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SUMMARY

Proliferative enteropathy (PE) caused by Lawsonia intracellularis has been
reported in horses in the USA, Canada, Australia and Great Britain. Diarrhoea
caused by Brachyspira antigen-containing spirochaetes has been diagnosed in a
horse in Japan. The presence of Lawsonia intracellularis or Brachyspira spp. have
neither been investigated in healthy nor in sick horses in Sweden. The purpose of
this study was to survey the occurrence of the two bacteria in Swedish horses.
Faecal samples were gathered from 108 foals without any clinical signs of illness
in the age of four to eight months. The samples were collected from four different
stud farms. A nested PCR was used to detect Lawsonia intracellularis and culture
was used to detect the presence of Brachyspira spp. In this study neither of the
two bacteria were found. The explanations for the result might be that the bacteria
do not exist in the Swedish horse population, or that they do not exist in horses
from the examined area or that the horses did not shed a detectable number of
bacteria.

SAMMANFATTNING

Det finns fall rapporterade av proliferativ enteropati (PE) hos hast orsakat av
Lawsonia intracellularis fran USA, Kanada, Australien och Storbritannien. Diarré
orsakat av spiroketer med Brachyspira-antigen har pavisats hos en hast i Japan. |
Sverige har inte Lawsonia intracellularis eller Brachyspira spp. pavisats hos
varken sjuka eller friska hé&star. Syftet med denna studie var att undersdka
forekomsten av dessa tva bakterier hos svenska hastar. Faecesprov togs fran 108
kliniskt friska fol i dldern fyra till atta manader pa fyra olika stuterier. For analys
av Lawsonia intracellularis anvandes en nested PCR och fér Brachyspira spp.
skedde analys genom odling. Ingen av dessa bakterier kunde pavisas. Detta kan
bero pa att bakterierna inte finns i den svenska hastpopulationen, eller att de inte
finns i det undersoka geografiska omradet eller att de fanns i for liten mangd for
att kunna detekteras.



INLEDNING

Lawsonia intracellularis, Brachyspira hyodystenteriae och Brachyspira pilosicoli
ar kanda patogener hos gris. De forkommer &ven hos andra djurslag och det finns
rapporter om férekomst av Lawsonia intracellularis och Brachyspira spp. hos
hast (se nedan), men till stor del saknas kunskaper om dessa bakteriers prevalens
och patogenicitet hos detta djurslag. | Sverige finns det inte nagra sjukdomsfall
diagnostiserade av dessa bakterier hos hast. Darfor gjordes denna studie vars syfte
var att undersoka forekomsten av Lawsonia intracellularis och Brachyspira spp.
hos svenska héstar.

Lawsonia intracellularis

Porcin proliferativ enteropati (PPE), orsakad av Lawsonia intracellularis, har
lange varit kand som en endemisk sjukdom hos gris varlden éver (Lavoie et al.,
2000). | en svensk studie visade det sig att 47,6 % av smagrisproducerande
beséttningar var positiva for Lawsonia intracellularis (Jacobson et al., 2005a).
PPE karakteriseras av hyperplasi av omogna epitelceller i tarmkryptor i ileum och
kolon. Orsakande agens &r Lawsonia intracellularis som ar en obligat intracellular
bakterie (McOrist et al., 1996). Bakterien ar svarodlad och vaxer, in vitro, bara i
cellkultur och kraver mikroaerofil milj6. Lawsonia intracellularis &r en
gramnegativ, icke sporbildande, bojd stav och 1,25 till 1,75 um lang (McOrist et
al., 1995). Vid obduktion av grisar med PPE ses histopatologiskt forstorade
tarmkryptor som bestdr av ett stort antal prolifierande omogna epitelceller.
Epitelcellerna i de prolifierande kryptorna innehaller ett stort antal intracellulara
bakterier, vilket de oinfekterade cellerna inte gor. Tre veckor efter infektion ses ett
stort antal intracytoplasmatiska, gramnegativa bakterier. Bagarceller och celler i
apoptos ses inte i sjukdomens utvecklings- eller akuta fas, utan forst sju till nio
veckor efter infektion, da tarmslemhinnan laker av. Da ar tarmslemhinnan &ven
blek och svullen med utbuktande tarmepitelceller och skrumpna degenerativa
epitelceller. Apoptoskroppar och makrofager kan ses. Orsaken till proliferationen
av epitelceller ar inte klarlagd, men det foreslas att Lawsonia intracellularis kan
paverka cellcykeln i de intestinala epitelcellerna (McOrist et al., 1996). Framst
drabbas grisar i aldern sex till tjugo veckor (Rowland och Lawson, 1992). Hos
grisar orsakar infektion med Lawsonia intracellularis diarré och dalig tillvaxt.
PPE kan dock dven forekomma i akut form med blodig diarré och plétsliga
dadsfall. Proliferativ enteropati (PE) har dven pavisats hos andra djurslag, bl. a.
hamster, rav, hund, iller, ratta, marsvin, kanin, apa, far, hjort samt hast (Lavoie et
al., 2000). Sjukdom har hittills inte konstaterats hos manniska. Fran USA, Kanada
och Australien finns sju fallrapporter dar Lawsonia intracellularis anges som
orsak till sjukdom hos avvanda fol. Drabbade héastar har varit mellan tre och sju
manader gamla, en var dock 13 manader. Totalt beskriver dessa rapporter
sjukdom hos 35 hastar (Bihr, 2005; Brees et al., 1999; Frank et al., 1998; Lavoie
et al., 2000; McClintock och Collins, 2004; Schumacher et al., 2000; Williams et
al., 1996). En av dessa beskriver flera fall pa tre olika stuterier i Kanada (Lavoie
et al., 2000). Fran Europa finns bara en muntlig rapport om ett fall av Lawsonia
intracellularis hos hast, detta fran Storbritannien (Miia Riihimaki pers. medd.).

De vanligaste symptomen hos hést har varit feber, letargi, anorexi, ventralt 6dem,
diarré, kolik och viktminskning (Bihr, 2005; Brees et al., 1999; Frank et al., 1998;
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Lavoie et al., 2000; McClintock och Collins, 2004). Vid Kklinisk kemisk
undersokning har det viktigaste fyndet varit hypoproteinemi (Bihr, 2005; Brees et
al., 1999; Frank et al., 1998; Lavoie et al., 2000). Den vanligaste
differentialdiagnosen hos hést &r ”protein loosing enteropathy”, vilket kan orsakas
av t.ex. Salmonella, endoparasiter, kroniska tarmsjukdomar, NSAID intoxikation,
neoplasier, gastrointestinala ulcera eller infektion av Rhodococcus equi. Nedsatt
lever-, njurfunktion samt malnutrition kan ocksa medféra hypoproteinemi (Bihr,
2005; Brees et al., 1999; McClintock och Collins, 2004). Vid patologanatomisk
undersokning har hyperplasi av mukosan observerats i jejunum och ileum.
Histologisk undersokning har visat intracelluléra, latt béjda stavar framst i den
apikala cytoplasman i kryptepitelcellerna (Brees et al., 1999; Frank et al., 1998;
Lavoie et al., 2000; Schumacher et al., 2000). Hypoproteinemi hos gris med PPE
ar enligt forfattarens vetskap inte studerat i storre utstrackning. | en studie anges
att det finns vissa bevis som tyder pa att PPE kan associeras med malabsorption
av aminosyror (Rowan och Lawrence, 1982).

Vid oral behandling av insjuknade héstar med erytromycin, eller erytromycin i
kombination med rifampicin, har tillfrisknande skett i flera fall. Av hittills kdnda
behandlade hé&star har endast en détt (Lavoie et al., 2000). Dosen for erytromycin
har legat mellan 15-25 mg per kg kroppsvikt per os g. 6-8 h under 2-6 veckor och
rifampicindosen 5-10 mg per kg kroppsvikt per os q. 8-24 h under 2-4 veckor.
Enbart understddjande behandling har visat sig otillracklig (Bihr, 2005; Cohen,
2004; Lavoie et al., 2000; McClintock och Collins, 2004; Schumacher et al.,
2000). Hos gris har behandling med klortetracyklin, tylosin och tiamulin
rapporterad god effekt (Jacobson, 2005b).

PE har dven framkallats efter experimentell infektion (Al-Ghamdi et al., 2005),
dar nyligen avvanda fol inokulerades intragastralt med tarminnehall fran
Lawsonia intracellularis-infekterade grisar eller med en renkultur av Lawsonia
intracellularis. Vid klinisk undersokning sags varierande grad av nedsatt
allmantillstand, kolik, minskad aptit, diarré, dehydrering och avmagring.
Obduktion visade fortjockad tarmvéagg i ileum och distala jejunum. Mukosan var
veckad och hyperemisk. Histologiskt sags hyperplasi av omogna enterocyter och
ett minskat antal bé&garceller. Forekomst av Lawsonia intracellularis i
tarminnehall verifierades med PCR.

Brachyspira spp.

Brachyspira spp. ar en grupp bakterier som kan orsaka kolit hos djur och
manniskor. Spiroketal kolit (Colonic spirochetosis, CS) finns rapporterat hos
primater (inklusive manniska), gris, hund, opossum, marsvin och vissa fagelarter
(Duhamel, 2001). Sjukdomsproblem med Brachyspira spp. har, férutom hos gris,
framforallt observerats hos fjaderfa (Jansson, 2001). Brachyspira spp. ar en
gramnegativ, rorlig, anaerob spiroket och ca 6 till 10 um lang. Alla arter har
flageller (Harris och Lysons, 1992; Taylor, 1992). Hos svin orsakas CS av
Brachyspira (tidigare Serpulina) pilosicoli. Grisarna far 16s avforing som
vanligtvis gar 6ver pa sju till tio dagar. CS &r séllan letalt. Infektionen kan vara
persisterande och medfor da en minskad tillvéaxthastighet. Vid obduktion ses
6dem i kolons kros och fibrindsa membran utmed den sergsa ytan i kolon
(Duhamel, 2001). Mukosan i kolon kan makroskopiskt bara ha sma forandringar
eller vara kraftigt hyperemisk, fortjockad och ha ulcerationer. Mikroskopiskt ses
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att grovtarmsvéggen &r fortjockad och 6dematos. Vidare ses en diffus katarral
kolit med dilaterade tarmkryptor och infiltrat av mononukleéra celler i lamina
propria. Spiroketer i stor mangd faster tatt tillsammans till tarmepitelet (Jensen,
2004; Taylor, 1992). | en studie visade sig prevalensen vara 32,4 % for
Brachyspira pilosicoli i svenska smagrisproducerande besattningar (Jacobson et
al., 2005a).

Brachyspira (tidigare Serpulina) hyodysenteriae orsakar sjukdomen svindysenteri.
Drabbade grisar far diarré som ofta ar slemmig och blodig (Harris och Lysons,
1992; Meyer, 1978). Grovtarmarnas mukosa och submukosa blir édematos.
Epitelceller kan lossna fran lamina propria sa att kapillarer exponeras och
blodningar uppstar. Spiroketerna kan ses i lumen, i tarmkryptor och i epitelceller.
Vid kronisk sjukdom forsvinner hyperemi och 6dem, istéllet ses nekros av
mukosan som ofta har ett tjockt fibrindst pseudomembran. Perakut forlopp
forekommer da grisarna dér inom nagra fa timmar med lite eller ingen diarré. Den
vanligaste kategorin av grisar som drabbas ar de som véager 15 till 70 kg (Harris
och Lysons, 1992). Morbiditeten i en besattning kan vara sa hog som nittio
procent. Letaliteten ar olika beroende pa grisarnas alder, fran tio procent upp till
femtio procent om grisarna inte behandlas med antibiotika. De stdrsta ekonomiska
forlusterna orsakas av dalig tillvaxt och behandlingskostnader (Meyer, 1978).
Tiamulin, tylosin, gentamicin och tetracyklin ar exempel pa antibiotika som &r
verksamma mot spiroketer (Harris och Lysons, 1992; Taylor, 1992).

Det saknas kannedom om patogenicitet och prevalens av Brachyspira spp. hos
hast. Det finns dock en rapport fran Japan dar intestinala spiroketer med
Brachyspira-antigen pavisats med immunohistokemi, i caecum och kolon hos en
21 manader gammal hast med diarré. Vid obduktion var grovtarmarna fyllda med
stora mangder illaluktande flytande faeces. Mukosan i caecum och kolon var
hyperemisk och 6demat6s. Histopatologiskt sags 6dem i mukosa och submukosa
med infiltration av leukocyter. Vidare observerades ett stort antal spiroketer
framforallt mellan epitelceller och i cytoplasman hos degenererade epitelceller.
Spiroketerna faste inte till tarmepitelet pa det satt som ses vid CS hos gris. Tre
morfologiskt olika typer av spiroketer hittades i lesionerna. Andra patogener
(Rhodococcus, Salmonella, rotavirus eller koccidier) kunde inte pavisas i detta fall
(Shibahara et al., 2002). Rapporter finns dven fran Storbritannien, dar spiroketer
hittats i innehall fran caecum hos friska hastar (Davies, 1964; Davies, 1985).

MATERIAL OCH METODER
Djur for provtagning

Fyra storre stuterier valdes ut for provtagning och 108 fol provtogs. Dessa
stuterier valdes med tanke pa att en hog djurtathet okar risken for spridning av
infektionssjukdomar. Manga stuterier fungerar dven som betackningsstationer och
tar emot ston utifran for betackning eller inseminering. Detta medfor ett standigt
in- och utflode av hastar vilket ocksa 6kar smittorisker.

Stuteri A

Stuteri A hade vid besoket ca 130 hastar, varav 56 fol. Prov togs 2005-10-03 fran
48 avvanda fol som var fodda 2005-01-28 till 2005-05-24. Sju av dessa 48 hastar
hade ingen track i ampullen och kunde saledes bara provtas for Brachyspira spp.
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Hastarna gick i fyra olika grupper (grupp A: 1-4) pa separata beten pa en gard och
tio hastar befann sig pa en annan, mindre gard, 15 km fran stuteri A (grupp A: 5).
Pa den mindre garden, dar grupp A: 5 holls, fanns stuteriets betackningsstation
och de ston som folat dar var inhyrda. Stuteriets egna hastar holls pa sa satt
atskiljda fran inhyrda hastar och hastar som kom dit for betdckning. Vid
provtagningstillfallet fanns ca 50 hastar pa den mindre garden. Félen i grupp A: 5
hade gatt pa bete fram till provtagningen och alternerat mellan tva hagar. Folen i
grupp A: 1-4 hade gatt pa bete fram till provtagning. Varje grupp hade tre hagar
som de roterat mellan. Samtliga f6l hade stodutfodrats med kraftfoder. Ingen av
hastarna i grupp A: 1-5 visade kliniska tecken pad sjukdom. Hastarna var
avmaskade vid olika datum beroende pa grupp och svar pa trackprovsanalys. |
grupp A: 1 avmaskades tva fol den 28 september. Hela grupp A: 2 avmaskades
den 1 september. | grupp A: 3 avmaskades tre 6l den 9 september och alla i grupp
A: 4 avmaskades den 9 september. Samtliga hastar avmaskades med piperazine
(licenspreparat). | grupp A: 5 avmaskades folen senaste gangen 2005-08-24 eller
2005-09-05, denna gang med Noromectin vet. (ivermektin). Fem hastar var
behandlade med antibiotika eller NSAID: ett f6l behandlades med Penovet vet.
(bensylpenicillinprokain) i tio dagar med bérjan den 23 juni, en behandlades den
20 juli med Penovet vet. i tolv dagar och darefter med Gentaject® vet.
(gentamicin) i atta dagar, en behandlades med Penovet vet. i sju dagar med bérjan
den 30 juli och med Finadyne vet. (flunixin) i en dag, en behandlades med
Engemycin® vet. (oxytetracyklin) i tre dagar med start den 3 juni och en
behandlades den 22 augusti med Penovet vet. i en dag och darefter med
Engemycin® vet. i tre dagar.

Stuteri B

Prov togs 2005-10-05 och 2005-10-06 och vid dessa tillfallen fanns ca 80 hastar
pa garden varav 36 var fol. Alla dessa 36 provtogs. De var fodda under
tidsintervallet 2005-02-02 till 2005-06-05. Inte heller nagon av dessa hastar visade
kliniska tecken pa sjukdom. Folen hade gatt pa bete fram till avvanjning. Hastarna
hade gatt i tva grupper och varje grupp vaxlat mellan tva beten. Gruppernas
sammansattning hade dock dndrats under sasongen sa att hastarna fran de tva
grupperna blandats och tva hastar hade tillkommit fran Holland. Ytterligare fyra
hastar hade anlant fran Holland, men hade inte blandats med de andra hastarna. Pa
stuteriet bedrevs ingen semin- eller 6vrig betédckningsverksamhet. Félen hade
stodutfodrats med kraftfoder och avmaskats vid behov efter trackprovsanalys.
Alla var avmaskade minst en gang med Equimax vet. (ivermektin och
prazikvantel) och piperazine. Ovriga behandlingar se tabell 1 pd nasta sida.
Stuteriet hade under sensommaren haft flera folungar med feber och misstanke
om erlichios.



Tabell 1. Medicinska behandlingar av félen pa Stuteri B

Fol

Behandling

Kon och fodelsedatum

Forsta behandlingsdag Preparat

Hingst, 05-06-05 17 augusti Engemycin® vet.
Sto, 05-05-16 15 augusti Engemycin® vet.
Sto, 05-04-06 3 oktober Engemycin® vet.
Hingst, 05-03-29 3 maj Penovet vet.

Hingst, 05-05-08 19 augusti Engemycin® vet.

Sto, 05-04-25 9 september Engemycin® vet.
Sto, 05-05-16 19 september Penovet vet., Gentaject® vet.
Hingst, 05-03-30 27 april Penovet vet.
Hingst, 05-04-03 29 april Penovet vet.
2 september Engemycin® vet.
Hingst, 05-05-17 9 juli Penovet vet.
15 juli Gentaject® vet.
23 augusti Engemycin® vet.
Hingst, 05-04-30 29 augusti Engemycin® vet.
9 september GastroGard® vet.
Hingst, 05-05-07 9 augusti Chloromycetin 6gondroppar
11 augusti Penovet vet.
15 augusti Rimactan® (rifampicin)
21 augusti Gentaject® vet.
26 augusti Tribrissen® vet. (sulfadiazin,
trimetoprim)
Sto, 05-02-19 15 augusti Engemycin® vet.
Sto, 05-05-30 3 september Engemycin® vet.
Stuteri C

Stuteri C hade vid provtagningsdagen 2005-10-27 42 folston och 25 félungar, 16
av dessa var egna och de dvriga hade varit pa stuteriet i ca 10 dagar och kom fran
tva olika stéllen. 17 héstar provtogs och de var fodda 2005-03-26 till 2005-06-01.
Samtliga folungar hade gatt pa samma beten och de hade véxlat mellan tre olika
beten. Ingen stodutfodring med kraftfoder hade behdvts eftersom ston med fol
hade slappts pa andraskorden i augusti. Varje sasong tar stuteriet emot ca 100 ston
utifran for inseminering. Dessa hastar halls avskiljda fran stuteriets egna och
inackorderade folston med fél. En av héstarna var mager och den hade, enligt
uppgift fran &garen, varit magrare an de Ovriga folungarna i flocken hela
sommaren. Den hasten hade dock bara varit pa detta stuteri i 10 dagar. | dvrigt
noterades inga tecken pa sjukdom och ingen av de egna hastarna hade behandlats
med antibiotika. De egna félungarna var avmaskade vid tre dagars alder samt i
slutet av augusti.



Stuteri D

Prov togs 2005-11-15 fran sju fol fodda 2005-04-06 till 2005-05-24. Totalt fanns
ca 150 hastar pa stuteriet vid besokstillfallet varav ca 35 fol. Folen hade gatt pa
bete tillsammans fram till avvanjning och skiftat bete under sommaren. Fran och
med oktober hade hastarna stodutfodrats pa betet med ensilage och kraftfoder. De
avmaskades senast 2005-11-01 med ivermektin. En av héstarna var behandlad
med penicillin och sulfadiazine/trimetoprim. Vid provtagningstillfallet visade
inget av folen kliniska tecken pa sjukdom. Pa stuteriet bedrivs dven semin- och
betackningsverksamhet, men detta sker pa en intilliggande gard sa stuteriets hastar
blandas inte med ston som kommer dit for inseminering.

Provhantering

Prov for Lawsonia intracellularis bestod av faeces som togs fran rektum
alternativt fran boxen, i de fall dar hasten befann sig i ensambox, och lades i burk
markt med stuterinamn och héstens nummer. | de fall dar folen hade
individnummer anvéndes detta, dvriga fol gavs I6pnummer och uppgifter om kon,
alder och eventuella behandlingar antecknades. Proverna frystes in i och
forvarades i —80 °C i vantan pa analys.

Prov for Brachyspira spp. togs som rektalsvabb med tops (kulturett) fran
andtarmen och kulturetten snurrades mot tarmslemhinnan. Kulturetten
kylforvarades i +8 °C i Amies kolade medium (Amies Agar Gel Medium with
Charcoal, Copan Venturi Transsystem®, Copan innovation, Brescia, Italien) fram
till odling. Markning av proverna gjordes enligt ovan. Provtagningen utférdes av
forfattaren och av stuteripersonal.

Analys
Lawsonia intracellularis

Koklysat

Faecesproverna preparerades genom koklysat (Jacobson et al., 2004; Moller et al.,
1998) dar 0,1 g frusen faeces vagdes upp i 1,5 ml eppendorfrér och blandades
med 1,2 ml avjoniserat, sterilt vatten med hjalp av vortex (skakning). Darefter
inkuberades proverna i 15 minuter i rumstemperatur och centrifugerades sen i tva
minuter, 250 x g. for att bli av med debris. Supernatanten dverfordes till nytt,
lasbart ror och centifugerades i 5 minuter, 14 500 x g., detta for att fa ett sediment
(pellet) innehallande bakterier. Supernatanten kastades och till pelleten tillsattes
400 pl lyseringsbuffert (50 mM Tris-HCI, pH 8,4; 1 mM EDTA; 0,5 % Tween-
20). Pelleten blandades med lyseringsbufferten genom vortex och kokades i tio
minuter for att bryta ned bakteriernas cellvdggar och frigéra bakteriernas DNA.
Slutligen centrifugerades roren i 30 sekunder, 14 500 x g, for att fa
cellvéggsresterna att sedimentera. Supernatanten Overfordes till nya roér och
forvarades i —20 °C i minst en natt innan PCR-analys.

PCR

Vid PCR, ”polymerase chain reaction”, sker en anrikning av ett utvalt kdnt DNA-
segment. En s.k. nested PCR anvéndes for anrikning av DNA-sekvensen. Vid
PCR byggs nytt DNA med hjélp av sa kallade primrar och vid en nested PCR sker
detta i tva steg, med nya primrar i andra steget.
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I denna PCR anvéndes primrarna Pe-F (“forward primer” foér detektion av
proliferativ enteropati), Pe-R ("reverse primer” for detektion av proliferativ
enteropati), Pe-Fc ("forward primer C” for detektion av proliferativ enteropati)
och Pe-Rd ("reverse primer D” for detektion av proliferativ enteropati) (Jacobson
et al., 2004; Jones et al., 1993). En nested PCR ger en 0kad kanslighet och en
béattre specificitet jamfort med en enkel PCR som sker i ett steg. Detta segment
pavisas sedan genom elektrofores dar segmenten vandrar olika langt beroende pa
storlek.

Infor varje PCR skrevs ett protokoll som inkluderade datum, provmarkning,
negativa kontroller, positiva kontroller samt de &mnen som skulle inga i PCR-
mixturen, inklusive dessa &mnens mangd. | mixturen ingick per reaktionsror: 15,3
ul avjoniserat destillerat vatten; 2,5 ul PCR-buffert; 2,0 ul MgCly; 2,0 ul dNTP
(nukleotider); 1,0 ul primer Pe-F; 1,0 ul primer Pe-R; 1,0 ul mimic (se nedan); 0,2
ul reaktionsenzym (AmpliTaqg Gold DNA Polymerase, Applied Biosystems,
Foster City, California, USA) och 1,0 ul templat (prov).

PCR-ror marktes med I6pnummer enligt protokollet, vart femte rér var en negativ
kontroll. Dessa bestod av PCR-mixtur, men inget templat. De negativa
kontrollerna var till for att visa eventuell kontamination. En positiv kontroll sattes
i sista roret innehallande PCR-mixtur och templat med DNA fran Lawsonia
intracellularis. Den positiva kontrollens syfte var att visa om PCR-reaktionen
fungerat. En intern kontroll (mimic) visar forekomst av inhibitoriska faktorer, som
kan finnas i faeces. Den bestar av en konstruerad DNA-molekyl som har en annan
sekvens jamfort med det DNA-segment som ska detekteras, men ett likadant
bindningsstélle for primrarna. Den interna kontrollen anrikas av primrarna, men
skiljer sig i storlek fran detektionssegmentet och kan darav atskiljas i
gelelekroforesen (se nedan) (Jacobson et al., 2003).

PCR-mixturens ingredienser, forutom enzymet, tinades och blandades i ett 1,5 ml
centrifugror. Detta agde rum i dragskap som stralats med ultraviolett ljus fore
anvandning, dven pipetter, markpennor och stall for réren var bestralade med UV-
ljus. Enzymet togs direkt ur frysen och tillsattes sist. Mixturen blandades med
vortex och 24 ul av mixturen tillsattes varje PCR-ror. Darefter tillsattes 1,0 ul
templat till réren enligt protokoll och 1,0 ul templat fran positiv kontroll sattes till
det sista roret. Roren placerades omedelbart i en PCR-apparat dér programmet
bestod av en "hotstart” (95 °C i tio minuter) foljt av 35 cykler, dér varje cykel
bestod av denaturering (da DNA-strangarna separerar) vid 95 °C i 30 sekunder,
"annealing™ (da primrar faster vid DNA) vid 55 °C i 30 sekunder och elongering
(da nytt DNA byggs) vid 72 °C i 30 sekunder. Efter dessa 35 cykler kyldes roren
till 4 °C. Darefter blandades ny PCR-mixtur med sammansattning som den forsta
blandningen (se ovan), dock utan mimic och med primrarna utbytta till Pe-Fc och
Pe-Rd. 24 ul av blandningen sattes till nya markta PCR-rér och 1 ul av PCR-
produkten fran forsta PCR-reaktionen anvandes som templat och sattes till
respektive ror. Samma PCR-program som vid forsta PCR-reaktionen anvandes vid
den andra PCR-reaktionen (se ovan). Prov som vid analys visade sig vara
inhiberade spaddes med avjoniserat, sterilt vatten, 1:10, och analyserades igen.
Prov som efter den spadningen fortfarande var inhiberade spéddes 1:100 och
analyserades ater.



Elektrofores

En 1,5 procentig agarosgel gots i en form med en eller tva mallar for brunnar,
beroende pa antalet prov. P& en plastfilm blandades 2 pl GLS med 5 pl av den
nestade PRC-produkten. Den stelnade gelen sénktes ner i ett elektroforesbad,
innehallande TBE-buffert. Mallarna for brunnarna avlagsnades och prover samt
kontroller sattes i brunnarna i k&nd ordning. En DNA-markér (DNA molecular
weight marker VI, digoxigenin-labeled, Roche Diagnostics Gmbh, D-68305
Mannheim, Germany) med DNA-fragment av kénda storlekar sattes per rad.
Strom kopplades 6ver behallaren sa att de negativt laddade DNA-segmenten
vandrade fran minuspol mot pluspol. Spanningen sattes till 90-110 V i 30-40
minuter.

Gelen fargades sedan i 20 minuter i etidiumbromid och lades sedan ca 10
sekunder i avjoniserat vatten. Gelen placerades pa ett ultraviolett ljusbord for
avlasning och fotografering. PCR-produkten ses som ljusa band i gelen da den
laggs pa ljusbordet. Positiva prover har ett band som vandrat lika langt som den
positiva kontrollen, 319 baspar (Jacobson et al., 2004; Jones et al., 1993) samt ett
band som visar den mimic som tillsatts, 596 baspar (Jacobson et al., 2004).
Negativa prover dar PCR-reaktionen fungerat har ett band som bildas av den
interna kontrollen (mimic). Vid inhibition av PCR syns inte nagot band alls.
DNA-markdrerna syns om elektroforesen fungerat.

Brachyspira spp

Odlingen utfordes pa ett selektivt medium, TSA (Trypticase Soy Agar) med 10 %
notblod och antibiotika (400 pug/ml spectinomycin samt 5 ug/ml polymyxin). Vid
rutindiagnostik vid SVA (Sveriges Veterinarmedicinska Anstalt) odlas faeces fran
gris pa selektiva Brachyspira-agar med tre antibiotika (Blood agar base number 2
Oxoid with 5 % sheep blood) (Fellstrém och Gunnarsson, 1995). | detta férsok
valdes tva antibiotika for att minska risken att antibiotikan skulle hiamma
eventuell véaxt av Brachspira spp. Human Brachyspira (Brachyspira aalborgi)
odlas pa tva antibiotika, den vaxer dessutom inte i 42 °C som 6vriga Brachyspira
spp. utan i 37-38,5 °C (Hovind-Hougen et al., 1982). Risken som togs i och med
att tva antibiotika anvandes var att Brachspira spp. skulle bli dvervaxt av annan
flora. Agarplattorna odlades anaerobt i 37 °C i minst sju dagar innan forsta
avlasning. Vid vaxt av Brachspira spp. ses svarmning och svag till stark hemolys,
beroende pa art. Brachyspira aalborgi orsakar endast svag hemolys eller ingen
alls. Vid missténkt véaxt av Brachspira spp. togs kolonimaterial och undersokes i
faskontrastmikroskop. Hemolysbedémning tillsammans med biokemiska tester
(spot indol test och hippurat test) kan anvandas for artbestamning av Brachyspira
hos gris (Fellstrém och Gunnarsson, 1995). Plattorna inkuberades totalt 31 till 39
dagar fore slutavlasning. Plattorna avlastes dven av en veterinér.

RESULTAT
Lawsonia intracellularis

Vid den forsta analysen av de 101 outspédda proverna var 14 prover negativa och
resterande 87 prover var inhiberade. Inhiberade prov spaddes 1:10 varefter de
sattes pa nested PCR. Resultatet blev 30 negativa och 57 inhiberade. De prov som



fortfarande var inhiberade spaddes 1:100 innan ny nested PCR utfordes. Det
slutliga resultatet blev negativt for samtliga 101 prov. Nedan visas i figur 1 ett av
resultaten fran analys vid spadning 1:100.
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Figur 1. Langst till hdger syns DNA-
markoérerna, prov 16, 18, 20 och 22 &r inhi-
berade (20 dock negativ kontroll). Nummer 25
ar positiv kontroll.

Brachyspira spp.

Ingen Overvaxt noterades pa nagon av plattorna, sa eventuell Brachyspira spp.
hade mdjlighet att vaxa ut. Blandflora sags pa samtliga plattor men inga kolonier
liknade Brachyspira spp. Hemolyserande kolonier och icke hemolyserande
kolonier studerades i faskontrastmikroskop i etthundra gangers forstoring. Detta
gjordes, eftersom inte alla Brachyspira spp. ar hemolyserande. VVaxande kolonier
visade sig besta av kocker och stavar, inga spiroketer kunde pavisas i nagot av de
101 tagna proverna.

DISKUSSION
Metod
Urval

Dessa fol provtogs i avvénjningsperioden, vilket borde medféra den storsta
sannolikheten att hitta Lawsonia intracellularis.  Samtliga rapporter om
sjukdomsfall har varit hastar i avvanjningsperiod i aldern tre till sju manader,
forutom en hast som var 13 manader (Bihr, 2005; Brees et al., 1999; Frank et al.,
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1998; Lavoie et al., 2000; McClintock och Collins, 2004; Schumacher et al.,
2000; Williams et al., 1996). Dessutom var urvalet inom varje besattning stort,
utom pa stuteri D, dar bara sju fol provtogs av ca 35. Pa de Gvriga stuterierna
provtogs fran 64 % till 100 % av folungarna, for att minimera risken att missa
eventuell forekomst av Lawsonia intracellularis eller Brachyspira spp.

Proven fran folen togs av instruerad personal pa stuterierna och av forfattaren.
Folen som provtogs kom samtliga fran stuterier i Uppland. Den geografiska
spridningen begrénsades av tiden for provtagning samt av ekonomiska faktorer.
Darfor ar urvalet inte representativt for hela landet. | Sverige halls de flesta grisar
inomhus, men att ta prov fran hastar pa stuterier i mer gristata delar av landet kan
eventuellt 6ka mojligheten att finna dessa bakterier. Dock ar vanligen kontakten
mellan grisbesattningar och hdastar begrdnsad. Intressant i sammanhanget ar att
Lawsonia intracellularis hittills inte pavisats i den svenska vildsvinspopulationen
(Jacobson et al., 2005). Spridning av bakterien till vildsvin skulle kunna 6ka
risken att den aven hittas hos héast. Stuterier borde vara bra som urvalsgrupp, da de
inhyser unga individer, ofta i stort antal pa begransade ytor och flodet av djur till
och fran stuterier ar ofta stort. Ett av stuterierna i denna studie hade dessutom
utbyte av héastar med Holland, vilket &r intressant ur smittspridningssynpunkt.

Preparering

Prepareringen fick inte bort PCR-inhibitorerna i mer dn 14 av proverna. Samma
erfarenhet finns fran analyser pa grisfaeces. Denna prepareringsmetod valdes
darfor att den i tidigare studier visat sig vara den metod som sékrast identifierat
positiva prov. Tyvarr a&r metoden dock samre &n flera andra metoder nar det galler
att avlagsna inhibitorer (Jacobson et al., 2004). Det har ocksa konstaterats att
inhibition ar mindre vanligt i prover tagna fran grisar med diarré (Jacobson et al.,
2003). | denna studie hade ingen av de provtagna félen diarré och inhibitionen var
omfattande. Vid PCR av de outspadda proverna inhiberades 79 %. Vid inhibition i
grisfaeces har dock proverna spatts (Jacobson et al., 2004; Jacobson et al., 2005),
vilket &ven gjordes i detta forsok. Dock kvarstod inhibition. Vid spadning 1:10 var
57 prover (56 %) fortfarande inhiberade och efter spadning 1:100 var tio prover
inhiberade. Dessa tio sattes pa en ny nested PCR dér inget prov inhiberades. Det
som tolkades som inhibition i de tidigare analyserna vid spadning 1:100 kan i
stallet ha berott pa att mimicen varit ojamnt férdelad och funnits i for liten méangd
i en del prover. Vetskapen ar liten om vad som orsakar inhibitionen. Det behdvs
mer studier Over diagnostiken av Lawsonia intracellularis hos hast. Det kan vara
sa att det rader skillnader mellan mangden och typen av inhibitorer i faeces
beroende pa djurslag.

PCR

Sensitiviteten i denna nested PCR faststalldes till 10° maIDNA-molekyler per
PCR i en studie av Jacobson et al. (2003). | studien togs hénsyn till inhibition och
olika koncentrationer av mimic undersoktes. Vid analys av faeces fran gris blev
konklusionen att mimic i koncentrationen 10° var optimalt. En for liten mangd
mimic inhiberas latt och for mycket mimic konkurrerar ut malDNA-molekylerna.
Sensitiviteten for denna nested PCR utan mimic uppskattades av Moller et al.
(1998) till 2 x 10° bakterier per gram grisfaeces genom spadning. Méllers studie
gjordes dock utan att graden av inhibition kunde bedomas. Teoretiskt kan, utifran
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resultaten av de tva ovanstdende studierna, detektionsnivaerna beraknas till
foljande: vid spadning 1:10 kravs 2 x 10° till 10* bakterier per gram faeces for
detektion och vid spadning 1:100 kravs 2 x 10 till 10° bakterier per gram faces.
Inget fol i denna studie visade tecken pa sjukdom sa ingen av dem borde ha haft
stor utsondring av patogena bakterier i trdcken. Det finns inga uppgifter om
méngden utsondrade bakterier hos hast med kliniska symptom, orsakade av
infektion med Lawsonia intracellularis. Hos gris med kliniska symptom pa PE
anges mangden utséndrade bakterier i tracken vara mellan 2 x 10° och 2 x 10’
eller mera per gram faeces (Moller et al., 1998).

Specificiteten for denna PCR undersoktes av Jacobson et al. (2004) och
konstaterades god. Primrarna testades mot Campylobacter jejuni, Campylobacter
mucosalis, Desulfovibrio desulfuricans, Escherichia coli, Myxococcus xanthus
och Proteus mirabilis och var negativ for samtliga. Vidare kunde positiva resultat
I PCR korreleras till kliniska symptom och makroskopiska och histologiska fynd
vid obduktion.

Elfores

Gelelektroforeserna kontrollerades med DNA-markdrer som syns om elforesen
fungerat, vilket var fallet i samtliga elforeser i detta forsok.

Odling av Brachyspira spp.

Vid odling av Brachyspira spp. har detektionsméngden visat sig vara 10* till 10°
CFU (colony forming units) per gram faeces (Stege et al., 2000). | en studie av
Brachyspira hyodysenteriae var detektionsnivan 14 bakterier per gram faeces
(Fellstrom et al., 2001). Odling &r saledes en kanslig metod och borde i detta
forsok ha detekterat bakterier &ven hos subkliniska smittbdrare. Den mest
langsamvaxande arten av Brachyspira spp. ar Brachyspira aalborgi som kraver
tva veckor for att vaxa fram. Den ar dven unik pa det satt att den inte véxer i 42 °C
som de andra Brachyspira spp., vilka vaxer bade i 37 °C och 42 °C (Hovind-
Hougen et al., 1982). | detta forsok inkuberades plattorna i 37 °C for att kunna
fanga upp véaxt av alla kdnda Brachyspira spp., 37 °C ligger dessutom inom
intervallet for hastens normala kroppstemperatur (36,9-38,3 °C). Inkubationen
varade i minst 31 dagar sa alla kdnda arter av Brachyspira spp. hade maéjlighet att
vaxa fram. Da ingen Overvaxt av annan bakterieflora skedde hade eventuell
Brachyspira spp. chans att vaxa ut. Orsaker till att odlingen blev negativ kan vara
att inga spiroketer fanns i folens faeces eller att inga eller for fa bakterier hade
utsondrats i tracken. Utsondringen av bakterier sker eventuellt intermittent. Det
skulle ocksad kunna vara sa att spiroketer hos hast inte védxer under samma
betingelser som 6vriga Brachyspira spp.

Alternativa metoder
Lawsonia intracellularis

Da odling kraver cellkulturer &r det inget bra alternativ for pavisande av Lawsonia
intracellularis. Serologi finns att tillga, men vid klinisk misstanke om sjukdom
har serologi nackdelen att antikroppar forst blir detekterbara 14 dagar efter
infektionstillfallet (Knittel et al., 1998). En antikroppstiter &r dessutom en indirekt
metod som enbart ger information om att djuret kommit i kontakt med
smittoamnet. Daremot gar det inte att avgéra om infektionen har etablerat sig hos
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individen eller om djuret &r infekterat vid provtagningstillféllet eller var i kroppen
detta agens befinner sig. En studie av Jacobson et al. (2004) visar att falskt
positiva prover kan férekomma vid serologi och att det kan vara svart att detektera
svagt positiva prov. | en studie som denna hade serologi varit anvandbart, men
provtagningen hade forsvarats avsevart. Troligtvis hade det ocksa blivit svarare att
fa stuterier att stalla upp pa studien.

Brachyspira spp.

PCR finns utarbetat for diagnosticering av Brachyspira spp. och anvénds vid SVA
som rutindiagnostik. Selektiv odling valdes i denna studie med tanke pa att det ar
en bra metod vid analys av grisfaeces (se detektionsniva ovan) samt for att detta ar
det enda sattet att fa stammar att spara. Dessutom finns det risk for falskt negativa
resultat med befintliga PCR-system (Claes Fellstrom, pers. medd.).

Konklusion

Varken Lawsonia intracellularis eller Brachyspira spp. kunde pavisas i denna
studie. De negativa resultaten kan bero pa att bakterierna inte finns hos hést i
Sverige. FOr detta talar att sjukdom p.g.a. dessa bakterier hittills inte finns
beskriven hos hast i Europa. Andra orsaker kan vara att bakterierna kan vara svara
att pavisa hos subkliniska smittbarare. Analys av Lawsonia intracellularis i faeces
fran hast forsvaras ytterligare av inhibition av PCR. I denna studie var 14 av folen
behandlade med tetracyklin och tvd med gentamicin. Eventuell férekomst av
Lawsonia intracellularis kan ha eliminerats av tetracykinbehandling och
Brachyspira spp. kan ha eliminerats av bada dessa antibiotika.

For att ga vidare kan, som namnts tidigare, hastar i kontakt med grisar eller héstar
i narheten av grisbesattningar provtas. Dessutom bér prov tas fran hastar med
diarré eller ”protein loosing enteropathy” och analyseras avseende forekomst av
Lawsonia intracellularis och Brachyspira spp. Studier av obducerade hastar som
haft tarmlidanden kan ockséa 6ka sannolikheten att pavisa dessa tva bakterier. For
att slippa spada ut prover och darigenom sédnka PCR-sensitiviteten bor andra
prepareringsmetoder provas.
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