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ABSTRACT

The aim of this study was to detect antibodies in swine serum against proteins in
soy beans, wheat, oat and barley. Two methods were used: agar gel
immunodiffusion test (AGID), and SDS-PAGE followed by immunoblotting. The
sera examined originated (I) from piglets younger than one week (negative
control), (II) pigs from a feed trial with soy bean in a herd with PMWS, and (III)
pigs inoculated with Brachyspira hyodysenteriae and Escherichia coli after being
fed with soy. The AGID-test was negative concerning all examined sera which
were analysed against proteins in soy bean, wheat, oat and barley. In the
experiment based on immunoblot antibodies were demonstrated within all three
groups of examined pigs. The sizes of the protein fragments demonstrated were
20, 28, 45, 46, 47, 48 and 50 kDa. The pigs from the feed trial were divided into
two groups. One group was fed conventional soy and the other group processed
soy where the contents of antigenic substances had been minimized. The group of
pigs fed with conventional soy formed twice as many bands in the blot as the
group fed soy which had been processed. Two out of three piglets showed
antibodies against soy which indicates that maternal antibodies against soy can be
transferred by the colostrum.



SAMMANFATTNING

Forsoket avsag att pavisa antikroppar hos grisar mot proteiner i soja, vete, havre
och korn. Tva metoder anvindes, dels en agar gel immunodiffuson test (AGID),
och dels SDS-PAGE f6ljt av immunoblott (western blot). Sera som undersoktes
var tagna fran grisar yngre dn en vecka (kontrollgrisar), grisar fran ett foderforsok
med soja i en PMWS-besittning, och grisar som inokulerats med Brachyspira
hyodysenteriae och Escherichia coli efter utfodring med soja. AGID-testen gav
negativt resultat for alla undersokta serumprover analyserade for att pavisa
antikroppar mot proteiner i soja, vete, havre och korn. Vid forsok baserat pa
immunoblott undersoktes immunologiska reaktioner mot soja och hir pavisades
antikroppar hos alla undersokta grisgrupper. Proteinbanden som grisarna
reagerade mot hade storlekarna 20, 28, 45, 46, 47, 48 och 50 kDa. Grisarna fran
foderforsoket var uppdelade i tva grupper. Den ena gruppen utfodrades med
konventionell soja och den andra gruppen fick processad soja dir innehallet av
antigena substanser minimerats. Gruppen som fatt den konventionella sojan
bildade dubbelt sa manga band i immunoblotten som den andra gruppen dér sojan
processats. Tva av tre kontrollgrisar hade antikroppar mot soja och detta indikerar
att maternala antikroppar mot soja 6verfors via ramjolken.



BAKGRUND OCH SYFTE

I Sverige utgors huvuddelen av allt grisfoder av spannmal. Samtidigt tillhor grisar
ett djurslag som i stor utstrickning drabbas av diarrésjukdomar. Genom att
spannmal innehaller ett flertal proteiner som skulle kunna vara stressande for
digestionsapparaten skulle den ensidiga dieten i1 sig kunna predisponera for
mag/tarmstoningar. I ett tidigare EEF-arbete har det visats att vissa grisar reagerar
immunologiskt mot gluten (gliadin). Andra undersokningar visar att soja 1 vissa
fall kan vara predisponerande for diarré.

Som bakgrund till detta fordjupningsarbete foreligger foljande grundhypoteser:

- grisar kan reagera immunologiskt mot vissa foderproteiner
- de immunologiska reaktionerna kan vara orsak till mag/tarmstdrningar

- och/eller paverka grisars tillvixt negativt genom att de immunologiska
reaktionerna kridver energi

Syftet med detta forsok var (a) att utveckla metodik for att pavisa antikroppar
mot foderproteiner och (b) att se om proteiner fran vete, havre, korn och soja
orsakar antikroppsbildning hos grisar. Ett mer langsiktigt syfte dr att bestimma
den kliniska betydelsen av antikroppsbildningen samt att undersoka om tekniken
gar att anvinda for att kvalitetskontrollera svinfoder f6r optimal tillvixt och hilsa.



LITTERATUROVERSIKT
Diarréproblematiken
Avvénjningen

Avviénjningen dr nést efter fodseln den mest kritiska héndelsen i grisens liv.
Avvinjningen innebir att man abrupt tar bort smagrisarna fran suggan. Hos grisar
i fritt tillstdnd sker avvinjningen successivt fran ca 6 till 17 veckors élder. I
modern svinproduktion dr avvinjningen en dramatisk upplevelse for grisen, som
dr van vid en varm och torr miljo hos suggan och huvudsakligen flytande foda
med hog smiltbarhet. Under avvinjningsperioden dr grisens matsméltnings-och
immunsystem fortfarande omogna. Flera basala krav pa skotsel och miljo maste
darfor uppfyllas for att avvidnjningen skall lyckas. Detta giéller speciellt nir
avvinjningen skall ske utan hjédlp av antibiotika eller zinkoxid, eftersom det dr
vilkdnt att dessa tillsatser kan kompensera for brister 1 miljo och skotsel
(Holmgren & Lofstedt, 2005).

Zink och antibiotika i fodret

1986 antogs en ny lag i Sverige som forbjod inblandning av antibiotika i fodret 1
tillvixtbefrimjande syfte. Initiativet till forbudet togs av lantbrukarna sjdlva pga.
starka konsumentreaktioner i pressen mot fodermedelsantibiotika. Detta medforde
dock att grisarna 1 Okad utstrickning drabbades av bland annat
avvinjningsdiarréer. Man sag dven en 0kad dodlighet efter avvénjningen, hogre
alder vid formedling och ett okat antal behandlingar med antibiotika. 1992
utfirdade darfor Statens Jordbruksverk tillstand att anvidnda zinkoxid som
fodertillsats i smagrisfoder t o m. tva veckor efter avvinjning for att minska
problemen.

Zink verkar profylaktiskt mot avvinjningsdiarré men marktoxiska effekter och
samtidig kritik fran EU-kommissionen ledde till ett forbud mot anviandning av
zinkoxid som fodertillsats i hogdos. Idag kan zinkoxid i hogdos endast skrivas ut
av veterindr som licenslikemedel. Nir forbudet mot foderantibiotika kom 1986
var smagrisproducenterna inte forberedda for en produktion utan lagdosantibiotika
i fodret. Resultatanalys inom svinproduktionen (RASP) visade pa hogre dodlighet
efter avvidnjning och néstan en veckas ldngre uppfodningstid till 25 kilos vikt
jamfort med fore 1986. Avvinjningsfoder, hygiennivaer och produktionssystem
var inte anpassade till de nyavvanda grisarnas behov. Forbittringar inom dessa
omraden har sedan skett och anvidndningen av medicinfoder har kraftigt kunnat
minska under senare delen av 1990-talet.

Problem med avvinjningsdiarré ledde till att Svenska Djurhdlsovarden 1998
beslot att starta projektet “avvinjning wutan zink och antibiotika”.
Avvinjningsprojektet kom att omfatta tre delstudier och malsittningen var att
studera inflytandet av miljofaktorer, foder, utfodringsstrategier och skotsel under
avvinjningsperioden pa forekomst av avvénjningsdiarré. Man fann fyra faktorer
av betydelse. I besittningar didr boxar for avvanda grisar tvittades mellan varje
omgang halverades risken att fa avvénjningsdiarré jamfort med om boxarna inte
tvittades. Risken fordubblades om man blandade grisar som vuxit daligt med
yngre grisar i ndstféljande omgang. En bra hygien pa utfodringsytan halverade
risken for avvanjningsdiarré jamfort med om hygienen var medelgod eller dalig.



Avvinjningsfoder dar proteinkoncentratet utgjordes av  fiskmjol och
mjolkprodukter, halverade risken for avvéanjningsdiarré (Lofstedt, 2002).

Avvénjningsdiarré

Symtomen pa avvinjningsdiarré varierar fran lindriga till svara diarrétillstand som
alltid intrdffar 4-14 dagar efter avvinjning. Allméntillstandet &r ofta nedsatt men
behover inte vara paverkat. Avvinjningsdiarré anses vara orsakad av den stress
som avvinjningen innebér 1 kombination med patogena stammar av Escherichia
coli (E. coli). Denna stress omfattar i forsta hand psykiska reaktioner orsakade av
unge-moderseparation, vilka orsakar okad kortisolinsondring och ddrmed okad
infektionsbendgenhet. Villi forkortas i tunntarmen vilket paverkar det
absorberande epitelet. Detta leder till att tarmen Overbelastas och risken for
overvixt av patogena kolistammar okar.

Tarmslemhinnan paverkas dessutom av den foderstress som uppstar i samband
med avvinjningen vid byte fran mjolk till mjol. Avvinjningen innebédr dven en
miljOstress genom att viarmekéllan i1 form av suggan forsvinner.

Etiologin bakom avvinjningsdiarré och relationen till E. coli dr inte helt klarlagd.
En doktorshandling av Lysgaard-Hale visar ett relativt daligt samband mellan
diarré efter avvinjning och tillvixt av hemolyserande E. coli. Lysgaard-Hale visar
ocksa att avvanjningsdiarré ofta uppstar ur osmotiska forhallanden i tarmen utan
synbart mikrobiologiskt samband. Osmotisk diarré uppstar ndr ofullstindigt
digererade fododmnen nar grovtarmen, diar de genom mikrobiell péaverkan
omvandlas och ett dverskott av fria fettsyror bildas. Detta 6kar osmolaliteten i
grovtarmsinnehallet och darmed vitskeuttrédet till tarmen med diarré som foljd.
Avvinjningsdiarré saknar ofta specifika patolog-anatomiska forandringar. De
vanligaste fynden wutgdrs av dilaterad fylld magsdck och en Kkatarral
tunntarmsenterit (Fellstrom, 1995).

Svindysenteri

Svindysenteri drabbar grisar fran 2-3 veckors alder. Allvarligaste symptomen
brukar man se hos slaktsvin. Sjukdomen orsakas av infektion med spiroketen
Brachyspira (B.) hyodysenteriae. Organismen finns 1 grisarnas avforing och
smitta sker genom oralt intag. Grisar som tillfrisknar kan bli subkliniska birare av
smittan i upp till 90 dagar. Spiroketen &r starkt B-hemolyserande pa blodagar och
invaderar tarmkryptor i colon dér epitelet forstors och en mucohemorrhagisk colit
utvecklas. Grisar som insjuknar far minskad aptit och feber. I typiska fall far
grisarna diarré som dr blodig och slemrik. Om sjukdomen inte behandlas kan
dodligheten bli mycket hog (Radostits et al., 2005).

Foder och foderintag

Hos den nyavvanda grisen dr mag-tarmkanalens produktion av syra och enzymer
som kan spjidlka foderkomponenter ofullstindigt utvecklade. Genom att tillfora
foder innan avvinjningen kan produktionen av dessa enzymer i viss omfattning
stimuleras. Om grisar dter mycket foder innan avvénjning minskar risken for
avvinjningsdiarré.

Innan avvinjningen diar grisarna mjolk i sma mangder vid manga tillfdllen under
dygnet. Suggmjolkens smiltbarhet dr hog, medan avvinjningsfodrets smiltbarhet
hos den nyligen avvanda grisen ir ldgre (Holmgren & Lofstedt, 2005).



Under lang tid har nyavvanda grisar i Sverige utfodrats med samma foder fran
start fram till formedling. Detta foder dr anpassat for tillvixtperioden och dirmed
ocksa relativt svarsmilt for nyavvanda grisar. Mjolkens smiltbarhet dr ca 95 %
medan avvinjningsfoders sméltbarhet varierar beroende pa ingredienserna, mellan
70 och 90 % ( Lofstedt, 2002).

Generellt bor grisarna ha ett smagrisfoder fore och under avvinjningen med en sa
hog smiltbarhet som mojligt och som dessutom &r vilsmakande. Sadana foder
kdnnetecknas av att de inte dr baserade pa véxtproteiner utan pa fiskmjol och
mjolkprodukter. Soja anses vara direkt diarréprovocerande under avvinjningen
(Holmgren & Lofstedt, 2005). Under andra hélften av 1990-talet borjade man i allt
storre utstrickning anvinda atminstone tva foder fram till formedling, ofta i
samband med Overgang till blotfoder. Pa marknaden lanserades rena
avvinjningsfoder baserade pa mjolk och fiskprodukter och helt utan soja. I en
studie visades att om besittningen anvinde foder baserade pa fiskmjol och
mjolkprodukter var risken att drabbas av avvinjningsdiarré hilften sa stor jamfort
med om besittningen anvinde foder utan mjolk och fisk (Lofstedt, 2002).

Hos alla grisar sker under avvinjningsveckan en tillféllig tillbakabildning av
tunntarmens ludd, vilket minskar ytan for foderupptag i tarmen och didrmed ocksa
grisens tillvaxt. Fordndringen av tarmluddets lingd paverkas av foderintagets
storlek. Ett lagt foderintag ger ett kortare tarmludd. En ofullstindig nedbrytning
och ansamling av foderkomponenter bidrar till att pH 1 tarmen stiger och
underldttar  tillvixten av  kolibakterierna. Om  uppforokningen  av
toxinproducerande kolibakterier &r kraftig kan diarré uppstd. En annan, icke
infektios orsak till diarré, dr ofullstindigt smélt foder som har férmaga att binda
vatten. Foljden blir en osmotisk diarré. Styrd/restriktiv utfodring under
avvanjningsperioden har visats minska forekomsten av diarré och minska
dodligheten. Denna typ av utfodring innebir att fodergivan begrinsas och tilldelas
vid ett flertal tillfdllen under dygnet. Principen ir att fordela dygnsméngden foder
pa manga utfodringstillfillen. Detta for att inte Overbelasta den begrinsade
matsmaéltningskapaciteten i grisens tarm (Holmgren & Lofstedt, 2005).

Det har under en ldngre tid varit ként att man kan paverka utvecklingen av
colibacillos efter avvinjning genom att dndra pa sammansittningen av dieten.
Lattsmilta och mjolkbaserade foder associeras med mindre avvénjningsdiarré.
Aven foder med hogt fiberinnehdll ger visst skydd mot avvinjningsdiarré.
Sojabonor diaremot kan vara direkt skadliga pa tarmmukosan och leda till
ackumulering av vitska i tarmen. Hoga nivaer av dietédrt protein har foreslagits
predisponera for avvidnjningsdiarré pga. deras hoga syrabindande kapacitet i
magsicken, vilket da tillater ETEC att undkomma den mindre sura miljon i magen
och kolonisera tunntarmarna. Killan till det dietdra proteinet kan ocksa paverka
utvecklingen av avvinjningsdiarré. Foder innehallande komplexa eller stort antal
proteinkallor kan gora diarrén allvarligare jamfort med foder innehallande farre
antal proteinkillor. Overskottsprotein i tarmarna bryts ned av mikrober och kan
bidra till en proteolytisk diarré oberoende av nérvaro av E. coli, med skadliga
aminer som biprodukter vilka irriterar mucosan och inducerar diarré (Hampson D J
& Hopwood D E, 2003).



Tarmvilli

Ett experiment utfordes for att utvirdera effekten av att mata avvanda grisar med
foder innehéllande mjolkprotein eller fjadermjolprotein (bestaende av fjadrar fran
fjdderfdn) som huvudsaklig proteinkilla, antingen 1 begridnsad giva eller fri
tillgang, med avseende pa histologiska skillnader i tunntarmsmucosan fran 0-14
dagar efter avvinjning. Mjolkprotein resulterade da i hogre villilingd jamfort med
fjaddermjolprotein (Verdonk J et al.,, 2001). I en annan studie undersoktes
forhallandet mellan avvinjning och villihjd och kryptdjup i tunntarm hos gris
under olika foérhallanden. I experiment 1 jaimfordes grisar fran gardar med en
historia av avvénjningsdiarré med grisar fran specific-pathogen-free (SPF)
besittningar. I experiment 2 jamfordes avvanda SPF-grisar med icke avvanda
kullsyskon. I experiment 3 jimfordes SPF-grisar som gavs tilldiggsfoder under
diperioden med kullsyskon som inte fick nagot extra foder. I experiment 1 var
villi hos grisar med avvinjningsdiarré kortare dn hos SPF-grisarna och kryptorna
var djupare. I experiment 2 hade avvanda grisar kortare villi och djupare kryptor
jamfort med oavvanda grisar. I experiment 3 hade grisar som fatt tillaggsfoder
djupare kryptor och lidngre villi jamfort med grisarna som endast fatt dia. Graden
av absorption och sekretion av nédringsimnen, elektrolyter och vitska 1
tunntarmarna beror till stor del pa villih6jden och krypdjupet. Absorptionen av
ndringsdmnen, elektrolyter och vatten sker i villienterocyter, medan elektrolyter
och vatten utsondras fran kryptcellerna. Da kortare villi och djupare kryptor har
farre absorberande och mer sekretoriska celler, blir ddirmed absorptionen sdmre
och sekretionen okar. Slutsatsen av experimentet blev att diarré hos grisar fran
besittningar med lang historia av avvinjningsdiarré hangde ihop med kortare villi
och djupare kryptor. Avvinjning associerades med forkortade villi och djupare
kryptor, medan tilldggsfoder under diperioden forhindrar forkortning av villi och
orsakar tidigare fordjupning av kryptorna. Djupare kryptor forhindrar villi att
forkortas och detta kan leda till att avvinjningsdiarrén inte blir sa allvarlig
(Nabuurs , 1991).

Gastrointestinala immunsystemet

Gastrointestinala immunsystemet hos gris har tva viktiga roller. Det maste kunna
kénna igen och eliminera mikroorganismer som har potential att orsaka infektidsa
sjukdomar. Det maste dven kunna kénna igen ofarliga (framfor allt dietéra)
antigen och forhindra onodiga och potentiellt skadliga dietdra svar pa dem (Stokes
et al., 2001). Overkinslighetsreaktioner mot dietira antigen kan vara en
predisponerande faktor for avvinjningsdiarré. Miller et al. (1984) visade att
avvanjningsdiarré utvecklades nédr hogantigent material (bovint casein)
inkluderades i dieten jamfort med lagantigent material (hydrolyserat casein). Man
drog slutsatsen att immunologiskt medierad tarmskada kan predisponera for
avvinjningsdiarré hos grisen. Andra matkomponenter som lectin, tanniner, a-
amylas inhibitorer och sojabonprotein har visat pa liknande immunsvar nér det
givits till avvinjningsgrisar. Sojabonans proteiner glycinin och B-conglycinin har
visats orsaka villiatrofi och krypthyperplasi. Man har sett bade ett lokaliserat och
systemiskt immunsvar mot sojabonans proteiner (King, 2003).

Trots att de organiserade lymfoida vidvnaderna utvecklas snabbt och uttrycker
immunologisk funktion hos den nyfodda grisen , kan det ta upp till nio veckor
innan intestinala lamina propria har utvecklats. Hos den vuxna grisen finns stor



mingd leukocyter i lamina propria med plasma och B-celler runt kryptorna och T-
celler 1 villi. Plasmacellerna 4r framforallt IgA-producerande och IgM-
producerande. Praktiskt taget inga T-celler eller plasmaceller finns i lamina
propria hos den nyfodda grisen. Utvecklingen dr antigendriven och sker 1 faser.
Daligt utvecklat lamina propria hos unga grisar kan bidra till misslyckande att
nedreglera svar mot dietira antigen vid avvénjning. Den unga grisen har ett aktivt
immunsvar mot virus och dietdra komponenter vid tre veckors alder. Tolerans mot
kontinuerligt utfodrat protein dr dock inte fullt utvecklat forrdn efter 8 veckors
alder. Det har foreslagits att detta tidiga misslyckande att nedreglera svar mot
ofarliga dietdra proteiner bidrar till avvinjningsdiarré hos grisarna (Stokes et al.,
2001).

Sojamjol som foder till avvinjningsgrisar minskar ofta tillvixten p.g.a. att det ar
svarsmilt och orsakar OGverkinslighetsreaktioner. I ett experiment utfort av Li,
Nelssen, Reddy, Blecha, Klemm och Goodband (1991) var daglig viktuppgang,
matkonversioneffektivitet och proteinsméltbarhet signifikant ldgre hos
avvénjningsgrisar som fatt sojamjol jamfort med grisar som fatt mjolkbaserat
foder (Li et al., 2003).

Komplexa proteiner i sojabonans mjol har foreslagits som orsak till en 6vergaende
overkénslighetsreaktion hos avvinjningsgrisen. Bourne (1984) forklarar att innan
tolerans mot ett antigen byggs upp, gar grisen igenom en period av 6kat svar mot
antigenet. Genom att fodra med sojabonprotein under denna period kan skador
uppkomma pga. 6verkénslighetsreaktioner, som t.ex. dkad kryptcellsdelning och
omogna enterocyter pa villi, vilket leder till minskad absorptionsforméaga och
okad kinslighet mot enterotoxiner. Detta svar orsakas av antigena proteiner i
sojabonan, som tex. glycinin och [-conglycinin. Den &vergaende
overkinslighetsreaktionen mits experimentellt som hogre IgG-titrar (Tokach et al.,
2003).

Spannmalens uppbyggnad

I litteraturen anges att de 1 forsoket undersokta fodermedlen vete och soja har
foljande bestandsdelar:

Vete

Starkelse — 68,8 %

Protein — 14,1 %

Pentosaner — 7,8 %

Cellulosa - 2,7 %

Reducerande sockerarter — 2,4 %
Lipider - 2,1 %

Aska—-2,1 %

Man klassificerar proteiner i vete baserade pa deras olika 16slighet.

1. Albuminer — proteiner 16sliga i vatten

2. Globuliner — proteiner 16sliga i saltlosning men ej i vatten

3. Prolaminer (kallas gliadiner i vete) — proteiner 16sliga i alkohol men oldsliga 1
altlosning

4. Gluteliner — oloslig rest

(Salomonsson, 1986)
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Soja

Losliga kolhydrater — 15 %
Olosliga kolhydrater — 15 %
Olja— 18 %

Protein — 38 %

Fukt, aska, annat — 14 %

Sojabonan  innehaller proteiner som  klassificeras enligt  Svedburgs
sedimentationsenheter, S. Ju ldgre Svedburgnummer desto mindre &r proteinets
molekylvikt. De tva huvudkomponenterna i sojaprotein &r glycinin och [3-
conglycinin. Glycinin klassificeras som 11S och har en molekylvikt pa 350 kDa.
(FOO, 2004) Glycinin delas upp i mindre subenheter med en molekylvikt pa 45,
38 och 22 kDa. B-conglycinin hor till klassen 7S och har en molekylvikt pa 76, 72
och 53 kDa. (EI-Shemy et. al., 2001)

MATERIAL OCH METODER
Undersokta grissera

Sera fran grisar undersoktes avseende antikroppar mot vatten respektive

alkohollosliga proteiner i vete samt proteiner extraherade fran soja.

Sera som anvéndes hdrstammade fran tre olika typer av grisar:

= 3 grisar yngre dn en vecka som fatt ramjolk (“negativ”’ kontroll). Dessa grisar
kommer senare i uppsatsen refereras till som grupp X.

= 5 grisar fran ett infektionsforsok dér grisarna fodrats med soja och sedan
inokulerats med E. coli och B. hyodysenteriae. Grisarna hirstammade fran en
bruksbesittning och var ca 8 veckor gamla vid forsokets borjan. Under ca en
veckas anpassningstid fodrades de med pelleterat slaktsvinsfoder. Direfter
bestod fodret under 10 dagars tid av slaktsvinsfoder pa morgonen och ren soja
i fri tillgang pa eftermiddagen. Grisarna inokulerades sedan vid ett tillfille
med tre olika stammar av E. coli och vid tre tillfillen med B. hyodysenteriae
stam B204. Blodprover uttogs sedan efter en manad i samband med avlivning.
Dessa grisar kommer senare 1 uppsatsen refereras till som grupp Y.

» Grisar hiarstammande fran en PMWS-besittning som ingatt i ett foderforsok
med soja (etiskt tillstaind C255/6). Grisarna delades upp i tva grupper dir den
ena gruppen gavs ett foder innehallande konventionell soja (grupp A) och den
andra gruppen ett foder didr sojan processats genom etanolextraktion och
virmebehandling for att bli av med de antinutritionella egenskaperna (grupp
B). Grisarna avvandes vid 5 veckors alder. Fran 3 veckors alder gavs
tillskottsfoder (Trygge zink) fram tills de var 7 veckor gamla. Dérefter fick de
respektive forsoksfoder. Blodprov togs den 25/9 i samband med att
forsoksutfodringen paborjades, samt 4 veckor senare den 25/10.
Avvinjningsfodret hade en lag proteinhalt, inneh6ll 2000 mg Zn, och innehdll
nédstan ingen soja (max 0,2-0,6 % GMO fritt Hamlet (soja) protein dir de
antigena substanserna dr "borttagna"). Forsoksgrisarna fasades darefter 6ver
pa forsoksfodren (tabell 1), antingen ett innehallande ordinir soja eller ett med
processad soja dir innehallet av antigena substanser minimerats. Bada fodren
inneholl en hog aminosyraniva och proteinhalt (Ehlorsson et al., 2006).
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Tabell 1. Fodersammansdttning samt beriknat och analyserat innehall

Foder Konventionellt sojafoder | Processat sojafoder
Korn 30,0 30
Vete 31,1 35
Vetekli 5 5
Vetefodermjol 8 8
Sojamjol 15,9

Processat 12,8
sojaproteinkoncentrat

Melass 2 2
Laktos 70 2 2
Ako-feed standard 1,6 0,9
Lysinhydroklorid 0,38 0,43
DL-metionin 0,14 0,14
L-treonin 0,06 0,08
Mineralimnen+ spardmnen + | 3,82 3,65

vitaminer + syror

Beriknad sammansittning (analyserad)

MJ/kg 12,6 12,6
Réprotein % 17,7 17,3
Lysin g/kg 11,0 10,9
Sislys g/kg 10,1 10,1
Treonin g/kg 6.6 6,6
Methionin + cystin g/kg 6,9 6,9
Ca g/kg 8,6 8,6
P g/kg 7,0 6,9
Smb P g/kg 3,3 3,3

Kailla: Ehlorsson et al., 2006.

Proteinextraktion ur vete enligt Osborne

I studien anvindes extraktionsmetod enligt Osborne (1907) modifierad av Chen &
Bushuk (1970) for att fraktionera albumin, globulin, gliadin och glutenin fran
oavfettat vetemjol (Figur 1). Vetekornen maldes i en kaffekvarn 10x10 s med 1
minuts paus mellan varje period. Detta for att kaffekvarnen inte skulle bli for
varm och dirmed denaturera proteinerna. 10 gram mjol blandades med 40 ml 0,5
M NaCl och rordes om med magnetomrorare under 30 min i 4°C. Blandningen
centrifugerades dérefter 1 20 min 4000xg. Precipitatet blandades med 40 ml 0,4 M
NaCl och rordes pa nytt om under 30 min med magnetomrorare i 4°C. Efter ny
centrifugering i 20 min 4000xg blandades precipitatet med 40 ml destillerat vatten
och rordes om med magnetomrorare under 30 min i1 4°C. Direfter centrifugerades
blandningen i 20 min 4000xg. Totalt erholls fran dessa steg 120 ml supernatant
som fick genomga dialys i 4 liter destillerat vatten som byttes 8 ganger 2 ganger
per dygn. Precipitatet fran centrifugeringen blandades ut med 40 ml etanol och
rordes om under 30 min med magnetomrorare i 4°C. Blandningen centrifugerades
dérefter 1 20 min 4000xg. Precipitatet blandades ut med ytterligare 40 ml etanol
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och rordes om med magnetomrorare under 30 min i1 4°C. Blandningen
centrifugerades direfter i 20 min 4000xg. Totalt erholls 80 ml supernatant som
fick genomga dialys i 4 liter destillerat vatten som byttes 8 ganger 2 ganger per
dygn. Detta for att fa bort alkoholen ur blandningen. Efter dialysen
centrifugerades innehallet i vardera dialysslang. Supernatanten i dialysslangen
som fran borjan innehdll etanol bestod da av gliadiner. Supernatanten i den andra
dialysslangen bestod av albuminer och precipitatet av globuliner.

Extraktionen av gliadin utférdes dven utan dialys och da inneholl den slutgiltiga
supernatanten alkohol (Figur 2). Extraktionen ovan upprepades for havre och
korn.

10 g mjol + 40 ml 0,5 M NaCl
omrores 30 min

l
Centrifugering 20 min 4000xg

Precipitat + 40 ml 0,5 ml 0,5 M NaCl
Omrores 30 min

l
Centrifugering 20 min 4000xg

Precipitat + 40 ml destvatten
Omrores 30 min

l
Centrifugering 20 min 4000xg
\
120 ml supernatant———>—>———>—>—>— Precipitat + 40 ml etanol
\2 omrores 30 min
Dialys 4 liter destvatten \2
Bytes 8 ggr centrifugering 20 min 4000xg
2 ggr/dygn
\2 Precipitat + 40 ml etanol
Centrifugering 20 min 4000xg omrores 30 min
l
Supernatant Precipitat centrifugering 20 min 4000xg
Albumin Globulin 80 ml supernatant
l
Dialys 4 liter destvatten
Bytes 8 ggr
2 ggr/dygn
l
centrifugering 20 min
Supernatant
Gliadin

Figur 1. Flodesschema over proteinextraktion enligt Osborne med dialys av gliadin
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10 g mjol + 40 ml 0,5 M NaCl
omrores 30 min

l
Centrifugering 20 min 4000xg

Precipitat + 40 ml 0,5 ml 0,5 M NaCl
omrores 30 min

l
Centrifugering 20 min 4000xg

Precipitat + 40 ml destvatten
omrores 30 min

l

Centrifugering 20 min 4000xg
l

Precipitat + 40 ml etanol
omrores 30 min

l
Centrifugering 20 min 4000xg

Precipitat + 40 ml etanol
omrores 30 min

l

Centrifugeras 20 min

\J

Supernatant
Gliadin

Figur 2. Flodesschema over gliadinextraktion ur vete enligt Osborne

Proteinextraktion ur soja

Sojamjol erholls genom att mala hela sojabonor i kaffekvarn. For att avfetta
mjolet rordes 100 gram mjol om med 300 ml etanol i 30 minuter med en
magnetomrorare i rumstemperatur. Blandningen fick sta en stund och skikta sig
och det o6versta lagret hilldes direfter bort. Extraktionen upprepades pa samma
satt tva ganger till for att uppna maximal avfettning. Efter det sista
avfettningssteget filtrerades l16sningen i ett kaffefilter och skoljdes med etanol.
Mjolet fick ddrefter torka ett dygn i rumstemperatur.

10 gram avfettat mjol 16stes upp i 150 ml uppviarmt vatten (55°C) och pH
justerades och upprittholls till 9.0 med 2 M NaOH och rérdes om under 45 min
med magnetomrorare vid 55°C. Losningen fick sta i 15 min i rumstemperatur och
centrifugerades direfter i 30 min 4000xg. Supernatanten samlades upp och pH
justerades till 4.5 med 2 M HCI och rérdes om under 45 min med magnetomrorare
vid 25°C. Ddrefter centrifugerades losningen i 15 min 2830xg. Precipitatet
tvittades tva ganger i destillerat vatten och centrifugerades var gang vid 2830xg i
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10 min. Det tvittade precipitatet 10stes upp i minimal mingd vatten och
neutraliserades till pH 7.0 med 2 M NaOH (Figur 3) (L hocine et al., 2006).

Avfettat sojamjol 10 g upplost i 150 ml 55°C vatten
l

pH justeras till 9.0 med 2 M NaOH

omrores 45 min vid 55°C

l

Centrifugeras 30 min 4000xg

l

pH pa supernatanten justeras till 4,5 med 2 M HCl
omrores 45 min vid 25°C

l

Centrifugeras 15 min 2830xg

l

Precipitatet tvittas och centrifugeras

10 min 2830xg tva ganger

l

Precipitatet 16ses upp i liten méingd vatten

pH justeras till 7.0 med 2 M NaOH

Figur 3. Flodesschema for proteinextraktion ur soja

Agar gel immunodiffusion test — vete

Till forsoket anvédndes agar gel immunodiffusion test — AGID. Gelen tillverkades
enligt foljande recept: agarosen 16ses 1 8,5 % NaCl och buffras till pH 9.0 med
Tris aminomethane. Slutgiltig agarosekoncentraton 0,75 %. Tillsétt natriumazide
till en slutlig koncentration av 0,02 %. Plastpetriskalarna hade en diameter pa 5
cm och en halstans med ett centrumhal och sex perifera hal, & 4 mm och med 1
cm avstand anvidndes. Halen stansades och sogs rent med en vacuumsug.
Mingden prov var 30 ul/brunn. Mittenbrunnen fylldes med antigen, i detta fall de
olika proteinfraktionerna fran tidigare extraktion ur vete (albumin, globulin,
gliadin renat fran alkohol och gliadin 16st i alkohol). I de sex brunnarna runt
omkring sattes serumprov fran grisar hiarrérande fran PMS-besittningen, grisar
fran forsoket med B. hyodysenteriae (grupp Y) och prov fran grisarna yngre dn en
vecka (grupp X). Antalet satta prover var 10 stycken fran PMWS-besittningen vid
en tidig provtagning (25/9), 10 prover frain PMWS-besittningen provtagen en
manad senare och 5 prover fran grupp Y. Dessutom sattes 3 prover fran grupp X.
De nyfodda grisarna i grupp X skulle i detta fall fungera som negativ kontroll da
de inte kommit i kontakt med annat foder &n mjolk och ddrmed inte sjdlva kunnat
utveckla antikroppar mot vete. Problemet med de nyfodda grisarna ar att de
eventuellt skulle kunna fatt antikroppar 6verforda via ramjolken.

Plattorna inkuberades 1 30° C och agarosen avlistes avseende forekomst av
precipitationslinjer efter 24 och 48 timmar. Ingen reaktion kunde ses.

For att ta reda pa om antigenet forekom i en for hog koncentration gjordes en
spadning av gliadinet x 10 och nya prover sattes. Ingen reaktion kunde dock ses
efter inkubation 24 och 48 timmar.
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Agar gel immunodiffusion test — soja

Ovanstaende forsok upprepades med soja som antigen i mitten av brunnarna.
Plattorna listes av efter 24 och 48 timmar men ingen reaktion kunde ses.

Agar gel immunodiffusion test — havre
Ovanstaende forsok upprepades med havre som antigen i mitten av brunnarna.
Plattorna listes av efter 24 och 48 timmar men ingen reaktion kunde ses.

Agar gel immunodiffusion test — korn

Ovanstaende forsok upprepades med korn som antigen i mitten av brunnarna.
Plattorna listes av efter 24 och 48 timmar men ingen reaktion kunde ses.

Proteinbestamning enligt Bradford

Bradford stamlosning spaddes 5 ganger med destillerat vatten for att fa en
brukslosning. Losningen filtrerades genom Munktell filterpapper OOH. Till
forsoket anvindes en mikrotiterplatta (Figur 4)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

I O M m O O W >»

Figur 4. Mikrotiterplatta

Blank rad =rad 1

40 pl destillerat vatten tillsattes alla hal i rad 1

40 ul destillerat vatten tillsattes alla hal utom A-hélen irad 2 t.o.m. 11

Till vardera A-halen i rad 2 och 3 sattes 80 pl av referensen

Till vardera A-halen i rad 4 och 5 sattes 80 pl av prov 2 (gliadin fran vete
dialyserat)

Till vardera A-halen i rad 6 och 7 sattes 80 pl av prov 3 (albumin fran vete)

Till vardera A-halen i rad 8 och 9 sattes 80 pl av prov 4 (globulin fran vete)

40 ul titrerades fran rad A t.o.m. H (ej rad 1). 40 ul kastades efter sista raden.
200 ul Bradford brukslosning tillsattes till alla hal.
Absorbansvirdena avlistes i spektrofotometer vid vaglangd 595 nm.

Forsoket ovan upprepades med soja ( spaddes 20 pl soja + 2 ml destillerat vatten).
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Proteinhalten i de olika proverna berdknades sedan till:

Gliadin fran vete (i etanol) 672 pg/ml

Gliadin fran vete (dialyserat) 34 pg/ml

Albumin fran vete 320 pg/ml

Globulin fran vete 1600 pg/ml

Soja (20 pl soja + 2 ml destillerat vatten spadning) 272 pg/ml

Utstryk av alla prover gjordes pa blodagarplattor for att kontrollera forekomst av
bakterievixt. Plattorna inkuberades i 37°C i 24 timmar. Bakterievixt kunde da ses
i albumin, dialyserat gliadin och globulin. Det férekom inte nagra bakterier i sojan
eller det odialyserade gliadinet innehallande etanol. Proverna framstilldes cirka
fyra veckor tidigare och borde ha frysts mellan framtagning och tillfdlle for
analys for att undvika bakterieviaxt.

”Ra”-gliadin inkopt fran Sigma l6stes upp i 50% etanol och blandades till en
koncentration pa 2 mg/ml. Gliadinet analyserades med avseende pa
proteinkoncentration enligt Bradfords metod ovan.

Proteinbestimningen gav en koncentration pa 1920 pg/ml.

SDS-PAGE - gjuta gel
Separationsgel 12 % blandades enligt foljande recept:

2,5 ml 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8

3,35 ml destillerat vatten

4,0 ml 30 % Acrylamide/Bis

50 ul 20 % SDS

100 ul 10 % APS

10 ul TEMED

Gelen polymeriserades i rumstemperatur i ca 30 min.

Stackinggel blandades enligt foljande recept:

2,5 ml 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8
6,1 ml destillerat vatten

1,3 ml 30 % Acrylamide/Bis
50 ul 20 % SDS

100 wl 10 % APS

20 ul TEMED

Separation
Soja (spddning 20 pl soja + 2 ml destillerat vatten) 272 pg/ml tillreddes i en

spadningsserie:

1:2 Soja 25 pul + (SDSx2) 25 ul (kokas 5 min)

1:4 Fran ovanstaende blandning togs 25 pl som blandades med 25 ul destvatten
1:8 Fran ovanstaende blandning togs 25 pl som blandades med 25 pl destvatten
1:16 Fran ovanstaende blandning togs 25 ul som blandades med 25 pl destvatten
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1:32 Fran ovanstaende blandning togs 25 pl som blandades med 25 ul destvatten
1:64 Fran ovanstaende blandning togs 25 il som blandades med 25 pl destvatten
Markoren NEB Protein Marker broad range kokades dven denna i 5 min.

7 ul av markoren tillsattes till brunn 1 i gelen. Brunn 2, 3, 4, 5, 6 och 7 fylldes
med spddningsserien av soja (10 pl i vardera brunn). Gelen kordes darefter i 45
min 200 V. Gelen firgades i en timme och avfirgades i ytterligare en timme.
Proteinband kunde ses i spddning 1:2 och 1:4 pa storlekarna 48, 28 och 20 kDa
men banden syntes inte jéttetydligt. Déarfor gots senare under projektet en ny gel
med starkare koncentration av sojan i brunnarna. 20 pl av soja fran den
ursprungliga rafraktionen blandades med 125 ul destillerat vatten. Denna
blandning tillreddes i en spddningsserie med SDSx2 fran 1:2- 1:128.
Blandningarna kokades 1 5 min tillsammans med markoren och 10 pl tillsattes
sedan till varje brunn i gelen. Elektrofores kordes pa 200 V under 50 min. Gelen
fargades 1 en timme och fick sedan avfirgas i1 ytterligare en timme. Starka
proteinband kunde da ses pa storlekarna 50, 28, 25, 20 och 16,5 kDa. (Figur 5)

175 ———

83 —°*
62 — ¢

4759— ¢

32,5 — '
25 — ¥

16,57 ¢

Figur 5. Soja med proteinband diir storleken pa markoren lingst till vinster anges i kDa

En ny gel gots innehallande inkopt ragliadin. Gliadinet spiaddes 1:2 med
destillerat vatten och spiddes direfter med 2xSDS fran 1:4-1:32. En elektrofores
kordes 1 50 min och gelen fargades sedan. Proteinband kunde ses vid storleken 40
kDa samt suddigt fran 35 kDa och nedat i sjunkande proteinstorlek.

Transferering

Ytterligare en gel gots med en stor kam dir gliadin spiddd 1:2 med SDSx2
placerades. En elektrofores kordes 1 50 min och direfter transfererades gelen
innehallande gliadin Over till ett membran under 45 min vid 300 maA.
Transferbufferten som anvindes inneholl 200 ml metanol, 100 ml transferbuffert
10x och 700 ml destillerat vatten.

Membranet skoljdes med TBS och dérefter tillsattes blockningsbuffert bestaende
av 5 g torrmjolk utblandat i 100 ml TBS. Membranet fick sta med
blockningsbufferten i 30 min rumstemperatur pa skakmaskin.
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Immunoblott

Membranet klipptes i 3 mm breda stripps, totalt 23 stycken. Sera fran grisar
provtagna 25/9 och negativa kontrollen X nr 9 tillreddes i tva spadningar, 1:25
och 1:100 (Tabell 2). Spddningsvitskan bestod av TBS-T + 2 % mjolkpulver.
Serumspidningarna tillsattes till stripp 4-23 och fick std pa skakmaskin i
rumstemperatur en timme. Strippen skoljdes sedan pa skakmaskin 3x5 min med
TBS-T. Konjugatet grisantiserum (kaninsera med antikroppar mot grisens IgG-
antikroppar) spdddes 1 TBS-T + 2 % mjolkpulver i spddningarna 1:200 och
1:1000. Konjugatet antigliadin spaddes i TBS-T + 2 % mjolkpulver i
spddningarna 1:250, 1:500 och 1:1000. Antigliadinet tillsattes till stripp 1-3 och
grisantiserat till stripp 4-23 (~1 ml/stripp) for att sedan sta pa skakmaskin under
en timme. Stripparna skoljdes dérefter pa skakmaskin 3x5 min med TBS-T och
framkallades sedan med DAB (tva tabletter av vardera sorten till 10 ml destillerat
vatten) under 15 min i rumstemperatur. Stripp 1, 2 och 3 med antigliadin var
utsmetat och hade ej distinkta band. Detta kan bero pa att gliadinet var en
rafraktion och inte tillrdckligt framrenat. Gris nr 9 hade ett distinkt band pa 40
kDa. Ovriga grisar visade ocksd proteinband men hir var bakgrunden morkare
och banden svarare att avlésa.

Tabell 2. Spiidningsserie for grissera fran grupp X samt grisar provtagna den 25/9

Strip | Gris Spiddning | Méingd sera | Miangd TBS- | Grisantiserum
p T spadning
1 Antigliadin | 1:250

2 Antigliadin | 1:500

3 Antigliadin | 1:1000

4 9 (X) 1:25 32 768 1:200
5 9 (X) 1:25 32 768 1:1000
6 9 (X) 1:100 8 792 1:200
7 9 (X) 1:100 8 792 1:1000
8 1 (25/9) 1:25 32 768 1:200
9 1 (25/9) 1:25 32 768 1:1000
10 1 (25/9) 1:100 8 792 1:200
11 1 (25/9) 1:100 8 792 1:1000
12 2 (25/9) 1:25 32 768 1:200
13 2 (25/9) 1:25 32 768 1:1000
14 2 (25/9) 1:100 8 792 1:200
15 2 (25/9) 1:100 8 792 1:1000
16 3 (25/9) 1:25 32 768 1:200
17 3 (25/9) 1:25 32 768 1:1000
18 3 (25/9) 1:100 8 792 1:200
19 3 (25/9) 1:100 8 792 1:1000
20 4 (25/9) 1:25 32 768 1:200
21 4 (25/9) 1:25 32 768 1:1000
22 4 (25/9) 1:100 8 792 1:200
23 4 (25/9) 1:100 8 792 1:1000
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Nytt forsok med soja utfordes med tva brunnar innehallande gliadin (extraherat i
etanol) och Ovriga brunnar innehallande soja. Tva geler gots dér brunn 2 och 3
inneholl gliadin spadd 1:2 1 SDSx2 och dér soja sattes till brunn 4-10. Elektrofores
kordes 1 50 min, dérefter transferering 45 min 300 mA.

Membranen Kklipptes 1 stripp efter brunnarnas storlek, totalt 9 stycken per
membran.

Sera fran grisar provtagna den 25/10 grupp A och B tillreddes i tva spadningar,
1:25 och 1:100 (Tabell 3 och 4). Spiadningsvitskan bestod av TBS-T + 2 %
mjolkpulver.

Serumspidningarna tillsattes till stripp 3-9 och fick sta pa skakmaskin i
rumstemperatur en timme. Strippen skoljdes sedan pa skakmaskin 3x5 min med
TBS-T. Konjugatet grisantiserum spidddes 1 TBS-T + 2 % mjolkpulver 1:500 och
konjugatet antigliadin spaddes i TBS-T + 2 % mjolkpulver 1:250 och 1:500.
Antigliadinet tillsattes till stripp 1-2 och svinantiserat till stripp 3-9 (~1 ml/stripp)
for att sedan std pa skakmaskin under en timme. Strippen skoljdes sedan pa
skakmaskin 3x5 min med TBS-T. Strippen framkallades sedan med DAB (tva
tabletter av vardera sorten till 10 ml destillerat vatten) under 15 min i
rumstemperatur.

Gliadinet firgades in av antigliadinet och detta visar att testet fungerade (Figur 6).

e | ' - g i Y 8| g

Figur 6. Grisar fran 25/10 med gliadin pa forsta tva strippen
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Tabell 3. Spiidningsserie for grissera fran grisar provtagna den 25/10

Stripp | Gris (25/10) |Spiddning |Mingd | Miingd Grisantiserum
sera TBS-T spidning

1 Antigliadin | 1:250

2 Antigliadin | 1:500

3 10A 1:25 32 768 1:500
4 10A 1:100 8 792 1:500
5 13A 1:25 32 768 1:500
6 13A 1:100 8 792 1:500
7 14A 1:25 32 768 1:500
8 14A 1:100 8 792 1:500
9 15A 1:25 32 768 1:500

Tabell 4. Spdidningsserie for grissera fran grupp X samt grisar provtagna den 25/10

Stripp | Gris (25/10) |Spadning |Maiangd | Mingd Grisantiserum
sera TBS-T spidning

1 Antigliadin | 1:250

2 Antigliadin | 1:500

3 15 (X) 1:25 32 768 1:500

4 15 (X) 1:100 8 792 1:500

5 14B 1:25 32 768 1:500

6 14B 1:100 8 792 1:500

7 15B 1:25 32 768 1:500

8 15B 1:100 8 792 1:500

9 16B 1:25 32 768 1:500

Fyra nya geler med en stor kam gots och soja spiadd 1:2 1 SDSx2 tillsattes till de
stora brunnarna. Elektrofores kordes i 50 min 200 V, direfter transferering 45 min
300 mA till membran. Sera fran grisar provtagna 25/9, 25/10 grupp A och B,
grupp Y och grupp X tillsattes till klippta stripps med gris 15 B som positiv
kontroll och gris 16B som negativ kontroll (Tabell 5-8). Grisserat spaddes 1:25
med TBS-T + 2 % mjolkpulver. Strippen med serumspidningarna fick sta pa
skakmaskin i rumstemperatur en timme. Strippen skoljdes sedan pa skakmaskin
3x5 min med TBS-T. Konjugatet grisantiserum spaddes 1:500 i TBS-T + 2 %
mjolkpulver och tillsattes till strippen (~1 ml/stripp) for att sedan std pa
skakmaskin under en timme. Strippen skoljdes direfter pa skakmaskin 3x5 min
med TBS-T.

Strippen framkallades med DAB (tva tabletter av vardera sorten till 10 ml
destillerat vatten) under 15 min i rumstemperatur. (Figur 7 och 8)
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Figur 8. Grisar provtagna den 25/10 ur grupp A samt tre grisar fran grupp X (stripp 12-

14)
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Tabell 5. Spiidningsserie for grissera fran grisar provtagna den 25/9

5/10

Stripp | Gris (25/9) Spédning sera | Grisantiserum
spidning

1 15 B (25/10) pos kontroll |1:25 1:500

2 16 B (25/10) neg kontroll |1:25 1:500

3 2 1:25 1:500

4 3 1:25 1:500

5 4 1:25 1:500

6 5 1:25 1:500

7 7 1:25 1:500

8 8 1:25 1:500

9 9 1:25 1:500

10 12 1:25 1:500

11 13 1:25 1:500

12 14 1:25 1:500

13 18 1:25 1:500

14 19 1:25 1:500

15 20 1:25 1:500

16 26 1:25 1:500

17 24 1:25 1:500

18 27 1:25 1:500

19 28 1:25 1:500

20 29 1:25 1:500

21 32 1:25 1:500

22 35 1:25 1:500
Tabell 6. Spiidningsserie for grissera fran grupp X samt grisar provtagna den 2
Stripp | Gris (25/10) Spédning sera | Grisantiserum

spidning

1 1A 1:25 1:500

2 2A 1:25 1:500

3 4A 1:25 1:500

4 8A 1:25 1:500

5 9A 1:25 1:500

6 11A 1:25 1:500

7 12A 1:25 1:500

8 16A 1:25 1:500

9 17A 1:25 1:500

10 18A 1:25 1:500

11 20A 1:25 1:500

12 9 (X) 1:25 1:500

13 15 (X) 1:25 1:500

14 18 (X) 1:25 1:500
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Tabell 7. Spiidningsserie for grissera fran grisar provtagna den 25/10

Stripp Gris (25/10) Spéddning sera | Grisantiserum
spidning

1 1B 1:25 1:500

2 2B 1:25 1:500

3 5B 1:25 1:500

4 6B 1:25 1:500

5 7B 1:25 1:500

6 8B 1:25 1:500

7 9B 1:25 1:500

8 11B 1:25 1:500

9 12B 1:25 1:500

10 15B 1:25 1:500

11 15B 1:25 1:500

12 17B 1:25 1:500

13 19B 1:25 1:500

14 20B 1:25 1:500
Tabell 8. Spiidningsserie for grissera fran grupp Y

Stripp Gris (Y) Spéadning sera | Grisantiserum

spadning

1 1 1:25 1:500

2 2 1:25 1:500

3 3 1:25 1:500

4 4 1:25 1:500

5 5 1:25 1:500

16 15B (25/10) pos | 1:25 1:500

kontroll
17 16B (25/10) neg | 1:25 1:500

kontroll
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RESULTAT OCH DISKUSSION

Agar gel immunodiffusion test

Det inledande forsoket med agar gel immunodiffusion test var negativt pa alla
satta prover fran soja, vete, korn och havre. Da testet inte hade nagon positiv
kontroll var det svart att utviardera om resultatet berodde pa metodfel eller om det
inte fanns nagra antikroppar att detektera. Senare utférda forsok med immunblott
visar att det faktiskt fanns antikroppar i sera fran manga av de provtagna grisarna.
Mojlig orsak till det falskt negativa resultatet skulle kunna vara att gelen inte var
optimal for antikropparna att vandra i. Denna forklaring dr dock inte sa sannolik
eftersom testen fungerar nir den anvéinds vid annan diagnostik av antikroppar av
motsvarande storlekar. En annan tinkbar orsak &r att antigenerna inte funnits i
tillrackligt hog koncentration i de extraherade proteinfraktionerna eller att de inte
har kunnat vandra i gelen. Orsakerna gick inte att utvérdera i det hir forsoket.

Immunoblott

Serumprover fran den 25/9 sattes till stripp innehallande inkopt gliadin. Som
kontroll for att se att testet fungerade sattes antigliadin till tre av strippen. Vid
framkallning var strippen med antigliadin utsmetade och morka i fargen. Detta
kan bero pa att gliadinet var en rafraktion och inte tillriackligt framrenat. Fyra
serumprover fran grisar provtagna den 25/9 undersoktes och alla visade svaga
band vid storlekarna 45, 32 och 25 kDa. Bakgrunden var #dven hir relativt
morkfiargad och strippen blev svara att avldsa. Den unga grisen X nr 9 hade ett
distinkt tydligt band vid 45 kDa. Detta tyder pa att antikroppar mot gluten faktiskt
kan 6verforas via ramjolken.

Nytt forsok pa soja utfordes dir serumprover sattes fran grisar provtagna den 25/9
samt den 25/10 (Tabell 9). Totalt 20 prover sattes fran den 25/9 och av dessa var
det endast en gris som visade reaktion vid proteinstorlek 48 kDa. Resterande
grisar saknade antikroppar. 15 prover fran den 25/10 fran grupp A och 15 prover
fran grupp B analyserades och dir sags en tydlig skillnad mellan grupperna (figur
9). Grisar ur grupp A hade utvecklat totalt 37 band vid olika proteinstorlekar (20,
28, 45, 46, 47, 48, 50 kDa) medan grisar ur grupp B hade utvecklat endast 18
band vid olika proteinstorlekar (20, 28, 45, 46, 47 kDa).

14 -
12
10
8 @ Grupp A 15 grisar
6 - m Grupp B 15 grisar

Antal band

20 28 45 46 47 48 50
Storlek kDa

Figur 9. Jimforelse mellan antalet proteinband hos grupp A och B provtagna den 25/10
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Tabell 9. Resultat fran immunoblott fran grisar provtagna 25/9, 25/10 grupp A, 25/10
grupp B

Box 25/9 Band |25/10 Band (kDa)
Provror nr | (kDa) |Provror nr

330:1 1A 20 och svag 45, 46, 47, 50

330:2 2A Liten méngd kvar

330:3 3A 20 och svag 28, 45, 47

330:4 3 blank |4A 20

330:5 SA Blod

331:6 6A Slut

331:7 14 blank |7A Slut

331:8 8A 20 och svag 45, 47

331:9 9A svag 45, 46, 47

331:10 10A 20 och svag 28, 48

332:11 |32 blank |11A svag 47 och 50

332:12 |12 blank |12A Blank

332:13 |24 blank |13A svag 20 och 28

332:14 14A 20 och 28

332:15 15A svag 20

333:16 |9 blank |16A svag 20

333 17A svag 20, 28, 45, 46, 47

333:18 18A svag 20, 45, 47

333:19 |4 blank |19A Saknas

333 20A svag 20 och 28

312:1 1B 20

312:2 19 blank |2B svag 20

312:3 20 48 3B Saknas

312:4 7 blank |4B Slut

312:5 29 blank |5B svag 28

312:6 6B stark 20

312:7 B svag 28

312:8 13 blank |8B Blank

312:9 35 blank |9B 20 och 28 och 47

312:10 10B Saknas

311:11 11B svaga 45, 46 47

311:12 |8 blank |12B 20 och svag 28

311:13 |2 blank |13B Slut

311:14 |27 blank |14B 20

311:15 |26 blank |15B 20 och 28

310:16 |28 blank |16B Blank

310:17 17B svag 20

310:19 |5 blank |19B 20

310:20 18 blank |20B Blank

26



Grupp A hade fatt det konventionella sojafodret medan grupp B utfodrats med
processad soja dir innehéllet av antigena substanser minimerats. Den processade
sojan tycks ddarmed vara skonsammare for grisen och inte stimulera till lika hog
antikroppsbildning som den oprocessade sojan.

Grisarna provtagna den 25/9 visade ingen antikroppsbildning mot soja men fyra
veckor senare efter utfodring med soja hade de flesta av grisarna bildat
antikroppar, framfor allt i gruppen som fatt oprocessad soja. Nagon negativ
inverkan pa tillvixten genom att anvidnda oprocessad soja jamfort med processad
kunde inte pavisas. En negativ effekt nidr det gidller foderatgangen
(foderomvandlingsférmagan) kan dock inte helt uteslutas eftersom foderatgangen
inte registrerades i forsoket. Det dr vil kint att mycket energi atgar nér
immunsystemet skall producera immunoglobuliner. Man kan darfor inte utesluta
att foderatgangen varit storre i gruppen som fatt oprocessad soja.

Tre unga grisar fran den “negativa kontrollen” grupp X undersoktes avseende
antikroppar mot soja och tva av dessa visade band med storleken 28 kDa (Tabell
10). Detta tyder pa att antikropparna overforts via ramjolken fran suggan. De
maternala antikropparna kvarstar men avtar normalt fram till avvénjningen och
under nagon vecka till. Grisarna som provtogs den 25/9 var ca 7 veckor gamla och
de maternala antikropparna bor ha minskat kraftigt eller helt forsvunnit hos dessa.
Det #r dirfor logiskt att antikroppar mot soja inte kunde pavisas hos dessa grisar.

Tabell 10. Resultat immunoblott kontrollgrisar

Grupp X Band (kDa)
9 blank

15 28

18 28

De fem grisarna som ingatt i ett infektionsforsok med E. coli och B.
hyodysenteriae visade alla antikroppsbildning mot soja (Tabell 11).
Proteinbanden lag pa storlekarna 10, 20, 47, 49 och 50 kDa. Dessa grisar saknade
helt antikroppar mot band vid storleken 28 kDa, nagot som faktiskt hittades bade
hos grisarna provtagna den 25/10 grupp A och B samt hos tva av kontrollgrisarna.

Tabell 11. Resultat immunoblott grupp Y

Gris nr Band (kDa)

1 svag 20, 47, 49, 50
2 svag 10, 47, 49, 50
3 svag 49

4 svag 49, 50

5

svag 20, 49, 50

Soja innehaller proteiner av flera storlekar varav glycinin dr mycket stort, ca 350
kDa. Vid gjutning av gel och separation av proteinbanden kunde bara proteiner
med storleken 175 kDa och mindre analyseras. Detta skulle kunna betyda att ett
av sojans huvudproteiner inte kom med pa gelen och dirfor inte kunde undersokas
avseende antikroppar hos grisarna. Troligen har glycininet delats upp i dess
mindre subenheter pa 45, 38 och 22 kDa. Grisarna som undersoktes hade band vid
storlekarna 45 och 20 kDa och detta tyder pa att glycininet faktiskt var uppdelat i
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subenheter. Huruvida glycininet delades upp eller inte var dock svart att utvirdera
1 forsoket.

Forslag till nya forsok

Undersokningarna visar att tekniken SDS-PAGE och immunoblott dr en vl
ldimpad metod for att undersoka om grisar reagerar immunologiskt mot
fodermedel. Denna teknik skulle dirfor kunna anvédndas for att kontrollera
lampligheten av ett foder som ges till grisar. I litteraturen beskrivs ett antal forsok
med soja och dess effekter pa immunsystemet och magtarmkanalen, men nér det
giller de olika sddesslagen finns mycket lite publicerat inom omradet. Studier
behovs for att undersoka om ett okat antikroppssvar ger en positiv eller negativ
inverkan pa grisens hilsa och tillviaxt. En studie finns utférd diar man undersokte
effekten av genistein (en isoflavon som finns i stor médngd i soja) pa grisar som
inokulerats med PRRS virus. Grisarna delades in i grupper och fodrades med
olika koncentrationer av genistein (0, 200, 400 och 800 ppm). Fran avvinjning till
inokulation (19 dagar) minskade viktuppgang och foderintag linjart med 6kande
koncentrationer genistein. Efter inokulationen resulterade dock en okad mingd
utfodrad genistein 1 en linjdrt minskad serumkoncentration av viruset. Detta ledde
till att kroppsvikten under faser med hog viremi 6kade nér det dietdra genisteinet
okade (Greiner et al., 2001). Studien visar alltsa att utfodring med genistein okar
grisens motstandskraft mot att infekteras och inhiberar virusreplikation. Den lidgre
nivan av virusinfektion hos grisarna som fatt genistein resulterade i okad tillvixt
och hogre foderintag. Genistein tycks didrmed ha en positiv inverkan pa
immunforsvaret. Tillvixten minskade dock innan inokuleringen med PRRS virus.
Andra undersokningar visar ocksa att utfodring med soja jimfoért med andra
proteinkéllor gav en ligre tillvédxt och kortare tarmvilli (Friesen et al., 1993; Li et
al., 1991).

En framtida studie skulle kunna inriktas pa att jamfora “pellegrisar” med friska
grisar fran samma box avseende antikroppar mot gluten och andra
spannmalsproteiner samt soja. Det vore intressant att se om de klenvixta grisarna
och grisar som har haft diarré har en hogre forekomst av antikroppar mot fodret
jamfort med de friska grisarna.

For att undersoka om en Okad antikroppsbildning hos grisen medfér nagra
negativa effekter pa gastrointestinalkanalen vore det dven intressant att ta biopsier
fran tarmen. Man skulle da kunna se om ett kat antikroppssvar ger upphov till
forandringar i1 tarmvéaggen. Studier finns som visar att soja kan ha en negativ
inverkan pa grisars tarmvillih6jd (Li et al., 1991) vilket i sin tur kan leda till simre
ndringsupptag och lagre tillvixt.

Proteinextraktionerna fran AGID-testet fick sta i kylskap under nagra veckor i
vintan testet med immunoblott. Detta ledde till bakterievdxt 1 proverna
innehallande albumin, globulin och gliadin som dialyserats. Tiden medgav inte att
gora nya proteinextraktioner, men det vore intressant att i framtiden undersoka om
antikroppsbildning sker dven mot dessa proteiner. Indikationer pa att sa dr fallet
finns da proteinband kunde ses vid immunoblott av inkopt gliadin. Detta gliadin
var dock daligt framrenat och gjorde testet svart att avlidsa efter framkallning.
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Sammanfattning

SDS-PAGE och immunoblott dr en metod som ldmpar sig vél for att detektera
antikroppar hos grisar mot soja.

Antikroppar mot soja kan 6verforas via ramjolken

Maternala antikroppar mot soja avtar efter nagra veckor men nya antikroppar
utvecklas nér grisen utfodras med soja

Vissa grisar utvecklar antikroppar dven mot gliadin i vete

AGID som metod fungerar ej sasom den anvints hér for att detektera antikroppar
mot soja
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ORDLISTA

AGID - Agar Gel Immunodiffusion Test

ETEC - Entero Toxisk Escherichia Coli

GMO - Genetiskt Modifierade Organismer

Ig - Immunoglobulin

kDa — Kilodalton

PMWS — Postweaning Multisystemic Waisting Syndrome

PRRS - Porcine Reproductive Respiratory Syndrome

SDS-PAGE - Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis
SPF-grisar — Specific Pathogen Free-grisar

TBS-T — Tris Buffered Salene Tween
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