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Ordlista

Annealing: Ogonblicket i PCR-processen di primrarna fister in pa ritt stille pA DNA-
strangen.

Baspar: De tva kompletterande nukleotider som tillsammans utgor byggstenarna i den dubbla
DNA-strangens uppbyggnad. Basparen ar alltid A-T eller C-G.

Borstbrdm: Tarmcellernas cellvigg ut mot tarmlumen (hélrummet) som bestdr av
mikrovillistrukturer (cytoplasmatiska utskott i riklig mangd).

Denaturering: De dubbla DNAstrdngarna virms upp sé pass att de separerar till enkelstringat
DNA.

DNA: Deoxyribonukleinsyra, de molekyler som det genetiska materialet i cellerna &r
uppbyggt av.

Elongering: Enzymet (Polymeras) bygger med utgdngspunkt fran de infésta primrarna upp en
ny DNA-sekvens med den befintliga DNAstrangen som mall.

Faeces: avforing

GLS: (Gel Loading Solution) Férg plus glycerin som blandas med den firdiga PCR-
produkten innan elektrofores, sa att man kan se nir provet har vandrat tillrackligt langt 1
agarosgelen. Glycerin &r tungt vilket gor att proverna lagger sig i bottnen av gelens brunnar.

In vivo: Latin som betyder “i livet”, d v s i det levande djuret.

In vitro: Latin som betyder i glaset”, d v s under laboratoriska forhéllanden, ej i den levande
kroppen.

Lamda (A)-stege: En 16sning innehallande konstgjort DNA i flera kidnda varierande storlekar,
sd att en jamforelse mellan lamda-stegen och proverna (i agarosgelen) kan bestimma
storleken pd DNA-fragmenten i proverna.

Lysering: Cellviggar i celler och bakterier bryts isér.

Mastermix: Den totala mingden 16sning i vilken PCR-processen ska dga rum. I mastermixen
ingar bland annat nukleotider, primrar och reaktionsenzym. Mastermixen fordelas sedan i lika
mingd till varje PCR-ror (i detta fall 23-24 pl per ror) innan templatet tillsétts.

Nedstroms: (om DNA och primer) Byggstenarna i enkelstrangat DNA 4dr sammanfogade pa
sd vis att en uppbyggnad alltid sker i en viss riktning. I den dubbelstringade DNA-molekylen
gar de bada stringarnas riktning tvdrs emot varandra. DNA-fragmentet som ska anrikas
byggs darfor upp medstroms med utgangspunkt fran en primer uppstrdms om det utvalda
DNAfragmentet pa “ritt” strdng, och motstroms (bak och fram” med utgdngspunkt frén den
andra primern nedstréms om det utvalda DNAfragmentet pa den komplimentdra stringen
(efter det att de bada stringarna har separerat fran varandra och primrarna har fést in).



Nukleotider: De fyra byggstenar som bygger upp en enkel DNA-strdng. De bestar forutom av
deoxyribos (ett socker), och fosfat, av baserna adenin (A), tymidin (T), cytosin (C), och
guanin (G).

PCR: Polymerase chain reaktion, en anrikningsprocess av ett utvalt DNAfragment med hjélp
av ett varmetaligt enzym.

Pellet: Den fasta fas bestadende av tyngre partiklar som bildas ldngst ner i centrifugeringsroret
efter centrifugering av en 16sning/suspension.

Pleomorf: Férekomma i olika former.

Prevalens: Andelen sjuka (i en specifik sjukdom) i en viss population vid en viss tidpunkt.
Sekvensering: Att ta reda pd DNAs uppbyggnad baspar for baspar. Tillvigagéngsséttet &r
mycket forenklat att en mindre miangd defekta och méarkta nukleotider finns med i en i dvrigt
normal mastermix, vilket gor att uppbyggnaden av DNA under PCR-process stannar vid en
sadan nukleotid. Detta gor att DNA-fragment av olika ldngd bildas, och vandrar olika lngt i
gelen under elektrofores. Eftersom de defekta nukleotiderna dr mérkta kan man avlisa vilken
sorts nukleotid varje DNA-fragment av olika ldngd innehaller.

Sensitivitet: proportionen korrekt identifierade positiva prov.

Specificitet: proportionen korrekt identifierade negativa prov.

Supernatant: Vétskefasen som finns ovanfor pelleterat material i centrifugeringsroret efter
centrifugering av en 16sning/suspension.

Suspension: Vitska innehéllande uppslammade partiklar.

Templat: Det DNA-material som dr mall for uppbyggandet av PCR-processat DNA. I det har
arbetet utgors det av 1ul av det preparerade provet.

Tillvaxtgris: avvanda smagrisar (dldre &dn fyra veckor) som fortfarande inte formedlats till
slaktsvinsuppfodning, vilket sker vid ungeféar 25-30 kg.

Uppstroms: Se nedstroms.
Vortex: Skaka, vibrera.

Virdspecificitet: De djurarter som bakterien kan kolonisera. Bred virdspecificitet; ménga
arter kan drabbas, smal vardspecificitet; endast en / ett fatal arter drabbas.



Utvirdering av provtagningsteknik med tops vid diagnostik
av Lawsonia intracellularis hos tillvaxtgrisar.

Abstract

Lawsonia intracellularis is an important pathogen in the intestine, causing diarrhea and
retarded (or poor) growth in pigs.

Diagnostics is based on sampling of small amounts of faeces. Several publicated scientific
papers mention the use of faecal swabs as sampling material for diagnosis in experiments and
in prevalence studies. Therefore the need of an evaluation of this sampling technique is
urgent since, to our knowledge, this has not previously been done. Here reported work
compare the use of rectal swabs for feacal sampling, with sampling and analysis of 0.1-0.2
gram of faeces.

The studie included twelve herds with a case history of earlier or ongoing problems with
diarrhoea where Lawsonia intracellularis could be suspected as the causative agent. A total
of 120 growing pigs where examined. This work aims to more precisely define the sensibility
of these sampling methods.

Material collected with rectal swabs and prepared by boiling lysate where compared with
faeces prepared by boiling lysate or a commercial sampling preparation method (QIAgen).
The results of the PCR analysis show that swabs is less suitable for the use in diagnosis in
individuals, or prevalence studies with sampling from animals without symptoms. If the swab
is used at the right time, and on several animals in the same outbreak, with the clinic
suspicion of Lawsonia intracellularis, the sampling technique can be used with greater
accuracy to diagnose the bacteria.

Sammanfattning

Lawsonia intracellularis ir en viktig tarmpatogen som orsakar diarréer och tillvaxtstorningar
hos gris.

Nuvarande diagnostik dr baserad pa insamlandet av en liten méngd faeces. En hel del
publicerade forskningsrapporter nimner att tops har anvints som analysmaterial vid diagnos i
forskningsforsok och prevalensstudier. Detta aktualiserar behovet av en utvdrdering av
provtagningstekniken, eftersom savitt vi vet, ingen saddan undersékning har gjorts tidigare.
Hér redovisat arbete har jamfort provtagning av faeces med hjilp av tops gentemot den
nuvarande provtagningen, dir 0,1-0,2 gram faeces utgor provmaterialet. Forsoket omfattade
tolv gardar med tidigare och/eller nuvarande diarréproblem och med misstanke om infektion
med Lawsonia intracellularis. Sammanlagt provtogs 120 tillvaxtgrisar. Arbetet syftar till att
ndrmare bestimma provtagningsteknikens kénslighet.

Prover tagna med tops och preparerade med koklysat jamfordes med faecesprover
preparerade med koklysat eller ett kommersiellt kit, QIAgen. De preparerade proverna
analyserades direfter med PCR. Resultaten visar att tops ar mindre ldmpliga for individuell
diagnostik pa enstaka djur, eller vid prevalensstudier med provtagning av symtomlésa
individer. Anvénds provtagningsmetoden vid rétt tidpunkt, d v s pa ett flertal insjuknande
djur med den kliniska misstanken Lawsonia intracellularis, kan provtagningsmetoden med
storre sdkerhet anvindas for att diagnosticera bakterien.



Inledning

Bakterien Lawsonia intracellularis orsakar enteriter hos ett flertal djurslag, men ar vanligast
och mest undersokt hos gris. Sjukdomen gar under bendmningen porcin proliferativ enterit
(PPE). De skador som den intracelluldra tarmpatogenen orsakar resulterar i diarréer och
tillvaxtstorningar hos unga grisar (10). Sjukdomen orsakar stora ekonomiska forluster for
svinnidringen (3, 8) och ett avsevirt lidande for djuren. En forutséttning for att kunna utféra
adekvata atgardsprogram &r en vél fungerande diagnostik, och for narvarande pagéar pa SLU
ett projekt for att utveckla och utvdrdera en enkel och kénslig rutindiagnostik. I det hir
arbetet utvédrderas provtagning med tops, och jdmfors med de metoder som for nédrvarande
anvénds vid rutindiagnostik.

Eftersom Lawsonia intracellularis r mycket svarodlad och endast kan odlas i speciella
cellkulturer (10) baseras nuvarande diagnostik pa insamlandet av en sockerbits-stor méngd
faeces som analyseras med PCR. En enklare provtagningsmetod vore provtagning med tops
vilken d&ven kan anvéndas for pavisande av odlingsbara tarmpatogener.

I ménga forsok med experimentellt utforda smittodverforingar, och i artiklar om prevalensen
av sjukdomen, ndmns att provtagning skett med tops (5, 12, 14, 20, 24), men savitt vi vet
finns inga resultat publicerade som redovisar kinslighet eller sdkerhet hos denna metod. Det
ar darfor viktigt att genomfora en utvirdering av provtagningsmetoden.

Historik

Redan 1931 beskrevs en proliferativ enterit som var experimentellt éverforbar till andra
grisar. Detta experiment upprepades sedan inte forrdn pa 70-talet, d& forskningen runt
sjukdomen tog ny fart (17). Sma bojda stavformade bakterier kunde ses intracellulért i de
forandrade kryptcellerna i tarmen. Till att borja med trodde man att sjukdomen orsakades av
Campylobacter, eftersom olika arter av dessa ofta kunde isoleras fran skadorna. De
intracelluldira mikroorganismer som kunde iakttas var dessutom morfologiskt lika
Campylobacter (17). Experiment utfordes darfor dir man utan framgéng forsokte
aterinfektera grisar med olika Campylobacter som odlats fram frén sjuka grisar. Detta ledde
till att ménga nya sorters Campylobacter uppticktes och klassificerades. Nir experimentella
infektioner med dessa Campylobacter inte resulterade i PPE stirktes misstankarna om att den
intracelluldra mikroorganismen var skiljd fran tidigare kdnda arter av Campylobacter, och
den kom att kallas ”Camylobacter-like organism”(CLO) eller “intracellular organism”
(10)(17).

Senare (1993) kom den att f& namnet lleal symbiont intracellularis ( 16), da dess 16S rDNA
sekvenserats och man konstaterat att den ndrmast var beslidktad med den sulfatreducerande
proteobakterien Desulfovibrio desulfuricans som hade till 91% Overensstimmande 16S
rDNA (6). Organismen doptes 1995 om till Lawsonia intracellularis. Flera skillnader hade d&
upptickts mellan den intracelluldra bakterien och Desulfovibrio-familjen. En nirmare
slakting, humanpatogenen Bilophila wadsworthia hade hittats (16S rDNA-Gverensstimmelse
till 92 %). Denna anaeroba tarmbakterie hittas i avforingen hos 50 % av friska ménniskor,
men har dven isolerats i skrotumabcesser, pleuravitska, ledvétska och blod, samt gangrandsa
blindtarmsinflammationer (4, 23).

Efter sekvensering av16S rDNA, har bakterien placerats i fylum Proteobacteria, klass Delta,
ordning Desulfovibrionales, Familj Desulfovibrionaceae, med eget genus (17, 18).

Bakterien

Den intracelluldra mikroorganismen har som tidigare ndmnts hittats hos ett stort antal
djurslag som till exempel hamster (6, 17), ratta (17), iller (6), rév (6), kanin (17), hjort (17),
struts (17), emu (17), hiast (17) och makaker (13). En jamforelse mellan intracelluldra



organismer hittade i anslutning till PPE-liknande tarmfordndringar hos hamster, iller, kanin,
hjort, struts och hidst visade en 16S rDNA-sldktskap pa over 98 % (17). Hittills har ingen
smitta rapporterats pd ménniska (13).

Infekterade celler mognar inte pa normalt sétt och delar sig ofta, vilket far till foljd att en
smittad tarmcell snabbt resulterar i flera smittade celler utan att nagon extracelluldr passage
av bakterien behover ske. Den snabba delningshastigheten ger en snabb tillvéxt av omogna
kryptceller, vilket &r orsaken till de makroskopiska och mikroskopiska fordndringar som
upptrader i tarmen (17).

Den kénda smittviagen ar fekal-oral (3) men eftersom utbrott beskrivits hos SPF-beséttningar
(2, 5), kan dven okénda smittvigar finnas kvar att upptécka.

De intracelluldra mikroorganismerna aterfinns fritt i tarmepitelets apikala cytoplasma, dir de
ar jamnt fordelade under borstbrdmen. Bakterien delar sig fritt i cytoplasman. Den dr en
gramnegativ, microaerofil, pleomorf stav, varierande bdjd, med avsmalnande dndar. Den ar
ungefir 1,5 pm lang och 0,35 pm bred, och syrafast vid fargning med Ziehl-Nielsen (17).

Klinik

Bakterien dr spridd i grisbeséttningar dver hela vérlden. 1 en studie gjord i Tyskland,
Nederldnderna och Belgien visade sig drygt 50% av besdttningarna ha antikroppar mot
Lawsonia intracellularis (21). 1 Sverige hérbdrgerar ungefir 48 % av Sveriges
svinbeséttningar bakterien, berédknat pa individer som utsondrar bakterien i avforingen (9).

I en nyinfekterad beséttning berdknas ungefar 12-50 % av djuren insjukna i den akuta formen
(PHE, se nedan)(22). I redan nedsmittade beséttningar dr frekvensen ungefdr den samma,
30% (9), men sjukdomsforloppet dr av en mildare och mer kronisk karaktéir (PIA, se nedan)
(22).

Grisarna verkar vara mest kéinsliga for infektion mellan sex och 20 veckors alder. Yngre
grisar brukar drabbas mildare &n de dldre. I de beséttningar dar mikroorganismen ar etablerad
forekommer oftast en mer kronisk symtombild med sdmre tillvéxt, fler ”pellar”, och mindre
allvarliga diarréutbrott. Enstaka individer utvecklar kraftigare symtom, och dddligheten kan
vara lite forhojd (26).

Kommer bakterien in i en tidigare fri besdttning blir sjukdomsforloppet mycket mer
dramatiskt, med allvarliga, ofta blodiga diarréer och med en markbart forhojd dodlighet.
Vartefter immunforsvaret mot bakterien stirks i besdttningen blir utbrotten mildare, och
overgér i en kronisk form (26).

I en besittning med Lawsonia intracellularis-relaterade problem borjar sjukdomsforloppet
ofta hos de kultingar som har vants av och ses som en minskad foderkonsumtion, f6ljt av
diarré i varierande grad (26).

Patologi

PPE brukar delas in i fyra olika former baserat pa tarmens utseende vid obduktion:

Porcin intestinal adenomatos (PIA), som karaktdriseras av en kronisk okomplicerad
proliferation av slemhinnan i framfor allt bakre ileum. De drabbade omradena kan variera
frdn smé noduléra Oar till storre omraden med fortjockat, veckat epitel. Lindrig nekros kan
ibland ses pad sma omréden Over det fortjockade epitelet, och subserosan kan vara 6dematos.
PIA drabbar framst yngre tillvaxtgrisar (17, 22, 25).

Proliferativ haemorrhagisk enterit (PHE), drabbar frimst de lite édldre grisarna, mer &n
fyra manader gamla, eller nyinfekterade beséttningar. Denna akuta form har en mer uttalat
inflammatorisk bild med olika inflammatoriska celler i lamina propria (17). Fortjockningen
av mukosan kan vara négot mindre uttalad, men med intestinala blddningar som verkar
komma fran mukosans underliggande kapillarbadd (17). Férutom blod kan blodkoagel och
fibrinklumpar finnas i tarmlumen. Kraftiga blodningar kan orsaka anemi och akuta dodsfall



hos det drabbade djuret (25). Obducerade djur kan darfér férutom den fordndrade tarmen
uppvisa bleka blodfattiga vivnader (22,25).

Nekrotiserande enterit (NE), anses vara en allvarlig sekundérinfektion av PIA. Den drabbar
enskilda individer, men hos dessa &r mortaliteten hog, dd den som namnet antyder orsakar en
koagulationsnekros av mukosan (17,22).

Regional ileit (RI), anses vara en avldkt form av NE, didr den skadade mukosan ersatts av
granulationsvdvnad, vilket ocksé resulterar i ett fortjockat muskellager 6ver omradet. Andra
infektioner dn de orsakade av Lawsonia intracellularis kan resultera i NE med efterféljande
RI. Vid PPE orsakad RI kan tarmen ha kvar proliferativa omrédden i anslutning till
granulationsvdvnaden (22).

Ovan beskrivna skador hittas framforallt i bakre delen av ileum, men kan &ven sprida sig eller
breda ut sig framforallt ldngre ned i tarmsystemet som blindtarm och tjocktarm. Férdndringar
kan dven ses i fraimre ileum och bakre jejunum (17, 22, 25,26).

Histologi

Den histologiska bilden i de fortjockade tarmomradena vid PIA visar hyperplasi av
kryptornas epitel, dér kryptorna blir djupare och forstorade. De utlinjeras av ihoppackade
omogna epitelceller med hodg delningshastighet och ménga mitoser, samt intracyto-
plasmatiska, smala, bojda, stavformade bakterier, vilka kan infirgas med Warthin-Starry-
fargning (26).

Bégarcellerna dr forsvunna. Omrddena brukar inte uppvisa nagon tydlig infiltration av
inflammatoriska celler (17).

De prolifierande mukosacellerna kan i vissa fall invadera Lamina propria, Mukosa
muskularis (ett tunt muskellager beldget mellan lamina propria och subserosan, som ligger
innanfor det som brukar kallas “tarmens inre muskellager) och till och med den lokala
lymfvivnaden i form av glanduldra strukturer med celler innehallande intracellulédra
mikroorganismer (17).

Vid PHE hittas bakterierna forutom i kryptcellernas cytoplasma dven i makrofager, 10st i
tarmlumen och i lymfvétska. Histologiskt ses dven en kraftig stas av mukosans blodkarl (17).

Diagnostik

Det diagnostiska kriteriet for att faststidlla PPE var tidigare baserat pa paraffininbidddad,
formalinfixerad vdvnad som fargats in med hematoxylin-eosin samt Warthin-Starry silver
fargning. 1 de histologiska snitten syns krypthyperplasi och smala bdjda cytoplasmatiska
organismer apikalt i kryptcellerna (6).

Numera anvdnds PCR 1 allt hogre utstrackning. PCRdiagnostiken har bast kdnslighet nér den
appliceras pa fordndrad tarmvdavnad (8). Dock maste grisen avlivas, vilket dr en nackdel.
Skulle en veterindr komma ut till en gdrd med diarréproblem dér grisar har dott/avlivats kan
en obduktion pa garden snabbt stélla en preliminér diagnos om de specifika forandringarna pa
tarmen hittas, och ett par bitar paverkad tarm kan dels formalinfixeras for histologisk
diagnos, dels skickas for PCR-diagnostik. PCR pé faecesprov ger en nagot sdmre kénslighet
och ett osdkrare resultat dd organismen kan utsondras intermittent (21, 8). Fordelen med
denna provtagning dr att den kan utforas pé levande grisar. Metoden gar darfor bra att
anvéinda for att undersdka om en beséttning med diarréer och tillviaxtstdrningar harbargerar
bakterien. Ett storre antal prover riktat mot djur med sjukdomssymtom ger en storre chans att
pavisa smittan (9).

Serologi dr en metod som ocksad anvinds for att ta reda pd om grisen har utsatts for agens.
Har individen antikroppar har den stott pa mikroorganismen, men den kan antingen vara sjuk,
hiirbirgera bakterien eller ha tillfrisknat frin sjukdomen. Ar individen mycket ung, yngre in
5-6 veckor, kan den ocksé ha kvar maternella antikroppar (8, 14). En gris med nyss utvecklad



diarré har sannolikt inte hunnit utveckla antikroppar. Férdelen med serologi ar &ven hér att
provtagningen kan utforas pa levande individer.

Jamfort med triackprov dr provtagningen krangligare, djuret maste fixeras (stora djur med
brems och sma djur i rygglige, vilket kriver en medarbetare). Sjdlva blodprovstagningen
kraver en viss vana hos den provtagande veterindren eftersom grisars blodkarl ligger mer
dolda av spéck och tjock hud vilket gor att de inte kan palperas eller stasas. De synliga kérlen
pa orat kan anvédndas, men risk finns for hdmatom och andra skador varfor detta bor
undvikas. Savida grisen inte dr nedsovd kravs en dnnu hogre grad av fixering for att halla orat
stilla.

Som tidigare ndmts har inte nagra odlingsforsok pé artificiellt medium lyckats avseende
Lawsonia intracellularis (3, 10, 17), utan odlingar har skett i cellkulturer, t ex speciella ratt-
enterocytlinjer, under 6kat koldioxidtryck (16). Odling av bakterien utfors sillan for diagnos,
utan anvéinds oftare for att rena fram infektionsdugliga bakterier under reinfektions-
experiment (10).

Polymerase Chain Reaction (PCR)

PCR tekniken &r den i nulédget mest anvénda diagnostiska metoden for att pavisa svarodlade
sjukdomsagens. Den har ménga fordelar; det agens man letar efter behover inte odlas, det
behdver inte ens vara levande, bara dess DNA &dr nagorlunda helt. Metoden dr dock vildigt
specifik, den pavisar bara det som efterfragas, jimfort med t ex konventionell odling pé agar
dir flera olika tinkbara agens kan vixa ut. PCR anvinds foljaktligen mest pa
langsamvixande, svartypade, svérodlade eller ej odlingsbara agens, med den riktade
fragestéllningen: finns just den hér / de hér organismerna?

Arbetstimmarna kan vara fler med PCR jimfort med t ex odling. Foérpreparering av proverna
och bearbetning av PCR-produkterna tar flera timmar och utférs i manga fall manuellt. Pa
grund av den snabba uppforokningen pé ca tva-tre timmar kan man dndé ha resultatet fardigt
pa en dag, vilket dr snabbare dn en konventionell odling med efterféljande arbete. Som
exempel kan identifiering av salmonella nimnas, som efter vitalisering, selektering, odling
och antigenidentifiering av underarter tar fem dagar. De preparerade proverna kan sedan
sparas lange 1 fryst tillstand, eftersom endast en liten del av provet anvinds till PCR-
processen.

PCR forutsitter att mikrobens DNA é&r ként, d v s att basparens inbordes ordning ar kartlagd,
i de delar som analyseras.

Vid prepareringen av ett prov infor PCR forsoker man koncentrera och frigora s& mycket av
mikroorganismernas DNA som mojligt genom att plocka bort ovidkommande och for PCR-
processen storande material, samt bryta sonder cellviggar sa att bakteriens DNA blir blottat
(sa kallad lysering). Méanga olika prepareringsmetoder finns utarbetade med olika for- och
nackdelar. Valet av prepareringsmetod beror bland annat pa vilket material provet bestér av.

Vid bearbetning for PCR viljs ett DNAsegment ut som &r cirka 200-500 baspar langt och
vars borjan och slut skiljer sig frdn andra mikroorganismers basparsordning (for att undvika
korsreagens med andra agens). Tva sma mycket korta DNA-kedjor (cirka 20 baspar langa),
primrar, designade for att passa pd varje DNA-strings dnde sitts tillsammans med ett
speciellt enzym (polymeras) till reaktionsmixturen dér en liten méngd preparerat prov ingér.
Enzymet har den egenheten att det med hjélp av 16sa byggstenar”, nukleotider, och med den
ursprungliga DNA-strangen som mall, kan fylla i den komplementéra strang som fattas.

Vid upphettning till 95°C delar sig de dubbelstringade DNA-strangarna (denaturering). Nar
temperaturen sinks till 55°C binder de tvd primrarna till var sin enkel DNAstring
(annealing). Genom att temperaturen hojs till 72°C borjar enzymet binda in nukleotider sa att
en ny dubbelstringad DNAsekvens bildas (elongering).
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Denna cykel upprepas trettio ganger vilket ger en teoretisk anrikning pa ca tusen miljoner
DNAfragment per ursprunglig DNAstring, dock brukar aldrig effektiviteten i varje cykel
vara 100 %.

I figur 1 askadliggors en cykel i PCR-processen.

Ursprungligt DNA

Primer Enzym

‘\
ap
v

Denaturering Annealing vid Elongering vid Den anrikade

av DNA vid 55°C, primrarna 72°C, ny DNA-

95°C féster in DNA-string produkten
bildas

Figur 1. Schematisk beskrivning av en cykel i PCR-processen. Den dubbelstringade DNA-
molekylen sdras (denaturering) till tva enkla strangar som sedan fungerar som mallar for
polymeras-enzymet, sd att nya dubbelstrdngade DNA-molekyler kan bildas.

Vid nested PCR anvénds ett nytt primerpar som féster precis innanfor det stille dir de forsta
primrarna faster p& DNA-fragmenten. En liten méngd av produkten fran den forsta PCR-
reaktionen fors Over till ett nytt reaktionsror med ny mastermix och nya primrar. Sedan
utfores samma PCR-process som vid enkel PCR.

Risken for kontamination 6kar nir PCR-produkten fran den enkla PCR-processen tillsitts,
eftersom DNA i positiva prover har uppforokats till miljontals sma DNA-fragment som 1att
sprids med aerosol under hanteringen nér locken till reaktionsréren oppnas. Denna dkade
kontaminationsrisk dr anledningen till att man vill undvika nested PCR i rutindiagnostiken
(8).

Nér PCR-processen upprepas resulterar detta i en fornyad exponentiell anrikning av PCR-
produkter (6kad kénslighet), samt en 6kad specificitet eftersom risken att ndgon annan DNA-
sekvens dn den Onskade anrikas minskar ndr fyra DNA-specifika primrar har anvints. En
ytterligare fordel ar att delvis inhiberade prover som har for fA PCR-produkter for att kunna
avldsas i enkel PCR, blir ytterligare anrikade. Figur 2 visar schematiskt platserna for de olika
primrarna pa mikroorganismens DNA.
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Primer A Primer C Primer D Primer B
enkel PCR nested PCR nested PCR enkel PCR

\ -
- v

Figur 2. Schematisk skiss over primrarnas platser pd den utvalda DNA-sekvens som ska
anrikas vid enkel och nested PCR.

De fardiga PCR-produkterna analyseras genom att de far vandra i en agarosgel i ett elektriskt
spanningsfalt (elektrofores). En liten mingd av den fiardiga PCR-produkten sitts till den
fardiggjutna gelens brunnar tillsammans med en farg (GLS) som synliggdr provet. Formen
med gel dr da nedsénkt i en elforesvagga vars buffert precis ticker gelen. Nir spanningen
sétts pa i bufferten vandrar de negativt laddade DNA-fragmenten mot den positiva polen.
Elektroforesen avbryts nédr proverna vandrat tillrdckligt langt i gelen, darefter laggs gelen i ett
etidiumbromidbad for infirgning av DNA. Efter infdrgningen laggs gelen pa ett UV-ljusbord
och fotograferas, de anrikade DNA fragmenten av samma storlek har vandrat lika langt i
gelen och syns som ett ljust band. Bandens storlek uppskattas genom jamforelse med en
markor, s kallad A-stege, som bestar av konstgjorda DNA-molekyler i kénda, varierande
langder. Figur 3 visar en schematisk skiss dver olika resultat i en agarosgel.

Inhibition

Ibland fungerar inte anrikningen i PCR-processen. Inhibitionen kan vara fullstindig, dar
ingen uppforokning av DNA-fragment sker 6ver huvud taget, eller delvis, dir de uppforokade
fragmenten ar for fa for att kunna uttydas (27).

PCR-processen kan hdmmas pa olika sitt; det kan naturligtvis bli fel pa sjilva
reaktionsmixturen, t ex att nigon ingrediens saknas, eller dr av dalig kvalité (15).

Flera &mnen som finns i provet kan himma processen, speciellt i biologiskt material, men
manga av dessa dmnen och deras inhibitionsforméga ar fortfarande outforskade. Exempel pa
de fatal inhibitorer som &dr kinda i faeces dr gallsalter och komplexa polysackarider
(sockerarter) (15).

De inhiberande substanserna kan verka pd olika sétt: Lyseringen av cellerna under
prepareringen kan forhindras. Amnena kan inaktivera enzymet (DNA-polymeras), forstora
nukleotidernas struktur eller binda sig till dem sa att de inaktiveras (15, 27).

En av orsakerna till att nested PCR oftare ger resultat pé tidigare delvis inhiberade prover ér
att det sker ett utspadningssteg av det ursprungliga provets inhibitorer samtidigt som DNA
sekvensen har uppforokats sé pass att detektion trots utspddning fortfarande &r majlig (27).

Mimic

Det dr mycket viktigt for validiteten i ett forsok att kunna skilja pa negativa och inhiberade
PCR-resultat, och for det &ndamaélet anvdnds en mimic som intern kontroll (7).

En mimic 4r en DNA sekvens vars uppbyggnad skiljer sig kraftigt frin den utvalda sekvensen
hos mikroorganismen, med undantag av platsen for primrarna lingst ut i &ndarna, som &r
identiska. Mimicens DNA-sekvens ska vara ldngre &n mikroorganismens, sé att de kan skiljas
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fran varandra efter vandringen i elektroforesen. Méngden mimicmolekyler skall vara samma
som detektionsgriansen for mikroorganismens DNA, for att inte konkurrera ut denna (7).

Den ldangre mimic molekylen vandrar ldngsammare i gelen och syns vid ett negativt ej
inhiberat prov. Ar PCR-processen inhiberad syns inget band alls. Vid ett starkt positivt svar
(hogt antal PCR-produkter, hogre andel mikroorganism-DNA &n mimic-molekyler), syns
bara ett band som vandrat lika 1angt som den positiva kontrollen. Ar andelen mikroorganism-
DNA bara nigra ginger hogre, lika hog eller ligre &n antalet mimic-molekyler syns
mimicens band allt starkare, medan mikroorganismens band blir allt svagare (7). P& sa sitt
kan man fa en grov uppskattning av den mingd mikroorganism-DNA som finns i provet
(figur 3).

596 bp

319 bp

Figur 3. Schematisk skiss over olika PCR-resultat som de ser ut pd en agarosgel som
fotograferats efter en elektrofores och infirgning. Ldngst till vinster; A (lamda)-stege, en
storleksmarkor. 1; Starkt positivt prov, 2; ndgot mer PCR-produkter i provet dn mimic-
molekyler, 3; ungefdr lika manga PCR-produkter som mimic-molekyler, 4, nagot firre PCR-
produkter dn mimic-molekyler, 5; negativt prov, 6, ndgot inhiberat, positivt prov, 7; ndgot
inhiberat negativt prov, 8; inhiberat prov, delvis eller fullstindigt. Léingst till hoger; en
otillrdckligt infirgad lamdastege, etidiumbromid-badet behover dtgdirdas. bp = baspar.
Storleken hos mimic; 596 bp, motsvarar storleken hos den mimic som anvinds vid diagnostik
av Lawsonia intracellularis, och storleken hos DNA-fragmenet, 319 bp, motsvarar storleken
hos det DNA-fragment som analyseras i detta arbete.

Atgdirder, behandling

Lawsonia intracellularis kénslighet in vitro for antimikrobiella preparat har testats i
cellodlingar, dér bakterien visade sig vara kénslig for macrolider (erytromycin och tylosin),
tetracykliner, pleuromuliner (tiamulin), penicilliner, och fluorokinoloner. Bakterien var
didremot resistent mot aminoglycosider och aminocyklitoler (neomycin, gentamicin och
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apramycin) (18). Uppfoljande experimentella forsok tyder pa att macrolider, lincosamider,
klortetracyklin och tiamulin fungerar bra mot bakterien dven in vivo (18).

Ett akut utbrott i nyinfekterad beséttning krdver kraftfulla atgérder i form av behandling av
bade sjuka djur och de individer som kommer i kontakt med dessa. Forslag pa medicinering
dr 120 ppm tiamulin, 100 ppm tylosin, eller 400 ppm klortetracyklin i fodret i 14 dagar.
Medicineringen kan dven ges som peroral vattenldsning i 14 dagar, eller i jamforbar dos som
intramuskulér injektion, i fem dagar (18).

Utomlands rekommenderas att djur som for forsta gangen kommer i kontakt med smittdmnet,
eller nyintroduceras i en smittad besdttning kan medicineras tvd veckor efter forsta
smittotillfdllet. Djuren kan behandlas med 120 ppm tiamulin, 100 ppm tylosin, 110 ppm
lincomycin, eller 300 ppm klortetracyklin i 14 dagar, for att forhindra sjukdomsutbrott (18).
Bakterien dr svér att utrota ur en smittad besdttning, och dven om mikroorganismen inte
orsakat nagra sjukdomsutbrott pé flera ar kan den finnas kvar och orsaka framtida besvir.
Preventiva atgirder dr som vid alla smittsamma sjukdomar uppréitthallande av karantdn och
en god biosdkerhet inom beséttningen, strikt omgéngsuppfodning dér dldre djur absolut inte
blandas med yngre, god hygien som sénker smittrycket och en i dvrigt bra djurhilsa som ger
ett battre immunforsvar (18).

Material och metoder

Besdttningar

Gardar valdes ut med hjélp av Svenska djurhélsovarden AB till vilka 95 % av de svenska
smagrisproducerande besittningarna ar anslutna. Ett riktat urval gjordes av beséttningar som
tidigare hade haft problem med diarréer och forsdmrad tillvéxt hos véxande grisar och/eller
tidigare diagnosticerats med Lawsonia intracellularis.

I studien ingick tolv gardar. Tva besdttningar var lokaliserade i Skéne, och de &vriga i
Uppland. En gérd besoktes och provtogs bade fore och efter ett atgirdsprogram med peroral
tylosinbehandling och miljosanering. Tva beséttningar hade gemensam dgare. Ytterligare en
beséttning hade utfort saneringsprogram for Brachyspira hyodysenteriae.

Djur

Tio grisar per besittning provtogs, vilket resulterade i sammanlagt 120 provtagna individer.
De grisar som valdes ut skulle ha varit avvanda i minst tvd veckor for att undvika
provtagning av djur med avvénjningsdiarré. Djur éldre &n tretton veckor utesldts eftersom
dessa dldre ”pellar” med dalig tillvéxt oftast drabbats av sekundérinfektioner.

Djuren skulle inte ha behandlats med antibiotika de senaste tva veckorna innan provtagning.
Grisarna skulle ha diarré och uppvisa andra tecken pa nedsatt hélsa (lang péls, forsdmrad
aptit, avmagring, forsdmrad tillvéxt eller/och rak svans) utan synbara tecken pé Ovrig
sjukdom. I de fall inte tillrackligt manga sjuka grisar kunde upptéckas valdes langhériga djur
med samre tillvaxt ut, och i forsta hand sadana som visade tecken pa snabb avmagring.

Provtagning

Provtagningen skedde fran januari till september ar 2004. Provtagningen utférdes av
veterindrer och veterindrkandidater anstillda eller studerande pa SLU.

Fran varje gris insamlades;

Ett blodprov fran v. jugularis dir serum sparades i frysen for framtida analys (dessa resultat
ingér inte i foreliggande arbete).
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Tva tops fran dndtarmen. Topsen forvarades i Amies kolade medium (Transsystem Amies W
CH, Copan Italia, Brescia, Italien). Detta transportmedium anvénds ofta till Brachyspira- och
Campylobacter-undersokningar, och &r ett transportmedium avsett for anaeroba bakterier. En
av topsen sparades i frysen for senare analys.

Ett vanligt avforingsprov togs frdn dndtarmen (minst en sockerbits storlek) med hjilp av
rektalhandske eller vid spontandefektering. Konsistens och fargavvikelser pad avforingen
noterades.

Hantering av proverna

Efter provtagningen transporterades proverna samma dag med bil till SLU, dér blodproverna
centrifugerades i 3000 varv/min i tio minuter. Serumet mérktes och frystes i —80°C innan
analys. Faecesproverna och culturetterna frystes ocksé i —80°C {or forvaring fram till analys.

Faecesproverna preparerades med tvd metoder per prov;

1) Preparering med koklysat (19) som endast avlidgsnar vissa PCR-analyshimmande
substanser, men som lamnar bakteriens DNAmolekyler i stort sett orérda. Detta ger en storre
kénslighet, men okar risken for att PCR-analysen inhiberas (8).

2) Preparering med QIAamp®DNA stool mini kit (Qiagen Inc., Valencia, Californien, USA),
som tar bort manga PCR-hdmmande substanser men som formodligen samtidigt avldgsnar en
del av bakteriens DNA, vilket leder till en négot sdmre kénslighet (1, 8). Denna metod
anvinds idag for rutindiagnostik pa SVA.

Topsen preparerades forst med QIAgen metoden (n = 10). Resterande tops (n = 110)
preparerades med koklysat, av ridsla for att kinsligheten skulle bli for lag.

For anrikning av mikroorganismens DNA-sekvens anvindes enkel och nested PCR. Enkel
PCR anvindes pd faecesproverna som hade preparerats enligt QIAgen-metoden, och pa
topsen som preparerats med koklysat. Nested PCR anvidndes pad faecesprover preparerade
med koklysat, for att Overvinna den fOrvéntat hdga inhiberingen (1, 3, 8). Dessutom
analyserades de tops som inhiberats i den enkla PCR-processen dven med nested PCR. Syftet
med detta var att Gvervinna inhibitionen i s& hog utstrdckning som mojligt, for att kunna
bedoma provmingdens betydelse for pavisandet av mikroorganismen, samt fi en s& god
uppfattning som mdjligt om den sanna infektionsstatusen hos varje besattning och individ.

Som intern kontroll anvindes en mimic, en 596 baspar lang DNA-sekvens som anrikas med
samma primrar som Lawsonia intracellularis (fig. 3) (7). Mangden mimic som tillsattes var
ungefir den samma som den Onskade detektionsnivdn (10°) for méngden Lawsonia-
organismer i proverna (7).

For att minimera miljokontamination utfordes olika moment av hanteringsgangen i separata
rum. Séarskilt forberedelserna infér PCR-processen med blandandet av ingredienserna till
PCR, och analyseringen av de fiardiga PCR-produkterna, holls atskilda, och dragskap som
anvints bestralades med UV-ljus (27).

Preparering av faecesprover och tops med koklysat

Faeces och tops fran samma gérd preparerades vid samma tillfalle

0.9 — 1.3 mg frusen faeces per prov viagdes upp i 1,5 ml centrifugrér, dar 2 ml avjoniserat,
sterilt vatten tillsattes. Provet blandades vil genom skakning (vortexing), och inkuberades
dérefter i minst 15 min i rumstemperatur, varefter det centrifugerades i 2 min i 200 x g.
Supernatanten overfordes till nytt, 1dsbart 1,5 ml ror och centrifugerades i fem minuter, vid
15000 x g.

Supernatanten, innehallande ldgmolekylira inhibitorer, kastades.
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Pelleten 16stes upp 1 400 pl lysis-buffert” (50 mM Tris-HCL, pH 8,4; 1 mM EDTA; 0,5 %
Tween-20), varefter de lasta roren kokades i minst 10 minuter i vattenbad.

Roren centrifugerades sedan i 30 sekunder vid 15000 x g. i kylt utrymme (-4°C). Denna
process pelleterade ytterligare inhibitorer och cellrester.

Supernatanten pipetterades upp i nya mérkta ror, och frystes sedan (-20°C) i véntan pa PCR-
analysen.

En tops fran varje gris tinades i rumstemperatur medan faecesproverna preparerades. Storre
klumpar transportmedium avldgsnades fran topsspetsen, som sedan stacks ner i centrifugroret
och Kklipptes av. Efter omskakning utférdes processen enligt ovan med 15 minuters
inkubering 1 avjoniserat, sterilt vatten.

Preparering av faeces med QlAamp®DNA Stool Mini Kit
Proverna preparerades enligt medfoljda instruktioner till mini-kitet.

Utforande:

De ingdende ingredienserna iordningstilldes enligt tillverkarens instruktioner.

180-220 mg frusen avforing togs med hjdlp av skalpell och vigdes upp i ett 2 ml
mikrocentrifugror varefter det placerades pa is. 1,4 ml buffert sattes till varje prov, direfter
skakades provet tills det var helt homogeniserat.

Losningen upphettades i 70°C i 5 minuter, skakades, och centrifugerades i full hastighet i en
minut.

1,2 ml av supernatanten 6verfordes till ett nytt 2 ml-ror, och resten sldngdes.

En tablett InhibitEX™ sattes till varje prov, som skakades tills tabletten var helt 10st.
Proverna fick sedan std i en minut for att inhibitorerna skulle hinna fésta till InhibitEXmatrix,
sedan centrifugerades provet i full hastighet i tre minuter.

Supernatanten pipetterades till ett nytt 1,5 ml centrifugeringsrér och pelleten sldngdes,
varefter provet centrifugerades i full hastighet i ytterligare tre minuter.

Femton microliter Proteinas K pipetterades till nya 1,5 ml centrifugrér. Tvahundra microliter
av supernatanten tillsattes, och dérefter 200 pul AL-buffert. Proverna skakades om innan de
inkuberades i 70°C i 10 minuter.

Sist tillsattes 200 pl 96-100 % kall etanol (-20°C) till lysatet som sedan blandades.

Nya QIAamp-kolonner placerades i 2 ml rér och mérktes. Hela provldsningen sattes till
QIAamp-kolonnen, som centrifugerades med full hastighet i en minut, varefter de placerades
inya 2 ml ror. Roren med filtrat slaingdes. QIAamp-kolonnerna &ppnades och 500 ml buffert
tillsattes, foljt av centrifugering (full hastighet) i en minut. QIAamp-kolonnerna placerades i
nya 2 ml ror och det gamla roret sldngdes.

QIA-kolonnen &ppnades en tredje gang och 500 ml buffert tillsattes f6ljt av centrifugering i
full fart i tre minuter. Roret med filtrat slingdes.

QIA-kolonnerna flyttades till uppmérkta 1,5 ml centrifugeringsrér och 200 pl buffert
pipetterades direkt pdA QIAamp-membranet. Provet inkuberades i rumstemperatur i en minut,
darefter centrifugerades kolonnerna med full hastighet i en minut for att frigéra DNA.
Filtratet sparades 1 —20 °C i vantan p4 PCR-analys.

Enkel PCR

Alla ingredienser (forutom enzymet) till reaktionsmixturen samt preparerat prov tinades
innan PCR.

Ett PCR-protokoll upprittades, inkluderande datum, typ av PCR, provmirkning, ingdende
ingredienser, samt negativa och positiva kontroller. Per reaktionsror tillsattes; 15,3 ul
avjoniserat destillerat vatten, 2,5 pl PCR-buffert, 2,0 ul MgCl,, 2,0 ul dANTP, 1,0 pl primer A
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(medstroms-primer) (11), 1,0 pl primer B (motstroms-primer) (11), 1,0 ul mimic, 0,2 ul
reaktionsenzym, AmpliTaqg Gold DNA Polymerase (Applied Biosystems, Foster City,
California, USA) och 1,0 ul templat (prov).

Vart femte ror var en negativ kontroll, som tillsattes for att upptédcka eventuell kontamination
mellan proverna (som skulle resultera i falskt positivt svar). Som negativ kontroll anvindes
ett ror med reaktionsmixtur och mimic men utan templat (prov). Som positiv kontroll
anvindes ror innehallande reaktionsmixtur, mimic och templat med Lawsonia intracellularis-
DNA framrenat fran ett tidigare identifierat positivt vdvnadsprov. Syftet med kontrollen var
att kontrollera att PCR-processen hade fungerat.

PCR-1or plockades fram och numrerades. Kontrollerna markerades speciellt.
Reaktionsmixturen (férutom templat) blandades ihop i ett 1,5 ml centrifugror enligt ovan och
fordelades med 25 pul / reaktionsror.

En mikroliter av de olika proven samt den positiva kontrollen sattes till respektive
reaktionsror enligt PCR-protokollet. Reaktionsréren placerades sd fort som mojligt i PCR-
apparaten. PCR-programmet bestod av; Hotstart (95°C i 10 minuter) foljt av 35 cykler, dar
varje cykel bestar av denaturering vid 95°C i 30 sek, annealing vid 55°C i 30 sek, och
elongering vid 72°C i 30 sek. Nér programmet var avslutat kyldes roren ned till 4°C.
Dragskapen rengjordes och anvént flergangsmaterial bestralades med UV-ljus.

Nested PCR

Vid nested PCR anvéndes en mikroliter av den fardiga PCR produkten som templat i en
andra PCR. Templatet sattes till en ny mastermix enligt ovan med ett andra primerpar (primer
C och D) (11). Méangden mastermix per reaktionsror var 24 ul. Niar PCR-processen
upprepades resulterade detta i en exponentiell anrikning av PCR-produkter (6kad kénslighet),
samt en sikrare specificitet.

Elektrofores, infirgning av gel och avldsning av resultat

En agarosgel gjots i en form med mall for brunnar. Tva mallar kunde anvéndas per form,
vilket resulterade i tva rader med elektrofores-resultat. Antalet brunnar per rad varierade,
beroende pa mall, fran tio upp till 18 st.

Tva mikroliter GLS sattes per prov pa en parafilm (mjuk, tjockare plastfilm) och blandades
med 5 pl av den fardiga PCR-produkten.

Formen med den stelnade gelen sidnktes ned i ett elfores-kar, sa att gelen ticktes av TBE-
buffert. Mallarna for brunnarna avldgsnades, och en storleksmarkor, (A-stege, Amersham
Pharmacia Biotech, Uppsala, Sverige), sattes langst till vénster i varje rad. Dérefter tillsattes
proven och kontrollerna i brunnarna i kidnd ordning. Varje rad avslutades med en positiv
kontroll ladngst till hoger. Strom kopplades till elektrofores-karets kablar sa att de negativt
laddade DNA-molekylerna vandrade genom gelen mot den positiva elektroden. Spanning
sattes pa 90-115 volt i cirka 30-40 minuter (tills fragmenten vandrat tillrackligt 1&ngt for att
separera fran varandra). Ju hogre spanning desto snabbare vandring, men for hog spanning
resulterar i att bufferten blir for varm.

Efter elektroforesen infargades gelen i ett etidiumbromid-bad i cirka 20 minuter.

Nar fargningen var klar avlistes och fotograferades gelen over ett UV-ljusbord.

For att minimera kontamination med etidiumbromid anvéndes handskar i s& hog utstrickning
som mojligt.

Ett positivt prov resulterar i en 319 baspar lang PCRprodukt som syns som ljusa band vid
bestralning med UV-ljus. Den 596 baspar langa mimic-molekylen vandrar ldngsammare i
gelen.
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Resultat

Besdttningar

Lawsonia intracellularis pévisades hos en tredjedel av besdttningarna (minst ett positivt
svar). Inget av proverna fran de skénska besattningarna eller besédttningarna med gemensam
dgare var positiva. Den gird som provtogs fore och efter genomforandet av ett
atgirdsprogram hade positiva provresultat vid bada tillfallena, tio individer fore respektive tre
individer efter. Aven besittningen som sanerats mot Brachyspira hyodysenteriae var positiv
avseende Lawsonia intracellularis.

Tabell 1. Resultat fran 12 besdttningar analyserade avseende forekomst av Lawsonia
intracellularis. Frdn varje besdttning insamlades 10 faecesprov och tio tops, med undantag
av en besdttning ddr 6 faecesprov och tio tops insamlades. Faecesproverna (F) preparerades
med tvd olika metoder, koklysat(kok) och QIAgen (QIA). Topsen preparerades med koklysat.
Faecesprov preparerade med koklysat har analyserats med nested PCR, koklysat-
preparerad tops och QIAgen (F) med enkel PCR. Positiva = minst ett positivt provresultat /
besdttning, ovriga kan vara negativa eller inhiberade. Negativa = enbart negativa prover
(ingen inhibition). Inhiberade = minst ett inhiberat prov, ovriga kan vara bdde positiva och
negativa. Initialt = resultaten av den forsta PCR-analysen. Slutliga = resultat efter fortsatt
analysering av initialt inhiberade prov. En gard kan férekomma flera ganger eftersom de
inhiberade proverna kom frdn besdttningar ddr 6vriga prover var positiva eller negativa.

Antal besittningar

Initialt Slutliga

Resultat be-

sittningar Kok (F) Tops QIA (F) Kok (F) Tops QIA (F)

Positiva 4 Bl%)* 2 (17%)* 3 (25%)* 4 (33%)* 3(23%)* 3 (23 %)*
Negativa 6 (46%) 6 (50%) 6 (50%) 6 (50%) 10(80%) 9 (77 %)
Inhiberade 3 (23%) 4 (33%) 3 (25%) 2(17%) 0 (0%) 0 (0%)

Summa 13 (100 %) 12 (100 %) 12 (100%) 12 (100 %) 13 (100 %) 13 (100%)

*I en besittning saknades faeces fran fyra djur, och endast tops analyserades fran dessa individer.
Detta paverkar inte resultaten pa beséttningsniva, varfor denna beséttning ar inkluderad i tabellen.

Fyra girdar hade negativt resultat pad samtliga prover. Av de provtagna grisarna pd en av
dessa fyra gardar hade 10 djur diarré. Tre gardar saknade uppgift om diarréforekomst hos de
provtagna grisarna. En av dessa gardar hade, enligt en bedomning av frusen faeces inte ndgon
kraftigare diarré hos de provtagna grisarna. Ytterligare en gard bedomdes med hjilp av det
frusna provmaterialet ha fem diarrégrisar. Sista garden bedomdes ha tva individer med diarré.

Fyra besittningar hade huvudsakligen negativa provresultat dér resterande prover var
inhiberade. I tre av dessa beséttningar hade samtliga djur avforing av normal konsistens vid

provtagningstillfallet. Den fjdrde gérden hade nio diarrégrisar av de tio provtagna.

I fyra gardar pavisades positiva prov nir faeces analyserades med koklysat (vilket ocksa
Overensstimde med den slutliga bedomningen, nér alla inhiberade prover analyserats
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ytterligare), tvd beséttningar av dessa fick positiva resultat nir tops analyserades med
koklysat, och tre beséttningar fick positiva resultat nir faeces analyserades med QIAgen (se
tabell 1).

Hér foljer en noggrannare redogorelse pa beséttningsniva over individernas provresultat och
diarréfrekvens hos de besdttningar som var positiva avseende Lawsonia intracellularis:

o En besittning hade fem grisar som var negativa vid PCR pa samtliga prepareringar,
tre individer var negativa pa tops och positiva pd faecesprepareringarna (QIAgen plus
koklysat), samt tvd grisar var negativa pa koklysat av tops plus QIAgen preparering av
faeces, och positiva pa koklysat preparering av faeces. Alla grisar (n = 10) hade diarré.

o En gard hade fyra individer som var negativa pa samtliga prepareringar, varav en
hade diarré. Tva grisar var negativa efter koklysat av tops plus QIAgen preparering av faeces,
och positiv pa koklyserad faeces. Tre grisar hade negativt resultat pa faecesprepareringarna,
medan topsen var inhiberad. Hos en gris var bada koklysaten (tops plus faeces) inhiberade,
medan QIAgen preparerad faeces var negativ. Ingen av de sex senast nimnda individerna
hade diarré.

o En besittning hade tre grisar som var negativa pd koklysat av tops och QIAgen
preparerad faeces, och var positiva pa koklysat av faeces, varav en individ hade diarré. Tva
individer var negativa efter QIAgenpreparering av faeces, och positiva efter koklysat (facces
plus tops), och bada dessa hade diarré. Fem grisar var positiva pa samtliga prepareringar och
tva av dessa hade diarré.

. En gard hade en individ som var negativ vid koklysat av tops plus QIAgen
preparering av faeces, och positiv pa koklysat av faeces. Fem individer var positiva vid
samtliga prepareringar. Fyra individer var positiva vid koklysat av tops, men hade for lite
insamlad faecesmingd for att ndgra koklysat- eller QIAgenprepareringar pa faeces skulle
kunna goras. Uppgifter om diarré saknades fran denna gard, men en beddmning av den
nedfrusna avforingen visar tydlig diarré hos en majoritet av de sex kvarvarande proven, och
dessutom blodinblandning i tva.

I tabell 2 ses det initiala utfallet av de tre prepareringarna (koklysering av faeces och tops,

samt QIAgenpreparering av faeces) fran de fyra besittningar ddr Lawsonia intracellularis
pavisats.
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Tabell 2. Utfallet vid analys av prov fran grisar i de fyra besdttningar ddr Lawsonia
intracellularis pdvisats. Resultaten fran tvd olika provtagningsmetoder (tops och faeces) och
tvd olika preparationsmetoder jimfordes. Faecesproverna (F) preparerades med tva olika
metoder, koklysat (Kok) och QIAgen (QIA). Topsen preparerades med koklysat. Kok (F) har
analyserats med nested PCR. Koklysat preparerad tops och QIlAgen (QIA) faeces har
analyserats med enkel PCR. Provtagna grisar (n =36) var sju till tolv veckor gamla.

Kok (F) Tops QIA (F)
Antal Pos Neg Inh Pos Neg Inh Pos Neg Inh
individer
10 X X X
2 X X X
3 X X X
8 X X X
3 X X X
9 X X X
1 X X X
Summa 23 12 1 12 20 4 13 23 0

Ingen signifikant skillnad mellan de olika prepareringarnas resultat pa beséttningsniva kunde
pavisas (McNemar’s test), formodligen dérfor att materialet i den hér studien var for litet.

Prepareringarna

Initialt blev 265 stycken prover negativa i samtliga analyser (koklysat av faeces och tops
samt QIAgen preparering av faeces), medan 52 prover blev positiva. De initialt inhiberade
proven uppgick till 35 stycken. Atta prepareringar kunde inte genomfdras pi grund av
otillrdcklig méngd faeces (fyra koklysat och fyra QIlAgen).

Inhiberade prov analyserades ytterligare for att fa en sannare bild av analysmetodernas
tillforlitlighet. Faeces preparerad med koklysat analyserades ytterligare en gang med nested
PCR. PCR-produkterna pd topsen analyserades med nested PCR, och en enkel PCR
upprepades pa faeces preparerad med QIAgen.

Resultaten efter den utvidgade analysen av inhiberade prover ledde till att det slutliga
resultatet blev 292 negativa prover, 54 positiva prover, och sex inhiberade prover.

Tabell 3 sammanfattar utfallet for alla prepareringar (koklysat av faeces och tops, samt
QIAgenpreparering av faeces) innan (initialt) och efter (slutligen) ytterligare PCR-analys.
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Tabell 3. Sammanstdllning av analys av samtliga faecesprov med PCR avseende Lawsonia
intracellularis. Totalt provtogs 120 djur, varav fyra utgick p g a for liten mdngd provmaterial.
Fran varje individ insamlades faeces och tops. Faecesprov preparerade med koklysat har
analyserats med nested PCR, tops preparerad med koklysat och QIAgen-preparerad faeces
har analyserats med enkel PCR. Provtagna grisar (n = 116, da fyra rdknats bort) var sju till
tolv veckor gamla. Kok = koklysat, QIA = Qiagen, (F) =faeces. Initialt = provresultaten efter
en forsta PCR analys. Slutligen = provresultat efter fortsatt PCR-analys av initialt
inhiberade prover.

Antal grisar

Initialt Slutligen
Resultat Kok (F) Tops QIA (F) Kok (F) Tops QIA (F)

Positivt 23 (20%) 12(10%) 13(11%) 2421 %) 13(11%) 13 (11 %)
Negativt 77 (66%) 93 (80%) 95(82%) 86(74%) 103 (89 %) 103 (89 %)
Inhiberat 16 (14%) 11 (9,5%) 8 (6.9%) 6 (32%) 0 (0%) 0 (0%)

Summa 116 116 116 116 116 116

Djur

Frén tre av besittningarna saknades uppgifter om &lder hos de provtagna grisarna. Ovriga
provtagna individer var mellan sju och tolv veckor gamla.

Efter en forsta analys var 27 individer av totalt 120 positiva avseende forekomst av Lawsonia
intracellularis 1 avforingen. Avforingsméngden var for liten i fyra prov for att kunna
prepareras med koklysat- eller QIAgen. Dessa individer dér det positiva utslaget enbart
bekriftats pa tops fick darfor utgé ur berdkningarna.

Av de aterstdende 23 proverna var 23 prepareringar med koklysat (faeces), 12 koklysat
(tops), och 13 QIAgen (faeces) positiva (tabell 3). Tio individer var positiva pa alla tre
prepareringarna, atta var positiva pa koklysat (faeces) och negativa pa tops plus QIAgen
(faeces), tva var positiva pa koklysatprepareringarna (facces plus tops) och negativa pa
QIAgenprepareringarna. Tre individer var positiva pa koklysat (faeces) plus QlAgen (faeces)
och negativa pé koklysat (tops) (tabell 3).

Sextiotva grisar var initialt negativa pa samtliga prepareringar.

Sexton prov preparerade med koklysat av faeces var inhiberade. Av dessa 16 prov var ett
dven inhiberat pa koklysat av tops, medan ett annat prov var inhiberat vid QIAgenpreparering
av faeces. Atta prov var initialt inhiberade pd enbart koklyserad tops, medan tvd var
inhiberade pa bade tops och faeces preparerad med QIAgen. Fem prov var initialt enbart
inhiberade vid Qiagen-preparering av faeces.

Efter ytterligare analysering av inhiberade prov blev totalt 86 individer negativa vid samtliga
prepareringar. Prover fran sex grisar som preparerats med koklysat (faeces) var fortfarande
inhiberade. En gris dir prover initialt var inhiberade vid preparering av koklysat av faeces
och tops blev efter upprepad analys positiv avseende Lawsonia vid bada dessa prepareringar
(provet var negativt vid preparering med QIAgen).

De utokade analyserna ledde till att det slutliga antalet positiva resultat steg fran initialt tva
till slutliga tre stycken grisar vars prover var positiva pa koklysat av faeces och tops, men
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negativa pd QIAgen-preparering av faeces. Detta ledde ocksa till att totalt antal slutligt
positiva grisar avseende bakteriens forekomst steg fran initiala 23 till slutliga 24 stycken.
(Exakta provresultat och samband med diarré pé individuell niva finns i tabell 4).

Tabell 4. Redogorelse for utfallet pd individniva vid jdimforelse mellan tvd olika
provtagningstekniker samt tva olika prepareringar; koklysat-preparering av faeces och tops
samt QlAgen preparering av faeces. Faecesprov preparerade med koklysat har analyserats
med nested PCR, tops preparerad med koklysat och QIAgen-preparerad faeces har
analyserats med enkel PCR avseende Lawsonia intracellularis. Provtagna grisar (n = 120)
var sju till tolv veckor gamla. Kok = koklysat av faecesprov, QIA = Qiagenpreparering av
faeces, Initialt = provresultaten efter en forsta analys, Slutligen = provresultat efter fortsatt
analysering av initialt inhiberade prover. P = positiv, N = negativ, I = inhiberad.

Kok / tops / QIA Antal grisar  Antal grisar Antal grisar
initialt med diarré slutliga
N/N/N 62 (9%) 27 (6*) (10 saknar 86
uppgift)

N/N/I 5(0%) 4 (0%) 0
N/I1/N 8 (3%) 3 (0%) 0
I1/N/N 14 (0%) 0 (0%) 6
N/T1/1 2 (0%) 1 (0%) 0
I/N/1 1 (0%) 0 (0%) 0
I1/1/N 1(1%) 0 (0%) 0
P/P/P 10 2( 5 saknar uppgift) 10
P/N/N 8 3(1 saknar uppgift) 8
P/P/N 2 2

P/N/P 3 3

-/ P /- ** 4 (uppgift saknas) 4
Summa 120 120

(*) Antal individer som kommer fran gardar positiva avseende Lawsonia intracellularis.
**Endast tops har analyserats dd méngden avforing var for liten for preparering pa faeces (Kok +

QIA).

Skillnaden mellan resultatet pa positivt koklysatpreparerad tops resp QIAgen (f) gentemot de
individer som slutligen bedomts som positiva hade en signifikans pa p = 0.001 resp p < 0.01.
Ingen signifikant skillnad kunde uppmitas mellan de positiva resultaten pé koklyserad tops
och QIAgenpreparerad faeces, eller mellan koklyserad faeces och den slutliga bedomningen
(McNemar’s test).

Inhibition

Totalt 30 av 240 (12,5 %) prov fran atta besdttningar utan pavisad forekomst av Lawsonia
organismen var inhiberade (nédrmare uppgifter om fordelningen av inhibition finns under
ovanstaende rubrik ”Djur”).

Fem av 116 (4,3 %) prov fran de fyra beséttningar diar Lawsonia intracellularis pévisats var
inhiberade. (En gérd hade enbart sex provtagna grisar, dd& méngden provmaterial fran
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resterande fyra grisar var for litet for att analyseras. Grisar preparerade med enbart topsprov
ar ej medtagna i berdkningarna). Tabell fem jamfor inhiberingen vid olika prepareringar och
mellan besittningar som var negativa respektive positiva avseende pavisad forekomst av
Lawsonia intracellularis.

Tabell 5. Jamforelse av inhibering mellan positiva och negativa besdttningar fordelat pa de
olika prepareringarna. Faecesprov preparerade med koklysat har analyserats med nested
PCR, tops och QlAgen-preparerad faeces har analyserats med enkel PCR avseende
Lawsonia intracellularis. Provtagna grisar (n = 116) var sju till tolv veckor gamla. Negativa
besdttningar = de gardar vars provresultat efter fortsatt PCR-analys inte har ndgot positivt
utslag. Positiva besdttningar = de gardar vars provresultat blivit positiv hos minst en gris.

Inhibering
Koklysat (faeces) Koklysat+QIAgen (tops) QIAgen ( faeces)
(antal inhiberade (antal inhiberade (antal inhiberade
prov/totala antalet prov)  prov/totala antalet prov)  prov/totala antalet prov)

Negativa 18,8 % 15/80% 8,75 % 7/80 7,50 % 6/80
beséttningar
Positiva 2,78 % 1/36 11,1 % 4/36 0,00 % 0/36
beséattningar

*Signifikans; p < 0,05 (skillnad i inhibition mellan girdar dér bakterien pévisats och gérdar dar
bakterien inte pavisats; chi*-test).

Trettiotre av totalt 276 (12,0 %) prov var initialt inhiberade, och negativa (eller inhiberade)
efter upprepad analys. Dessa grisar som inte fatt ndgot positivt utslag pd nagon preparering
beddmdes slutligen som negativa avseende Lawsonia intracellularis. Sex prov var
fortfarande inhiberade efter upprepad analys av koklysat-preparerad faeces.

Tvé av 74 (2,7 %) prov var initialt inhiberade hos de slutligen positivt bedomda individerna. I
tabell sex jamfors de olika prepareringarnas initiala inhibering mellan individer som slutligen
bedomts vara negativa respektive positiva avseende pavisad forekomst av Lawsonia
intracellularis.
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Tabell 6. Jimforelse av inhibering mellan positiva och negativa individer fordelat pd de olika
prepareringarna. Faecesprov preparerade med koklysat har analyserats med nested PCR,
tops och QlAgen-preparerad faeces har analyserats med enkel PCR avseende Lawsonia
intracellularis. Provtagna grisar (n = 116) var sju till tolv veckor gamla. Negativa individer
= de grisar vars provresultat efter fortsatt PCR-analys inte har ndgot positivt utslag pd
ndgon preparering. Positiva individer = de grisar vars provresultat blivit positiva i en eller
flera prepareringar.

Inhibering
Koklysat (faeces) Koklysat+QIAgen (tops) QIAgen ( faeces)
(inhiberade prov/ (inhiberade prov/ totala (inhiberade prov/
totala antalet prov antalet prov totala antalet prov
Negativa individer 16,3 % 15/92 10,9 % 10/92 8,70 % 8/92
Positiva individer 4,17 % 1/24 4,17 % 1/24 0,00% 0/24

Av de 35 initialt inhiberade proverna var; 16 koklysat ( faeces ), 11 koklysat ( tops), och 8
QIAgen (faeces), vilket gav inhiberingar pa 16/116 (13,8 %), 11/116 (9,5 %), respektive
8/116 (6,9 %).

Den enda signifikans som kunde uppmédtas vad géller inhibition var betrdffande
koklysatpreparerad faeces vid en jamforelse mellan gardar som beddmts positiva respektive
negativa avseende Lawsonia intracellularis (Chi*-test, tab. 5).

Diskussion

Av totalt 24 slutligt positiva analysresultat bedomdes 12 som positiva vid den initiala
analysen av provtagning med tops. Provtagningstekniken visar dirmed samma eller sdmre
kanslighet d4n den teknik som idag anvidnds vid rutindiagnostik (preparering av 0,2 gram
faecces med QIAgen) dér 13 prov initialt var positiva.

Andelen initialt inhiberade tops var 11 st (9,5%), vilket var fler dn vid preparering med
QIAgen, 8 st (6,9 %). Det sammanvédgda resultatet av kénslighet och inhibition gor
koklysatpreparering av tops till ett simre alternativ vid rutindiagnostik av Lawsonia
intracellularis jamfort med QIAgenpreparering av faeces, nir enstaka individuella prover
skall analyseras. Da kénsligheten vid diagnostik av faeces inte dr optimal (storst kanslighet
har enkel PCR-analys av fenol-kloroform preparerad tarmmukosa (8) innebdr detta att
koklysatpreparering av tops i praktiken har &nnu sdmre kénslighet. Topsens kénslighet i detta
forsok var 50 % (12/24), och en smittad individ som utséndrar mikroorganismen i avforingen
skulle d& ha mindre &n 50 % chans att diagnostiseras korrekt. Det &r likaledes tveksamt att
anvianda provtagningsmetoden i prevalensstudier utan riktad provtagning och pa ett fatal
individer per beséttning.

Déremot kan tekniken eventuellt anvdndas vid utredning av akuta diarréutbrott eftersom
resultaten antyder att antalet inhiberade prov ar farre hos positiva individer, och eftersom
akut sjuka djur troligen utsondrar fler bakterier. Vid ett diarréutbrott orsakat av Lawsonia
intracellularis dir flera individer med symtom kan provtas finns dirfor goda forutséittningar
att pavisa mikroorganismen. Vid ett stort diarréutbrott dir den individuella diagnosen ar av
mindre vikt, brukar det dock finnas gott om provmaterial som litt kan samlas in. Fordelen
med provtagning med tops skulle i s& fall vara en bekvdm och sdker transportforpackning.
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Eftersom bakterien dr vanligt forekommande i svenska svinbesittningar kan ett diarréutbrott
med blygsam utsondring av bakterien ha andra/ytterligare bakomliggande orsaker.

Besdttningar

Med tanke pé det riktade urval som gjordes, och den forvintade prevalensen péa 48 % (9), ér
det forvanande att endast en tredjedel av de besdkta beséttningarna befanns vara positiva (om
forviantad sjukdomsfrekvens inom en besittning beréknats till 30 % borde atminstone en
infekterad individ per besittning ha provtagits med 95 % sédkerhet, da tio grisar provtas) (9).
Négon eller ndgra beséttningar kan ha fétt en falsk, negativ bedomning eftersom besoken inte
alltid skedde i samband med diarréutbrott, varfor bakterien kan ha utsondrats i 1agt antal.
Dock visar resultaten fran tva gardar, dar merparten av de provtagna grisarna hade diarré (n =
9 respektive 10) men var negativa avseende Lawsonia intracellularis, att andra orsaker till
diarréproblem i svinbesittningar inte far glommas bort.

Tva besittningar hade ett stort antal inhiberade prov; sju koklysatprepareringar av faeces per
besittning initialt, och tre inhiberade koklysat av faeces per beséttning slutligen. Inget av de
provtagna djuren hade diarré, och négra positiva prov kunde inte identifieras. Beséttningarna
kan ha hirbargerat en subklinisk infektion, men det dr mer troligt att de inhiberade proverna
var negativa.

Tva av fyra positiva besittningar identifierades vid provtagning med tops, vilket i praktiken
innebér att dven pa beséttningsniva ligger detektionsnivan under 50 %, trots att tio stycken
individer provtagits pa varje gard. Vid QIAgen-preparering av faeces kunde tre av fyra
beséttningar identifieras som positiva, vilket ger en detektionsnivd pa mindre dn 75% i
praktiken. Skillnaden mellan de tvd prepareringarnas detektionsformaga &r inte signifikant,
men antyder att koklyserad tops har samma eller samre detektionsformaga dn QIAgen-
preparerad faeces.

Ett intressant och svarforklarligt fenomen ar den ringa skillnad och till och med 6kning av
inhibering som sker hos prepareringarna av tops fran negativa (8,8 %) till positiva (11 %)
géardar avseende Lawsonia-forekomst. Detta gir rakt emot resultaten pa koklysat (faeces) och
OlIAgen (faeces) diar framfor allt koklysatprepareringarna av faeces (19 % resp 2,8 %)
uppvisar en pataglig ldgre inhibering i de beséttningar som beddmts positiva avseende
bakteriens forekomst (Tabell 5). Siffrorna kan vara slumpméissiga eftersom signifikans
saknas.

Koklysatpreparering av faeces dr den enda preparering som uppvisar nagon signifikant
skillnad mellan positiva och negativa gérdar vad géller inhibition.

Forekomsten av bakterien i de tva beséttningar dér bekdmpning skett mot Lawsonia-
respektive Brachyspira- bakterier antyder att eventuell forekomst av okénda reservoarer och
smittvigar inte kan uteslutas, 4&ven om den troligaste kéllan for bakterien &r en symtomlos
smittbarande gris ( 3). Bakteriens 6verlevnad i miljon ségs vara 14 dagar, och den har en bred
vérdspecificitet. Detta kan vara en forsvarande faktor vid bekdmpning av mikroorganismen,
dér till exempel faglar och gnagare skulle kunna vara mojliga smittbérare (3).

Djur
Maingden mikroorganismer utsondrade i avforingen é&r troligen storst i samband med diarré.

Hos smittade individer utan diarré utsOndras bakterien intermittent eller endast vid enstaka
tillfallen. Detta gor det viktigt att provta individen vid rétt tillfalle (d v s vid diarrétillstand).
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D& de prover som var inhiberade efter den initiala analysen delas upp pa negativa och
positiva individer, baserat pa den slutliga bedomningen, syns en mindre grad av inhibering
hos de grisar vars prover slutligen bedomts positiva (tab. 6). Detta antyder att ett inhiberat
prov med storre sannolikhet &r negativt dn positivt, &ven om materialet i denna studie var for
litet for att kunna pévisa nagon signifikant skillnad i inhibition pé individniva.

Sex grisar fortjdnar extra uppmirksamhet. De hade alla positivt resultat pa
koklysatpreparerad tops, medan tre var positiva pa QIAgen (faeces) och negativa pé tops. De
andra tre var negativa pa QIAgenpreparerad faeces, och positiva pa den slutliga bedémningen
av tops (en tops var initialt inhiberad). Den minskade kinsligheten i de tva olika
prepareringarna baseras foljaktligen inte helt pd samma djur. Detta innebér att férutom
inhibition, prover med liten méngd mikrobiellt DNA kan vara svérare att detektera och ge
falskt negativa resultat.

Prepareringar

Nested PCR pa koklysatpreparerad faeces anvindes i det hdr forsoket for att hdja
sensibiliteten, och pa sé sétt fa en sannare bild av smittldget i besdttningarna liksom av antalet
smittbdrande individer. For att kontrollera att proverna inte kontaminerats under
analyseringshanteringen inkluderades negativa kontroller vart femte reaktionsror.

Av dessa negativa kontroller var en positiv vid nested PCR av koklysat (faeces). Den
besittning vars prover analyserades vid detta tillfdlle hade sex faecesprover och tio tops. Alla
(n = 6) koklysat (faeces) var positiva, nio av tio tops var positiva liksom fem QIAgen
(faeces). Samma gris var negativ pa tops och QIAgen, vilket gor den till enda eventuellt
falskt positiva individen i denna beséttning. Eftersom alla dvriga provtagna individer i denna
besittning var positiva avseende Lawsonia intracellularis ar det troligare att 4ven denna gris
utsdndrade bakterien, men i s liten mingd att de mindre kénsliga koklysat (tops)- och
QIAgen (faeces) prepareringarna inte givit utslag

De forsta topsen var preparerade med QIAgen (n = 10). Dessa prov hirstammade fran en
gard dar samtliga prepareringar var negativa, och utan inhibition initialt. Detta ledde till att vi
bedomde att resultaten kunde rdknas ihop med Ovriga topsprover preparerade med koklysat.
D4 inget faecesprov var inhiberat, bor inte heller resultaten avseende inhibering ha kunnat
paverkas markbart.

Provtagningstekniker

Ett avforingsprov kriaver en lugn och samarbetsvillig gris (mycket ovanligt), eller en fixerad
gris, vilket krdver en medarbetare eller extra utrustning (ett tredje alternativ ar en tdlmodig
provtagare med gott om tid som kan vénta ut en spontandefektering fran varje gris som ska
provtas). For att kontaminationsrisken ska minimeras bor spontandefektering snabbt fingas
upp, vilket i praktiken &r svart. Avforingen kan forvaras i en ut och invind rektalhandske,
eller i en burk. Bada forvaringssitten dr ndgot klumpigare och utrymmeskriavande dn den
fardiga plastcylindern for culturetten. Sjédlva rektaliseringen bor utforas av en veterindr.
Provtagning med tops &r enklare, grisen behover inte fixeras i lika hog grad, och
provtagningen skulle kunna utféras av djurdgaren sjélv.

Da tops med Amies kolade medium &r ett transportmedium for anaeroba bakterier skulle en
eventuell odling avseende andra, odlingsbara anaerober kunna utféras frdn samma
provtagning. Eftersom avforingsmingden fran borjan kan vara ytterst liten skulle detta dock
kunna sdnka kénsligheten ytterligare. Vid faecesprovtagning anvinds en uppvdgd mingd
avforing och sa ér inte fallet med topsprovtagningen. Faecesméngden pa tops ér alltid mindre,
och kan inte vigas upp med nagon exakthet.
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En ytterligare nackdel med tops dr att de &r forbrukade efter prepareringen, och skulle
prepareringen misslyckas eller en annan prepareringsmetod testas maéste fler tops tas fran
samma individ. En storre méngd frysférvarad avforing kan &teranvéndas som provmaterial.

I en artikel (17), diskuteras det att pavisbarheten for det mikrobiella DNA som finns i fryst
faeces allvarligt forsdmras efter tio manader. Analys av referensprover pa SVA visar dock
inte nadgon forsdmrad kanslighet pa faecesprover frysta sedan flera ar i -80°C (opublicerade
data).

Mimic

I de fall ingen mimic anvinds under PCR-processen 0kar andelen falskt negativa resultat,
eftersom det inte gar att skilja mellan inhiberade och negativa prover. Anvinds en for stor
méangd mimicmolekyler i analysen 6kar ocksa de falskt negativa svaren eftersom molekylen
da konkurrerar ut mikroorganismens DNA i ett svagt positivt prov. Tidigare analyser (7),
visar att 10°> mimicmolekyler &r optimalt for PCR pé faeces.

Slutsatser

Resultaten i denna studie visar att provtagning med tops endast ar tillrackligt kansligt for att
pavisa Lawsonia intracellularis vid diarréutbrott med hdg utsondring av Lawsonia
intracellularis hos ett flertal individer.

Den nuvarande provtagningstekniken med QIAgenpreparerad faeces ar lika bra eller nagot
bittre jamfort med koklysatpreparerade tops vad géller kdnslighet och inhibering.

De gardar som trots atgirdsprogram mot Lawsonia intracellularis och Brachyspira-bakterier
uppvisade positiva provresultat, visar att Lawsonia intracellularis &r en tarmpatogen som det
ar svart att bli av med i smittade besittningar. Bakterien kan finnas kvar trots att inga
diarréutbrott ses och prov pa faeces inte pavisar bakterien.

Tack

Stiftelsen Lantbruksforskning som finansierat detta projekt.
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