde antistofftiterene sunket, dog var 18 av 24 hester fortsatt
positive

e Etter 12 til 15 maneder var alle hestene negative

Mramba et al. (58) injiserte blod fra hester som befant seg i den akutte fasen av EGA pa fire
ponnier. Deretter gjennomgikk dyrene daglige kliniske undersgkelser, LMI og IFA. To av
ponniene utviklet symptomer pa sykdommen, mens alle utviklet bade humoral og celluler
immunrespons. Antistoffene ble pavist i cirka 300 dager post infectionem.

Behandling og prevensjon

Effektiv terapi for EGA er bruk av oxytetracyclin (6-7mg/kg i.v.) en gang daglig i fem til syv
dager (6, 20). Feberen forsvinner vanligvis innen 12 til 24 timer og andre symptomer
forsvinner etter fa dager. En tydelig bedring etter behandling med oxytetracyclin styrker for
gvrig diagnosen (1, 4, 6), og ved for kort antibiotikabehandling kan infiserte hester igjen vise
tegn til infeksjon. Symptomene foreligger i sa fall innen 30 dager etter avsluttet behandling
@a7.

| undersgkelsene gjennomfart av Artursson et al. (55) varierte tiden for & oppna rekonvalesens
fra en dag til seks maneder etter avsluttet antibiotikabehandling.

Kontinuerlig fjerning av flatt - helst innen 36 timer (1, 39) - og bruk av middel mot
ektoparasitter viser seg a veere effektiv som prevensjon (1). Det er forelgpig ingen vaksine
tilgjengelig pa markedet (48).

Seroprevalensstudiet

| august 2009 ble det gjennomfart en seroprevalensstudie hos islandshest i Grimstad
kommune. Grimstad ligger sgr i Norge, nermere bestemt i Aust-Agder fylke (se figur nr. 4).
Kommunen ligger langs kysten og har et typisk norsk kystklima og mye skog, enger, jorder
og fjell. Det befinner seg store mengder flatt av typen I. ricinus i kommunen.

11
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Figur nr.4: Kart over Sgr-Norge og Danmark (59).

Material og metode

| august 2009 var det registrert 86 islandshester i Grimstad kommune. Hestene var fordelt pa
fem staller og et stort antall eiere (60) og det ble tatt blodpraver av et tilfeldig utvalg av 48
hester (navnene pa alle hestene i kommunen ble lagt i en hatt og ble deretter trukket ut
uhavhengig av alder, kjgnn, geografisk lokalisasjon, eier og treningstilstand). Antall hester ble
bestemt ved hjem av ”Epilnfo”.

Tjuefire av hestene var hopper, kun fem hester ble brukt i konkurranse og hestenes aldre var
fordelt fra to til 25 ar.

Blodprgvene ble samlet pa serumrgr, sentrifugert og deretter ble serumet sendt til SVA i
Sverige for IFA.

For & fa et representativt resultat forela det enkelte kriterier for at hestene kunne delta i
undersgkelsen:

1) Almenntilstanden pa prgvedagen matte vaere uten anmerkning
2) Hestene matte ikke vere behandlet med middel mot ektoparasitter det siste aret
3) Hestene matte ha oppholdt seg pa beite i Grimstad store deler av dggnet i sommerhalvaret.

For prgvene ble tatt, ble forsgket godkjent av ”Avdeling for dyreforsek™ ved Norges
Veteringzrhggskole.

Resultat

e Fire av 46 (8,69 %) hester var seropositive (se vedlegg nr. 1).

e To av disse hestene hadde titer pa 1:40, mens de andre to hadde titer pa 1:160.

e Av de seropositive hestene var det tre vallaker og en hoppe.

e Tre av de seropositive hestene var fire ar eller yngre, mens den fjerde hesten var 18 ar
gammel.
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e De unge seropositive hestene var under prgvetakningen til innridning, mens den fjerde
ble brukt som hobbyhest.

e To av de seropositive hestene var oppstallet pa samme stall mens de to andre befant
seg pa to forskjellige staller.

e Ingen av hestene var behandlet med midler mot ektoparasitter.

Foelgende resultater kan leses ut fra statistikken (se vedlegg nr. 2-5):

Siden p - verdien i nullhypotesen H, : p>0.20 (hvor p = D/N, hvor D er antallet

seropositive islandshester i populasjonen og N er populasjonen av islandshester i
Grimstad), ikke er med i det95% konfidensintervallet for p (se vedlegg nr. 2), sa kan

nullhypotesen forkastes til fordel for den alternative hypotesen H, : p <0.20.

Pa 5 % niva kan derfor hypotesene I og 11 forkastes til fordel for hypotesene 11 og IV
(se vedlegg nr. 3).

Diskusjon

Ut i fra tabell nummer to kan vi se at andelen seropositive hester fra tidligere studier varierer
fra 0 % til 16.6 %. "Mange hester” ble derfor satt til & vaere mer enn 20 % av hele
populasjonen. Pa grunnlag av egen erfaring og det vi kan lese i tidligere publisert litteratur,
definerer jeg fa hester” nar mindre enn 10 % av de seropositive hestene viser symptomer.

| utgangspunktet skulle 50 blodpraver undersgkes. Men siden to av hestene ikke var
tilstedeveaerende pa undersgkelsestidspunktet og to blodpraver av uviss arsak ikke var mulig &
analysere (SVA), ble kun 46 pragver analysert.

Det farste man kan stille spgrsmal ved er om resultatet av undersgkelsen er signifikant.
- Foreligger et tilstrekkelig antall blodpraver?
- Representerer hestene et gjennomsnitt av bestanden i Grimstad kommune?

Siden undersgkelsene har blitt gjennomfart pa 5 % niva og hestene er valgt ut gjennom
tilfeldig utvalg, kan man konstatere at resultatene er signifikante.

Andre usikkerhetsmomenter er:
- Har hestene oppholdt seg i Grimstad kontinuerlig det siste halvaret?
- Foreligger det mgrketall med hensyn til antall registrerte islandshester i kommunen?

Det andre man kan stille sparsmal ved er hvor stor usikkerhet det er knyttet til at ingen av de
seropositive islandshestene viste kliniske symptomer pa EGA. Islandshest er en robust
hesterase som kan vare vanskelig 4 lese”, og pa tross av sykdom og lidelse kan en kraftig
pakjent islandshest gi eieren et allment friskt inntrykk. Dette kan veere en faktor man skal ta
hensyn til nar eierne pastar at hestene har veert friske det siste aret.
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Figur nr. 5 viser oss at i et utvalg pa fire seropositive hester er det mindre enn 5 % sjanse for
at ingen viser symptomer, gitt at den virkelige andelen seropositive hester som viser
symptomer er 53 % eller starre (se vedlegg nr. 4).

Sannsynlighet for ulike verdier av q

1,2
1
0,8
06 | \ oP(Y..
04 | \\
0,2 1
0

Figur nr. 5: Grafisk fremstilling av forhold mellom q og P, nér g = Andel hester med symptomer i populasjonen
av seropositive hester og P = sannsynligheten for ingen hester med symptomer i et utvalg pa 4 hester.

Tre av de fire seropositive islandshestene i Grimstad var yngre enn fire ar. Madigan et al. (7)
pastar at hester yngre enn fire ar viser svakere symptomer enn eldre hester. Hvis dette
stemmer er sjansen stor for at en eller flere av de seropositive unghestene i Grimstad har hatt
symptomer uten at eierne/trenerne har blitt oppmerksom pa dette.

Et tredje sparsmél er hvorfor kun enkelte hester blir syke. En mulighet er de individuelle
forskjellene i individenes immunforsvar. En annen mulighet er, som Peter Franzén (61)
antyder, muligheten for at enkelte hester har et bestemt molekyl i cellemembranen som setter i
gang sykdomskaskaden. En tredje mulighet er at det foreligger flere ulike bakterier med
forskjellig virulens (61).

Pa 90-tallet ble infeksjonen oppdaget hos mennesker og situasjonen er den samme som hos
dyr; mange utvikler antistoffer uten at de blir klinisk syke. Flere av menneskene som har
utviklet alvorlig symptomer og dgdd i falge av HGA, har fatt pavist nedsatt immunforsvar
og/eller alvorlige bakenforliggende sykdom, som kreft eller aids (61).

Et fjerde sparsmal er hvorfor andelen hester som serokonverterer og utvikler symptomer
adskilling hayere i eksperimentelle forsgk enn hos naturlig infiserte hester. Dette har blitt
pavist ved flere anledninger, for eksempel i studiene til Gribble (4) og Reubel (42).

| falge litteraturen er forskjellene pa naturlig infiserte hester og hester som er infisert gjennom
intravengs injeksjon begrenset (1, 62). En mulighet er at den hurtige i.v. injeksjonen ikke
imiterer den naturlige smitteveien, hvor infeksjonen sannsynligvis er overfart over tid. En
annen mulighet er at ved intra vengs injeksjon er infeksjonsdosen mye hgyere enn ved
naturlig infeksjon. | et eksperimentelt forsgk av Pusterla fra 1999 (62) ble den intravengse
infeksjonsruten sammenliknet med den naturlige (flattbitt). Hestene ble kunstig infisert med
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HGE-agent. Den intravengse ruten viste seg a ha en betydelig kortere inkubasjonstid og
hurtigere serokonvertering enn ved den naturlig smitteveien.

Yiterligere kan det stilles sparsmal ved serokonverteringen. | studiet til Reubel et al. (42) var
det kun to av tre hester som serokonverterte. Dette betyr at ikke alle hester som er infisert med
A. phagocytophilum danner antistoffer mot bakterien. Hesten som ikke serokonverterte i
studiet til Reubel et al. (42) var PCR positiv, men viste ingen symptomer pa EGA. | den
forbindelse kan man stille spgrsmalene: Er det kun hester som serokonverterer som i enkelte
tilfeller viser kliniske symptomer - eller kan de kliniske symptomene oppsta uten en
forestdende serokonversjon?

En annen problemstilling er om alder, kjgnn, treningstilstand og geografisk lokalisasjon har
betydning. Hos hestene i Grimstad var tre av de fire seropositive hestene yngre enn fire ar, tre
av fire seropositive hester var vallaker, i tillegg til at tre av de fire seropositive hestene var i
darlig til moderat treningstilstand. Antallet seropositive hester i dette studiet er for lavt til at
man kan konkludere med at vallaker, hester i darlig til moderat treningstilstand og unghester
er mer mottakelige enn hopper, eldre hester og hester i god treningstilstand.

Et sparsmal som etter dette melder seg, er om resultatene hadde blitt mer signifikante hvis jeg
hadde foretatt andre analysemetoder i tillegg til IFA. For & utvide studiet kunne jeg foretatt
PCR, hematologi, parede blodpraver (IFA) og mikroskopi for & pavise inklusjonslegemer. Jeg
ville i utgangspunktet kun undersgke hvor mange hester i Grimstad som var seropositive til A.
phagocytophilum og hvor mange av disse som hadde vist symptomer pa EGA.

IFA er den eneste metoden som forblir positiv over et lengre tidsrom etter at hesten ble utsatt
for antigener. Hvis jeg skulle gjennomfart PCR og mikroskopi kun en gang hadde det veert
tilfeldig om jeg hadde fatt positive eller negative resultater. Da matte jeg enten utfert disse
undersgkelsene ukentlig hele sommerhalvaret, eller jeg matte omformulert problemstillingen i
oppgaven. Da de hematologiske resultatene ofte kun viser avvik i den akutte fasen av
infeksjonen sa jeg heller ingen grunn til & gjere dette. Det som derimot hadde veert interessant
var a ta parede blodprgver av de seropositive hestene for & se hvor i infeksjonsforlgpet de
befant seg, men dette ville ikke hatt utslagskraft pa den regjerende problemstillingen i
oppgaven.

En annen mate a utvide undersgkelsen pa, er a gjennomfare et starre forsgk, gjerne
landsomfattende, for & finne ut om A. phaogcytophilum virkelig er et problem. Ved & ta
blodprever av langt flere hester kunne man sammenliknet resultatene med alder, rase, kjann,
treningstilstand og geografisk lokalisasjon.
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Konklusjon og perspektivering
Pa grunnlag av statistikken kan hypotesene I og I11 forkastes til fordel for hypotesene 1l og IV.

Siden mindre enn 10 % av de undersgkte islandshestene har antistoffer mot A.
phagocytophilum, trekker resultatene av studiet i retning av at bakterien ikke er utbredt hos
denne hesterasen i Grimstad kommune.

Spersmalet om symptomfrihet hos seropositive islandshester i Grimstad, gir undersgkelsen
intet svar pa. Siden antallet seropositive islandshester i undersgkelsen er lavt, kan
eiernes/trenernes pastand om at de seropositive hestene ikke har vist symptomer mot EGA,
statistisk sett verken bekreftes eller avkreftes.

Selv om infeksjonen ikke er utbredt bar hestepraktiserende dyrleger kjenne til sykdommen og
vite hvordan den diagnostiseres og behandles. Bade PCR og IFA er gode verktgy, som bgr
benyttes ved mistanke om EGA.

Takk til

”DNV’s faglige/vitenskapelige fond” og "Astrid og Birger Torsteds legat til fordel for dyrene” for finansiell statte
Hester og hesteeiere/-trenere

Dr. scient. Trond Arnold Abrahamsen for hjelp til statistisk arbeid

Dyrlege Bjgrg Siri Svendsen, Spesialist i hestesykdommer

Sgrlandets Dyreklinikk for motivasjon og statte

Min ektefelle Preben for tdlmodighet og forstaelse

SVA for god service og hjelp med analyse av blodprgvene

Dr. scient. Peter Franzén

Julie Fjeldborg, Henrik Lundegaard og Hakan Vigre for hjelp til formulering av oppgaven
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Resultat

Anaplasma phagocytophilum
Teknik Immunofluorescens (IF)

Von

Blod Anaplasma phagocytophilum, antikroppar ej pavisade *
Gna

Blod Anaplasma phagocytophilum, antikroppar ej pavisade *
Agla

Blod Anaplasma phagocytophilum, antikroppar ¢j pavisade *
Spes

Blod Anaplasma phagocytophilum, antikroppar ej pavisade *
Freya

Blod Anaplasma phagocytophilum, antikroppar ej pavisade *
Krafle

Blod Anaplasma phagocytophilum, antikroppar ej pavisade *
Drottning

Blod Anaplasma phagocytophilum, antikroppar ej pavisade *
Flugsvinn

Blod Anaplasma phagocytophilum, antikroppar ej pavisade *
Kylja

Blod Anaplasma phagocytophilum, antikroppar ej pavisade *
Gianni

Blod Anaplasma phagocytophilum, antikroppar ej pavisade *
Hlekkur

Blod Anaplasma phagocytophilum, antikroppar ej pavisade *
Gandalvur

Blod Anaplasma phagocytophilum, antikroppar ej pavisade *
Undri

Blod Anaplasma phagocytophilum, antikroppar ej pavisade *
Raukur

Blod Anaplasma phagocytophilum, antikroppar ej pavisade *
Blokk

Blod Anaplasma phagocytophilum, antikroppar ej pavisade *
Olina

Blod Anaplasma phagocytophilum, antikroppar ej pavisade *
Vengur

Blod - Anaplasma phagocytophilum, antikroppar ej pavisade *
Seidur

Blod Anaplasma phagocytophilum, antikroppar pavisade, titer 1:40 *
Hugin

Blod Anaplasma phagocytophilum, antikroppar ej pavisade *
Oda

Blod Anaplasma phagocytophilum, antikroppar ej pavisade *

* Analysen ar utférd med en ackrediterad metod
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3(4)
U090812-0435

Arka
Blod
Mari-Vallak
Blod
Randvaer
Blod
Sort
Blod
Krapla
Blod
Kilja
Blod
Alda
Blod
Rhénn
Blod
Glitra
Blod
Sort-Brun
Blod
No-Name
Blod
Landi
Blod
Freia 2
Blod
Tara
Blod
Funi
Blod
Ljosi
Blod
Rammi
Blod
Gikkur
Blod
Laki
Blod
Valtyr
Blod
Helgi
Blod
Voerdur
Blod

Anaplasma phagocytophilum, antikroppar ej pavisade *
Anaplasma phagocytophilum, antikroppar ej pavisade *
Anaplasma phagocytophilum, antikroppar ej pavisade *
Anaplasma phagocytophilum, antikroppar pavisade, titer 1:160 *
Anaplasma phagocytophilum, antikroppar ej pavisade *
Anaplasma phagocytophilum, antikroppar pavisade, titer 1:40 *
Anaplasma phagocytophilum, antikroppar ¢j pavisade *
Anaplasma phagocytophilum, antikroppar ej pavisade *
Anaplasma phagocytophilum, antikroppar ej pavisade *
Anaplasma phagocytophilum, antikroppar ej pavisade *
Anaplasma phagocytophilum, antikroppar ej pavisade *
Anaplasma phagocytophilum, antikroppar pavisade, titer 1:160 *
Anaplasma phagocytophilum, antikroppar ej pavisade *
Anaplasma phagocytophilum, antikroppar ej pavisade *
Anaplasma phagocytophilum, antikroppar ej pavisade *
Anaplasma phagocytophilum, antikroppar ej pavisade *
Anaplasma phagocytophilum, antikroppar ej pavisade *
Anaplasma phagocytophilum, antikroppar ej pavisade *
Anaplasma phagocytophilum, antikroppar ej pavisade *
Anaplasma phagocytophilum, antikroppar ej pavisade *
Anaplasma phagocytophilum, antikroppar ej pavisade *

Anaplasma phagocytophilum, antikroppar ej pavisade *

* Analysen &r utférd med en ackrediterad metod
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Ofsi

Blod Anaplasma phagocytophilum, antikroppar ej pavisade *
Blacky

Blod Anaplasma phagocytophilum, antikroppar ej pavisade *
Hrodlur

Blod Anaplasma phagocytophilum, antikroppar ej pavisade *
Deplar

Blod Anaplasma phagocytophilum, antikroppar ej pavisade *
Fluga

Blod Anaplasma phagocytophilum, antikroppar ¢j pavisade *
Information

Som positivt prov riknas en titer 1:40 eller hogre.

* Ackrediteringen omfattar endast djurslagen hast och hund.

Om djuret ar eller har varit infekterat med aktuellt smittamne kan antikroppar pavisas. Langt ifran alla djur
utvecklar sjukdom efter att ha triffat bakterien. Att antikroppar finns ar alltsa inte liktydigt med att djuret har
sjukdomen granulocytar anaplasmos (f.d. ehrlichios).

Behandling sanker inte antikroppshalten. Prov for att kontrollera svar pa behandling rekommenderas dirfér
inte.

* Analysen ar utférd med en ackrediterad metod

23



Vedlegg nr. 2:

Seropositive

La

e N = Starrelsen pa populasjonen av islandshester i Grimstad kommune = 86.
e D= Starrelsen pa populasjonen av seropositive islandshester i Grimstad kommune.

e p= D. Andelen seropositive hester i populasjonen av islandshester i Grimstad
kommune.
e n= Utvalgsstarrelse = 46.

X = Antall hester i et utvalg pa n=46 islandshester som er seropositive.

Under forutsetning av tilfeldig trekning, sa er X hypergeometrisk fordelt med forventning

1
np(—p)-
-n

EX =npog varians VarX = s

Konfidensintervall

Estimator for p: f):ﬁ.
n

Utvalget pa n = 46 hester ble trukket tilfeldig. Av disse hestene ble 4 observert seropositive,

dvs. X =4, 54 p°* = 416 ~ 0.087 . Under forutsetningene over, er da et venstresidig 95%

konfidensintervall [0, D,] for D gitt ved at D, er den minste D -verdien som oppfyller at

{86—DJ(DJ
4 _
P(X < X°: p:%):P(X <4: p:B):ZMSO.OS.

86’ = (86
46

Beregninger viserat P(X <4:p= g) ~0.04, mens P(X <4:p= g) ~ 0.07 . Folgelig er

D, =14 . Sidenvivetat D>4,dvs. p> 4% ~ 0.087, sa blir et venstresidig 95%

konfidensintervall for p lik [0.087,0.163].
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Vedlegg nr. 3:
Hypotesetest

Vi gnsker & teste falgende hypoteser:

H,: p=0.20 mot H,: p<0.20

Siden p - verdien i nullhypotesen, H, : p >0.20, ikke er med i det 95% konfidensintervallet
for p over, sa kan nullhypotesen forkastes til fordel for den alternative hypotesen
H,: p<0.20.
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Vedlegg nr. 4:
Seropositive med symptomer
La

N = Starrelsen pa populasjonen av seropositive islandshester i Grimstad kommune.
M = Starrelsen pa populasjonen av seropositive islandshester som har vist
symptomer pa EGA i Grimstad kommune.

e (= % = Andelen seropositive hester som har vist symptomer pa EGA i

populasjonen av seropositive islandshester.

e n = Utvalgsstarrelse = 4.

e Y = Antall hester som har vist symptomer pa EGA i et utvalg pa n=4 fra populasjonen
av seropositive islandshester i Grimstad kommune.

Under disse forutsetningene blir Y hypergeometrisk fordelt med forventning EY =nq og

varians VarY = Mq(l— q).
N -—n

| det opprinnelige tilfeldige utvalget pa 46 hester fra populasjonen av islandshester i Grimstad
kommune, ble 4 hester observert seropositive. Disse 4 hestene kan igjen sees pa som et
tilfeldig utvalg pa n = 4 fra populasjonen av alle seropositive islandshester i Grimstad
kommune. Det viste seg at ingen av de 4 seropositive hestene hadde vist symptomer pa EGA,
dvs. Y °* =0. Fra tabellen i fila seropositive-ega.xls, kan vi blant annet se at sannsynligheten
for at dette skal skje er 5 % eller mindre hvis den virkelige andelen q er 53 % eller starre. Det
er med andre ord stor sannsynlighet for at den virkelige andelen g er mindre enn 53 %.
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Definisjoner

N = Starrelse pa
poulasjonen av
seropositive hester i
Grm. kommune

M = Antall hester
med symptomer pa
EGA i poulasjonen
av seropositive i
Grm. kommunue

n = Utvalgssterrelse
=4 Y=Antalli
utvalget med
symptomer pa EGA

N

40 10

500 10 00
600 10 03
0 10 043
800 10 050
900 100 05
1000 10 080
10 10 084
0 10 087
130 10 089
140 10 01t
1500 10 073
1600 10 075
170 10 076
1800 10 078
1800 10 07
200 10 080
210 10 081
200 10 08
2300 10 08
210 10 08
500 10 08
%00 10 08
amn 100 0%
2800 100 08
2800 10 08
000 10 08
3100 10 087
200 10 08
30 100 08
3400 10 08
300 10 089
%00 10 089
310 10 089
300 10 089
300 100 0%
40 100 0%
400 10 0%
200 10 0%
80 10 03
40 10 091

Forklaring
Tabellen under
viser
sannsynligheter
for at ingen

hester i et utvalg

pa 4 seropositive,
har vist

symptomer pa
EGA for ulike
valg av N og M,

dvs. P(Y=0:M,N)

for ulike valg av
N og M.

Beregningene er
basert pa at Y er

hypergeometrisk

fordelt, dvs.

Y~hyp(N,M,n).

Konklusjon

Av tabellen ser vi
at den
kombinasjonen av
M og N som gir
stgrst andel
p=M/N og som
samtidig gir
P(Y=0:M,N)<0,05,
erM =11 og
N=21. Andelen
blir i dette tilfellet
11/21=0,524. Dvs.
hvis den virkelige
andelen M/N =
0.53, sa er det
mindre enn 5%
sjanse for at ingen
i et utvalg pa 4
seropositive hester
har vist
symptomer pa
EGA.
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Vedlegg nr. 5:
Hypergeometrisk

Istedenfor & oppfatte utvalget pa n=4 seropositive hester, som et utvalg fra populasjonen av
alle seropositive hester i hele verden (dvs. fra N, ), kan vi oppfatte det som et utvalg fra
populasjonen av alle seropositive islandshester i Grimstad kommune (dvs. fra N). Da blir Y

hypergeometrisk fordelt med forventning EY =np og varians VarY = % p(l—p). Fra

diagrammet i fila seropositive-ega.xIs ser vi at

P(Y =0:M =2) ~0.067, mens P(Y =0:M =3) = 0.029. Dette forteller oss at med hhv 97
% og 93 % sikkerhet sa er sannsynligheten for at en hest har hatt symptomer, gitt at den er

seropositiv, er mindre enn hhv % ~ 43% 0g % ~ 33%.
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