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Brachyspira-serie, del 5

Brachyspirors evolutionara historia — eller
varfor byter man namn pa dem sa ofta?

De idag kanda spiroketerna utgor
en liten huvudutvecklingslinje av
bakterier. Bland spiroketer hittar
man dock manga veterinar- och
humanmedicinskt viktiga bakterier.
Majoriteten av dessa patogena
spiroketer tillhor sléktena Borrelia,
Brachyspira, Leptospira och
Treponema. Brachyspiror ar viktiga
inom veterindrmedicinen och om
vilka vi kan foérvénta oss en snabb
kunskapsokning, eftersom hel-
genomsekvenser snart kommer
att vara tillgangliga.

Tidigare artiklar i brachyspiraserien
har varit publicerade i Svensk
Veterinartidning nr 2/07, nr 10/06,
nr 13/05 och nr 8-9/05 samt i sex
artiklar under aren 2000-2001.

2%

INLEDNING
Bakrerier av slikeet (genus) Brachyspira

granskad artikel

ir tunna, spiralformade och anaeroba
organismer, som inte bildar distinkta
kolonier pd fasta odlingsmedia (Figur
1). Brachyspiror svirmar alltid pa agar-
plattor eftersom de har flageller och ir
rorliga. Vissa brachyspiror ér viktiga tarm-
patogener (2, 6), men det har tidigare
varit osikert hur de ska klassificeras.
Denna artikel handlar om slikeskap

Lt 1 1y
VetBakt (mm)

FiGur 1. Odling av Brachyspira hyodysenteriae pa en agarplatta. Runt de stérre “kolo-
nierna”, kan man ana att brachyspirorna ocksa svdrmar. Det ar darfér omdjligt att
plocka en koloni som kommer fran en enda ursprungscell. Skalstrecket &r totalt 5 mm.

Kalla: www.vetbakt.se.

inom genus Brachyspira samt slikeska-
pet till andra grupper av bakeerier.

tidigt
brachyspiror ir spiroketer och i viss man

Eftersom man insdg att
liknar bakeerier av genus Treponema,
placerades de forst in under detta slikee
(8). Med hjilp av 16S rRNA-sekvense-
ring (15) kunde man dock visa atc
brachyspirorna bildar en egen grupp av
bakterier, som signifikant skiljer sig fran
slikeet Zreponema (24). Dirfor fick de det
nya slikenamnet Serpula, vilket syftade
pa deras ormlika utseende. Olyckligtvis
visade det sig att detta sliktcnamn redan

anvindes for brunrétesvampen (hus-
svamp), som heter Serpula lacrymans,
och dirfor dindrade man slikenamnet cill
Serpulina (22), vilket betyder liten orm.
Genom 16S rRNA-sekvensering kunde
man ocks3 se att dessa bakterier liknade
en tidigare beskriven bakterie, som hade
isolerats frin minniska och fitt namnet
Brachyspira aalborgi (11). Till foljd av
regler for namngivning av bakeerier
(prioritetsskil), var man di tvungen att
placera in “serpulinorna” under Brachy-
spira, dvs det forst foreslagna genusnam-

net (18). Brachyspira betyder kort spiral
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» och dven detta namn syftar pd deras

mikromorfologi.

KLASSIFICERING OCH SUBTYPNING
Fenotypisk klassificering av
brachyspiror

For klassificering och identifiering av
brachyspiror anvinder man ofta et
schema, som dr baserat pd fem olika
fenotypiska egenskaper (5). En egenskap
man underséker ir om brachyspiror ger
stark eller svag hemolys pd blodagar.
Den andra egenskapen ir férmagan ace
bryta ner aminosyran tryptofan. Detta
undersoks med indoltestet (indol bildas
vid nedbrytning av tryptofan). Den
tredje egenskapen ir férmigan ace hyd-
rolysera hippurat (hippursyra). Denna
egenskap underssks med hippurartestet
dir ninhydrin, som bildar ett blct kom-
plex i niirvaro av aminosyror, ingir. Den
fjirde och femte egenskapen ir forma-
gan att producera a-galaktosidas respek-
tive B-glukosidas.

Nir man underssker fenotypiska pro-
filer frin manga olika stammar av en
och samma brachyspiraart, hittar man
ibland isolat som har ovintade fenoty-
piska profiler (3). Dessutom kan olika
arter ha samma fenotyp. Detta innebir
att man inte kan forlita sig enbart pd
fenotypiska profiler vid artbestimning,.

Fylogenetisk klassificering av
bakterier

Fylogenetisk klassificering innebir atc
man namnger organismer efter deras
evolutionira slikeskap. Detta kan goras
genom att man bestimmer nukleotid-
sekvensen for en gen, som finns i alla
organismer man vill studera (t ex 16S
rRNA-genen). Sedan jimfér man
sekvenserna och beriknar si kallade
fylogenetiska (eller evolutionira) trid
(15). Pi grund av acc de olika brachy-
spiraarterna ir si nira slike med varandra
kan man inte heller enbart anvinda sig
av 168 rRNA-sckvensering for artbestim-
ning, men man kan dela in dem i fylo-
genetiska grupper, som ir relative vil-
definierade. I kombination med andra
metoder kan de sedan artbestimmas.

Subtypning av bakterier
Traditionellt har serologi anviines mycker
for subtypning av bakeerier och anvinds

FIGUR 2. Levande Brachyspira alvinipulli under faskontrastmikroskopet.

Kélla: www.vetbakt.se.

1pm
VetBakt

FIGUR 3. Svepelektronmikroskopering av Brachyspira intermedia. Notera att en av
flagellerna (vid pilen) ligger utanfér bakteriecellen. Preparationsforfarandet vid elektron-
mikroskopi kan gora att cellerna gar sénder och flageller kan sldppas ut.

Kalla: www.vetbakt.se.

fortfarande fér subtypning av t ex
Salmonella enterica subsp enterica och
Leprospira spp i olika serogrupper eller
serovarer. Metoder baserade pid mole-
kylirbiologiska tekniker har ocksi med
stor framgdng tillimpacs. Man kan indela
dessa i sidana som ir baserade pd
restriktionsanalys och pid PCR-teknik
och dessutom kan man kombinera dessa

metoder. Serologi anvinds inte for sub-
typning av brachyspiror pa grund av
korsreaktioner inom sliktet, utan det ir
framfor alle féljande metoder baserade
pd DNA-teknologi som anvinds idag:
restriktionsenzymanalys (REA) inklusive
pulsfilesgelelektrofores (PFGE) (7),
"Randomly Amplified Polymorphic
DNA” (RAPD) (7), som ir baserad pa
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PCR-teknik och "Multi Locus Sequence
Typing” (MLST) (21), som bygger pi
sekvensanalys av flera olika gener och
konstruktion av fylogenetiska trid frin
de konkatenerade (sammankopplade)
gensekvenserna.

SLAKTSKAP INOM OCH UTOM
GENUS BRACHYSPIRA

Slaktskap till andra bakterier
Spiroketer skiljer sig frin andra bakeerier
i manga avseenden och dirfér har man
valt att placera dem inom ett eget fylum
(Spirochaetes). De har karakdiristiska
16S rRNA-sekvenser, de idr rtunna,
maskliknande och har spiralvriden mor-
fologi (Figur 2 och 3), vilket dock en del
andra grupper av bakterier ocksd har.
Dessutom  har  spiroketer interna
(periplasmatiska) flageller (si kallade
axialfilament), som ger dem rorelsefor-
miga. Minga av dem ir svirodlade eller
kan inte alls odlas. Man har beskrivit
ca 100 olika arter inom detta fylum och
mest vilkinda idr de, som dr av human-
eller veterindrmedicinske intresse. Exem-
pel pd sidana spiroketer dr Borrelia
burgdorferi (ger borrelios, en zoonos),
Leptospira interrogans (ger leptospiros,
ocksd en zoonos) och medlemmar av
genus Brachyspira, som koloniserar tar-
men hos djur och minniskor (2, 0).
Yeterligare exempel dr Treponema palli-
dum subsp pallidum (ger syfilis) och
Tieponema denticola, som ger infektio-
ner i tandfickor. Nirbesliktade organis-
mer, som dnnu inte har fitc egna are-
namn, Tieponema spp, har foreslagits
orsaka digital dermatit hos nétkreatur
(10, 19). Spiroketerna bestir av en enda
klass, som i sin tur bestdr av en ordning,
som har delats upp i te familjer (se
Tabell 1).
(tidigare  Serpulinaceae), Leptospiraceae
och Spirochaetaceae bestir av ett, tvi

Familjerna Brachyspiracea

respektive nio olika slikeen.

Spiroketers sliktskap med andra bak-
terier framgdr av det evolutionira tridet
i Figur 4, vilket visar att spiroketer inte
dr nira beslikeade med andra spiralfor-
made bakterier som dill exempel
Helicobacter spp och Spiroplasma spp.
bakeerier hor dll  fylumen

Proteobacteria respekiive Firmicutes. 1

Dessa

detta crdd dr spiroketerna mest nir-
besliktade med medlemmar av fylum

Actinobacteria. Grenordningen i tridet
kan férindras om man ligger dll fler
arter och ju fler arter man har med,
desto storre sannolikher dr det ate criidet
dterspeglar arternas verkliga slikeskap.
Sekvenslikheten 1 16S rRNA-genen
mellan genus Brachyspira och andra
genus inom fylum Spirochaetes varierar
mellan 75 och 78 procent. Sekvenslik-
heten dill arter inom andra fyla ir ligre
och varierar mellan 72 och 77 procent.
Man brukar siga atc bakeerier som har
en sekvenslikhet 6verstigande 97 pro-
cent i 16S rRNA-genen troligen tillhor
samma bakterieart. Detta stimmer inte
alltid och ibland vill man sitta grinsen
vid 99 procent (eller dnnu hogre) och
viiga in idven andra kriterier (exempelvis
sjukdomsframkallande f6rmiga) for atc
definiera en art. Spiroketerna represen-
terar ect relacive litet fylum med sina
cirka 100 arter, vilket kan jimforas med
dll exempel Proteobacteria, som bestir
av cirka 2000 arter. Det kan bero pa att
spiroketer ir svirodlade och atc man tro-
ligen bara har kunnat odla en brakdel av
de spiroketer som finns i naturen.

Nya arter inom genus Brachyspira

Artbegreppet for bakeerier skiljer sig
viisentligt frin artbegreppet for hogre
organismer (15). Rent generellc kan
man siga att ju fler stammar man isole-
rar och karakdiriserar inom nirbeslikcade
bakteriearter, desto sviarare blir det att
definiera grinslinjen mellan de nirbe-
slikrade arterna. D4 kan man ibland
utnyttja méjligheten ace definiera under-
arter, vilket dock dnnu inte har gjorts
inom genus Brachyspira. Det finns

egentligen inga skarpa griinser i naturen
utan dvergdngar dll nya arter dr (eller
har varit) kontinuerliga. Detta faktum
dr speciellt tydligt for bakeerier, eftersom
de har korta generationstider och dess-
utom ir haploida.

Det hinder att man hitear Brachy-
spira-stammar som avviker frin det bio-
kemiska typningsschemat, och de brukar
analyseras genom bland annat 16S
rRNA-sekvensering. Ibland erhills dé
resultat som visar att dessa stammar
representerar nya arter inom  genus
Birachyspira. Vi har vid flera tillfillen
hittat fenotypiskt och fylogenetiske av-
vikande isolat frin krakfiglar (14). Ec
av dem finns med i wiidet i Figur 4 och
dr didr markerat med fet rod stil. Tridet
visar att denna stam ir avvikande och
sekvenslikheten i 16S rRNA dill 6vriga
brachyspiror endast ir cirka 94 dll 97
procent, dvs denna stam representerar
med stor sannolikhet en ny art. Den kli-
niska betydelsen av detta fynd ir hitills
okind, men det ir intressant att konsta-
tera att speciellt vissa ordningar av figlar
tycks hirbirgera en rik flora av brachy-
spiror i sin tarm och att de kan utgora
en reservoar for brachyspiror och even-
tuelle vara deras naturliga viird. Man har
visat att griisinder, krikfiglar och viirp-
hons har manga olika genetiska varian-
ter av brachyspiror i tarmfloran och det
kan ibland vara mycket arbetskrivande
art isolera rena stammar av dessa ling-
samvixande, krisna och svirmande bak-
terier (12—14).

Brachyspirornas inbordes slaktskap

Alla medlemmar av genus Brachyspira »
g )

Tabell 1. KLASSIFICERING AV BRACHYSPIROR MED BRACHYSPIRA HYODYSENTERIAE SOM EXEMPEL.

Kategori Category (Eng) Taxon Antal arter’
Domadn Domain Bacteria cirka 7000
Fylum Phylum Spirochaetes cirka 100
Klass Class Spirochaetes cirka 100
Ordning Order Spirochaetales cirka 100
Familj Family Brachyspiraceae’ 7
Slakte (eller genus) Genus Brachyspira 7
Art Species B hyodysenteriae 1
Underart Subspecies Ej defenierad? -

' Arter och underarter med officiellt vedertagna namn.

% Denna familj hette tidigare Serpulinaceae.

* Underarter finns inte definierade f6r nagon art inom genus Brachyspira.
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Escherichia coli

Helicobacter pylori

Mycoplasma bovis

Spiroplasma citri

__7,—1

Bacillus anthracis

/——— Rhodococcus equi

Spirochaeta africana
N,

Treponema pallidum subsp pallidum
Treponema denticola

f

Borrelia burgdorferi

br= Brachyspira hyodysenteriae
d N g Brachyspira pilosicoli

7
B

Leptospira interrogans

Leptonema illini

Synechococcus elongatus
Anaebena cylindrica

0.10

Pasteurella multocida subsp multocida
Campylobacter jejuni subsp jejuni

—— Mycobacterium avium subsp paratuberculosis

I Brachyspira aalborgi
Brachyspira sp, AN 968/4/04

—— Chlamydophila abortus
/—— Chlamydia muridarum

Fylum:

Proteobacteria

Firmicutes

I Actinobacteria

Spirochaetes

I Chlamydiae

I Cyanobacteria

FIGUR 4. Evolutiondrt trdd baserat pa sekvensanalys av 16S rRNA-genen, som visar fylogenetiska relationer mellan spiroketer och andra
bakterier. Bakterier representerande viktiga fyla (dubbelpilar) inom veterindrmedicinen &r inkluderade. Anabena cylindrica (en cyano-
bakterie) har anvants som utgrupp. Alla fyla som inte ingar i utgruppen &r monofyletiska, dvs har en gemensam stamfader som inte
delas med nagon representant for andra fyla. Dessa stamféder representeras i trédet av interna noder och &r markerade med pilar.

De tre olika familjerna inom spiroketerna [Brachyspiraceae (rédmarkerade), Leptospiracae (bldmarkerade) och Spirochaetaceae (grén-
markerade)] bildar ocksa monofyletiska grupper. Motsvarande noder &r markerade med férgade pilar i tradet. Citationstecken anvands
f6r artnamn som inte &r officiellt erkdnda. Skalstrecket representerar 100 nukleotidsubstitutioner per 1000 positioner (90 % sekvens-
likhet). Man kan alltsa se att sekvenslikheten mellan B hyodysenteriae och B aalborgi &r cirka 96 procent (motsvarar a + b + g i trédet)
medan den dr endast cirka 70 procent (motsvarar a + b + ¢ + d + e + f i trédet) mellan B hyodysenteriae och Borrelia burgdorferi. Fr

mer information om fylogenetiska trad, se (15).

liknar varandra mycket och nigra av
arterna ir sa lika att de med vissa krite-
rier (t ex 16S rRNA-sekvenser), skulle
kunna betraktas som samma art. De
stammar som ir mest avvikande nir det
giller 16S rRNA-sekvensen ir de som
kommer frin krikfiglar. Likheten ir
indd cillricklige hog for att man med
dagens kunskap ska kunna siga ace de
tillhor genus Brachyspira.

Inom genus Brachyspira har man
beskrivit sju arter som har fice officielle
vedertagna namn, men ytterligare fyra
arter har rapporterats i litteraturen eller
i GenBank (se Tabell 2). Vi har ocksa
isolerat sidana kandidater, varav kriak-
fagelisolaten utgdr en. Sekvenslikheterna
genus
Brachyspira varierar mellan 96,0 och

mellan  typstammarna inom
99,5 procent, men om man utesluter B
aalborgi, si varierar sekvenslikheterna
mellan 98,2 och 99,5 procent. Det vill
siga enligt 16S rRNA-kriteriec skulle

dterstiende taxa egentligen inte riknas

som egna arter. Figur 5 visar fylogene-
tiska relationer inom genus Brachyspira
och man kan konstatera atc arterna B
aalborgi, B alvinipulli, "B canis”, B pilo-
sicoli, "B pulli” och krikfigelisolaten bil-
dar monofyletiska kluster (aalbo, alvi,
canis, pilo, pulli respektive corvi), som
ir markerade med svarta dubbelpilar i
Figur 5. Det betyder att de har varsin
gemensam stamfader som inte delas
med ndgra andra arter (enkelpilar i
Figur 5). Grenarna i detta triid dr dock
korta och topologin ir dirfor inte helt
stabil. Det ir alltid 6nskvire ate ett taxon
(art, genus, familj och si vidare) repre-
senteras av ett monofyletiske kluster. B
innocens och B murdochii bildar tillsam-
mans ett monofyletiske kluster (inno),
men det dr omdjligt ate skilja pd de bada
arterna genom 16S rRNA—sevensering,
eftersom ingen av dem bildar ett eget
monofyletiskt kluster trots relativt linga
grenar. Sekvenslikheterna inom klustret
inno ligger mellan 99,2 och 99,7 pro-

det
monofyletiska klustret hyo (B hyodysen-
teriae, B intermedia och B suanatina”)
dr ocksd mycket héga (99,2 — 100 %), se
dven Figur 6. Alla ssammar av "B suana-
tina” har dock i gemensamma och

cent. Sekvenslikheterna inom

unika nukleotidpositioner, som skiljer
denna féreslagna art frin stammar av B
hyodysenteriae och B intermedia.

Tva av brachyspiraisolaten frin krik-
faglar (corvi-klustret) finns med i tridet
i Figur 5 (markerade med fet stil) och
hir syns tydligt att dessa brachyspiror ir
de mest avvikande slikeet
Brachyspira. Vi har visat att dessa krik-
fagelisolat har samma region av sex
tymidin i rad i bérjan av 16S rRNA-
genen (se Figur 3A i referens 15) som
dven alla hittills sekvenserade stammar
av B pilosicoli har. Trots det ir inte
sekvenslikheten med B pilosicoli storre
dn ca 97 procent (14). Detta har dock
prakrisk betydelse eftersom ett diagnos-
tiske PCR-system {6r B pilosicoli ir base-

inom
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Tabell 2. GODKANDA OCH FORESLAGNA ARTER INOM GENUS BRACHYSPIRA.

Art Fylogenetiskt Typ- eller Huvudsakligt Sjukdom Referens
kluster referensstam varddjur

B aalborgi aalbo 513AT Maénniska Intestinal spiroketos (11)
B alvinipulli alvini @ Tamhons Tarmsjukdom, produktionsstorning (25)
“B canis"’ canis A2* Hund Ej rapporterat (1)
B hyodysenteriae hyo B78' Gris Svindysenteri (8)
("B ibaraki”)? aalbo HIS24/11/99* Ménniska Ej rapporterat AB079583°
B innocens inno B256" Gris Ej rapporterat (16)
B intermedia hyo PWS/AT Gris Tarmsjukdom, produktionsstérning (tamhoéns) (23)
B murdochii inno 56-150" Gris Ej rapporterat (23)
B pilosicoli pilo P43/6/78" Gris Spiroketal diarré (gris), tarmsjukdom,

produktionsstérning (tamhéns) (26)
“B pulli”’ pulli Ej definierad Tamhons Eventuell produktionsstérning (17)
“B suanatina”’ hyo AN4859/03" Gris, grasand Tarmsjukdom hos gris (20)

! "B canis”, "B pulli” och "B suanatina” har dnnu inte godkénts som namn av den internationella kommittén for bakteriers klassificering och

skrivs darfér inom citationstecken.
? "Brachyspira ibaraki” kommer troligen inte att godkannas eftersom man inte pa ett godtagbart sétt har visat att den verkligen representerar en ny art.
3 Accessionsnummer till en 16S rRNA-sekvens, som finns rapporterad i GenBank.

rat pd 16S rRNA-genen och en av de
primers som anvinds ir komplementir
till denna region (4). Det finns alltsa
risk for falske positiva PCR-resultat med

NADH-oxidasgenen hos brachy-
spiror

Brachyspiror ir anacroba men syretole-
ranta tack vare att de har enzymet

NADH-oxidas. Genen for NADH-oxi-

anvints mycket inom brachyspiraforsk-
ning. Man har dels konstruerat PCR-
system baserade pd denna gen och den
har ocksa anvints for fylogenetiska stu-
dier. Man har dock inte kunnat kon-

dessa krakfigelstammar och det dr dir-

for vikeige att kartlidgga deras forekomst. das (den si kallade nox-genen) har

Kluster
Brachyspira hyodysenteriae’
N B hyodysenteriae, R1
"B suanatina"”, AN 3949:2/02 hyo
Brachyspira sp, AN 3902:2/02
B intermedia’
B murdochii”
B innocens, AN 1023/90
B innocens, C173
B murdochii, C301
B murdochii, C378
B innocens’

B alvinipulli, AN 4578/01
—Tr——— B alvinipulli™
"B pulli", 2B-13
—_ "BRpu/Ii”, B37ii
"B canis" .
L "B canis", CN 129 [ canis
B pilosicoli’ I pilo
71" B pilosicoli, AN 2608/97
r "B ibaraki", HIS 24/11/99 I

inno

I alvi
I pull

0.01

/! B aalborgii” aalbo

—— Brachyspira sp, AN 968/4/04
/L Brachyspira sp, AN 1878/2/04

corvi

FIGUR 5. Evolutiondrt tréd baserat pa sekvensanalys av 16S rRNA-genen, som visar fylogenetiska relationer inom genus Brachyspira. De
arter som ocksa finns med i Figur 4 &r markerade i rétt. Man kan urskilja ett antal mer eller mindre distinkta kluster, som markeras med
vertikala dubbelpilar. Klustren pilo, aalbo och corvi &r speciellt distinkta och separeras fran évriga brachyspiror med langa grenar. Resten
av klustren &r mindre distinkta och dérmed blir topologin i dessa delar av trédet mer instabil. Det betyder att om man ldgger till nya arter
i tradet eller byter utgrupp, kan grenordningen foréndras. Hyo-klustret &r expanderat i Figur 6. Brachyspira-stammar fran krakfaglar, som
troligen representerar en ny art &r markerade med fet stil (klustret corvi). Borrelia burgdorferi har anvdnts som utgrupp, men utgruppen
har inte inkluderats i tradet. Skalstrecket representerar tio nukleotidsubstitutioner per 1000 positioner (99 % sekvenslikhet).
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0.001

B intermedia, AN3370/03

B hyodysenteriae, AN 1409:2/01

B hyodysenteriae, B78'

B hyodysenteriae, AN 3907/02

B intermedia, 2818.5
B hyodysenteriae, R1

B hyodysenteriae, NIV-1

B intermedia, AN 983-90
o == B hyodysenteriae, A 84193-2x/99
B intermedia, PWS/A”
B intermedia, AN2929/2/03

"B suanatina", AN 3949:2/02
"B suanatina”, AN 4859/03"
"B suanatina”, AN 1681:1/04
"B suanatina”, AN 2384/04

"B suanatina", Dk12570-2
[ S

"B suanatina", AN 1418:2/01

B intermedia, AN2004/1/04

B innocens, B256"

B murdochii, 56-150"

FIGUR 6. Dendrogram som illustrerar nukleotidskillnader i 165 rRNA inom hyo-klustret, som bestar av arterna B hyodysenteriae (rédmar-
kerade), B intermedia (grénmarkerade) och "B suanatina” (blamarkerade) (Tabell 3). Dendrogrammet ar konstruerat pa samma sdtt som
ett fylogenetiskt trad (15), men det innehéller alltfér fa nukleotidskillnader for att man ska kunna sdga att det aterspeglar fylogenetiska
relationer. De stammar som ocksa finns med i Figur 5 &r markerade i fet stil. Notera att stammarna av “B suanatina” bildar ett mono-
fyletiskt subkluster inom hyo-klustret, medan B hyodysenteriae- och B intermedia-stammarna inte bildar sadana kluster Brachyspira
innocens och B murdochii har anvénts som utgrupp. Skalstrecket representerar en nukleotidsubstitution per 1000 positioner (99,9%

sekvenslikhet).

amplifiering av denna gen fran alla
brachyspiror, dvs man kan inte anviinda
den fér konstruktion av ett universelle
wid. De fylogenetiska trid som kon-
strueras fran de arter och stammar som
man kan generera PCR-produkeer ifrén,
tycks dock mycket vil dterspegla dessa
arters taxonomi (7).

Sléktskap mellan stammar inom
samma art

For epidemiologiska studier ir det nod-
viindigt att kunna skilja pa olika varian-
ter av en och samma bakrerieart, dvs att
kunna subtypa bakterien for att géra
smitesparning. Sekvensanalys av 16S
rRNA dr i allminhet inte limplige for
sidana studier eftersom den genom-
snittliga variabiliteten i 16S rRNA-
genen inte ir tillricklige stor. Det finns
dock undantag. Man har t ex visat at
det gir atc subtypa Mycoplasma caprico-
lum subsp capripnenmoniae, som orsakar
elakartad lungsjuka hos get, genom 168
rRNA-sekvensering, dirfor ace variabili-
teten i 16S rRNA-genen ir ovanligt scor
hos denna art (9). Figur 6 visar att varia-
bilicet ocksa forekommer i 16S rRNA-
genen inom en art av genus Brachyspira.
Metoden kan dirfér anviindas for sub-

typning av Brachyspira-arter tll en viss
niva dven om den taxonomiska upplos-
ningsfrmagan inte alls idr si stor som
for t ex RAPD, RFLP, AFLP (amplified
fragment length polymorphism) och
MLST.

DATABASER

Stamdatabas for Brachyspira-
stammar

For ate underlicea for forskare som ir
intresserade av biodiversitet hos med-
lemmar av genus Brachyspira, arbetar vi
med utveckling av en databas for detta
genus. Denna databas innehdller infor-
mation om brachyspirastammar som
har karakeiriserats genom sekvensanalys
av 165 rRNA och eventuella andra gener.
Informationen omfartar bland annat
relevanta licteraturreferenser, accessions-
nummer f6r sekvenser deponerade i
GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov), fylo-
genetisk tillhérighet och fenotypisk
profil. Databasen blev allmint tillging-
lig under &r 2006 och kan nis frin
webb-platsen www.brachyspira.se for
"Swedish Brachyspira Working Group”
(SBWG) under linken ”Strain Darta-
base”. Mer allmiin information om spiro-
keter kan man hitta i databasen VetBakt

(www.vetbakt.se) didr man ocksi kan
hitea bilder pa andra brachyspiror in de
som visas i Figur 1, 2 och 3.

Helgenomsekvensering av
brachyspiror

Nir foregiende artikel i Brachyspira-serien
skrevs (15), fanns inga helgenomsekven-
ser officiellt rapporterade (www.genomes-
online.org) f6r brachyspiror. Nu har man
rapporterat B muirdochii som pagdende
projeke och det finns yteerligare ndgra
sidana Brachyspira-genomprojekr. Tek-
nikutvecklingen inom omridet har varit
mycket snabb och dirfor kan vi rikna
med att ha flera arter och stammar av
brachyspiror sckvenserade inom nigra
fa dr. Nir vi far dllging cll dessa hel-
genomsekvenser kommer kunskapen
om brachyspiror att 6ka snabbt eftersom
vida far helt nya verktyg for ate leta efter
exempelvis patogenicitetsmekanismer
(15).

Orsaken il alla namnindringar pi
brachyspirorna dr att man inte har haft
tillriicklig kunskap om deras evolutioniira
historia. Det finns risk f6r fler namn-
indringar inom detta genus, nir cill-
rickligt mdnga genomsekvenser blir
kinda, vilket dven giller for andra bak-
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Tabell 3. BRACHYSPIRA-STAMMAR SOM HAR ANVANTS | DENDROGRAMMET | FIGUR 6.

Art Stam Acc Nr' Varddjur Land

B hyodysenteriae B78' U14930 Gris USA

B hyodysenteriae A 84193-2x/99 DQ922564 Gris Tyskland
B hyodysenteriae AN 1409:2/01 AY352281 Grasand Sverige
B hyodysenteriae AN 3907/02 AY352287 Grasand Sverige
B hyodysenteriae R1 U23035 Nandu USA

B hyodysenteriae NIV-1 U23036 Nandu USA

B intermedia PWS/AT EF488166 Gris Storbritannien
B intermedia 2818.5 U23029 Gris Australien
B intermedia AN 983-90 U14933 Gris Sverige
B intermedia AN 3370/03 EF164965 Hona Sverige
B intermedia AN 2929/2/03 EF164964 Hona Sverige
B intermedia AN 2004/1/04 EF164970 Hona Sverige
“B suanatina” AN 4859/03° DQ473575 Gris Sverige
“B suanatina” AN 1681:1/04 DQ473576 Gris Sverige
"B suanatina” AN 2384/04 DQ473577 Gris Sverige
"B suanatina” Dk12570-2 DQ473578 Gris Danmark
“B suanatina” AN 3949:2/02 AY352290 Grasand Sverige
“B suanatina” AN1418:2/01 AY352282 Grasand Sverige
B murdochii 56-150" AY312492 Gris Kanada
B innocens B256" U14920 Gris USA

Referenser

' Accessionsnummer till 165 rRNA-sekvensen i GenBank (www.nlm.nih.gov).

terier. Med dagens snabba kunskaps-
utveckling har taxonomin blivit en
dynamisk och flexibel vetenskap. Det
kan vara till visst besviir for dagens kli-
niker, men det kommer att vara dll hjilp
for dem som iir verksamma i framtiden.
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SUMMARY
The evolutionary history of brachy-
spiras — or why are their names

changed so often?
Today, classification (taxonomy) of bac-

teria is primarily based on their phylo-
geny (evolutionary history), which can
be determined by sequence analysis of
the 16S rRNA gene. This approach has
revolutionized bacterial raxonomy and
many species have been reclassified and
their names have been

changed.
Members of the genus Brachyspira,

which were originally affiliated to the
genus Treponema, have been reclassified
and renamed several times. Seven species
have now been described with officially
approved species names and four other
species names have been suggested.

For this review article, we have used
16S rRNA sequence data published by
us or by other authors to construct
evolutionary trees to illustrate phylo-
geny and biodiversity within the brachy-
spiras. Bacterial strains are usually
regarded as different species if the
sequence difference in the 16§ rRNA
genes exceeds 3 %. Among the approved
and suggested species within genus
Brachyspira, it is only B aalborgi which
fulfills that criterium. However, some of
the brachyspiras (for instance B canis
and B pilosicoli) still form distinct
monophyletic clusters in evolutionary
trees and phylogenetic analysis can
therefore be used for identification of
some of the species. Some orders of
birds harbour many different brachy-
spiras in their intestinal tract and may
represent a natural host for these bacte-
ria. Brachyspiras, which most probably
represent new species, have recently
been isolated.
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