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SAMMANFATTNING

Malet med denna studie var att undersoka om serologi, med hjalp av en iELISA kan anvandas
som diagnostiskt hjalpmedel vid diagnostik av subkliniska smittbarare av S. equi. Genom
upprepade provtagningar studerades det serologiska svaret efter en naturlig infektion med S.
equi hos 93 hastar, fran sex besattningar drabbade av kvarka. Férekomsten av antikroppar
studerades dven hos en kontrollgrupp bestdende av 64 kliniskt friska hastar. Den iELISA som
anvéandes i detta forsok ar utvecklad av Animal Health Trust, Newmarket, Storbritannien
(AHT) och pavisar tva for S. equi unika antikroppar riktade mot antigen A och antigen C.
Forutom att studera forekomsten av antikroppar undersoktes dven férekomsten av S. equi
genom PCR undersokning av nassvabb, nasskolj och/eller prov fran luftsackarna hos samtliga
hastar vid varje provtagningstillfalle. Denna studie visade pa att forekomsten av serologiskt
positiva hastar sjonk Over tid efter besattningens insjuknande, vilket &ven forekomsten av
PCR positiva hastar avseende S. equi gjorde. Studier av antikroppskurvorna visade att de tva
antikroppar som undersokts med denna iIELISA uppvisade ett liknande monster. Man kunde
aven se att en av de tva studerade antikropparna lag hogre. Vilken antikropp som lag hogst
hos en individ varierade bade inom och mellan de studerade besattningarna. Baserat pa
materialet i denna studie erhélls en sensitivitet pa 61 % for denna iELISA att pavisa
subkliniska smittbarare av S. equi och ett negativt prediktivt varde (NPV) pa 81%.

SUMMARY

The objective of this study was to investigate if serology by means of an iELISA could be a
potential aid in diagnose of subclinical carriers of S. equi. Through multiple samples, the
serological response after a natural infection of S. equi was studied in 93 horses from six
premises diagnosed with strangles. The presence of antibodies was also studied in a reference
group of 64 clinically healthy horses. The iELISA used in this study is developed by Animal
Health Trust (AHT), Newmarket, Great Britain and it detects two antibodies unique to S. equi
directed to antigen A and antigen C. Also, the presence of S. equi through testing nasal swabs,
nasal lavage and/or material from the guttural pouches by PCR was studied, in all horses at
every testing time. This study showed that the percentage of serological positive horses
declined over time as did the percentage of S. equi PCR positive horses. Studies of the
antibody graphs showed that the two antibodies tested in this study exhibited similar patterns.
Also it was discovered that one of the two antibodies showed a higher titer. Which antibody
that showed a higher titer varied both within and between different premises. Based on the
material in this study the iELISA had a sensitivity of 61 % for detecting subclinical carriers of
S. equi and a negative predictive value of 81%.
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INLEDNING

Kvarka &r en bakteriell luftvdagsinfektion hos hast dar den orsakande bakterien &r en
betahemolyserande streptokock, Streptococcus equi subspecies equi (S. equi). Sjukdomen
kvarka finns beskriven redan ar 1251 (Sweeney et al., 2005). ldag forekommer kvarka i hela
Sverige och ar en sjukdom som kan orsaka allvarliga konsekvenser dels for den drabbade
beséttningen och for den enskilda hdsten men dels &ven ekonomiskt for hastédgaren. Enligt
Statens Veterindrmedicinska Anstalt (SVA) drabbas i Sverige i genomsnitt 71 beséttningar
arligen av kvarka (Statens Veterinarmedicinska Anstalt, 2013). Ett bekymmer som man idag
brottas med inom smittspridningen av kvarka &r att en hast, efter genomgangen infektion kan
bli barare av S. equi. Dessa hastar utgor en viktig smittokalla da de utsondrar S. equi
intermittent samtidigt som de &r kliniskt friska. Det finns idag ingen snabb, eller annan enkel
och billig metod for att identifiera dessa héstar. Den diagnostik som man idag anvander sig av
ar bland annat upprepade provtagningar med néssvabb eller nasskéljning. Man kan dven
anvanda sig av endoskopering och provtagning av luftsackarna. Provtagning av luftsdckarna
kraver dock att man har speciell utrustning samt att hdsten sederas, vilket innebar att detta &r
en provtagningsmetod som ar bade kostsam och tidskravande. Det dr dock den idag sékraste
metoden for att identifiera subkliniska smittbdrare (Newton et al., 1997). Det finns i andra
lander, bland annat i England, serologiska tester dar man har som indikation att diagnostisera
infektion med S. equi. Ingen av dessa metoder finns dock tillgdngliga i Sverige idag.

Syftet med detta forsok ar att studera en av dessa serologiska tester for att utvardera om den
skulle kunna anvandas som ett diagnostiskt hjalpmedel vid subkliniskt bérarskap av S. equi.
Eftersom syftet med detta forsok ar att underséka om man genom ett blodprov och serologisk
undersokning kan pavisa hastar som ar subkliniska smittbarare av S.equi ar det 6nskvart med
ett test som har hdg sensitivitet eftersom vi inte vill missa héstar som ar barare av bakterien.
Det dr dven Onskvart att man kan friskforklara hasten, om ett negativt serologiskt svar erhalls.
Detta innebér saledes att det dven ar onskvart med ett hogt negativt prediktivt varde (NPV).

| detta forsok studeras forekomsten av antikroppar hos 93 hastar fran sex olika beséattningar
vid en naturlig infektion av S. equi. Hos dessa hastar har det gjorts uppféljande provtagningar
vilket innebér att antikroppskurvor har kunnat studeras over tid. Utover dessa hastar fran
drabbade beséttningar har férekomsten av antikroppar undersokts hos 64 kliniskt friska hastar.
Forutom att studera antikroppsférekomst har &ven férekomsten av S. equi och Streptocuccus
equi subspecies zooepidemicus (S. zooepidemicus) hos samtliga héstar vid samtliga
provtagningstillfallen analyserats. Utifran det insamlade materialet kunde ses, att forekomsten
av serologiskt positiva héstar i en drabbad beséttning sjunker Gver tid. Vidare studier av
antikroppskurvor hos de enskilda hastarna i drabbade besattningar har visat att den ena av de
tva undersokta antikropparna riktade mot antigen A eller C, ofta ligger hogre. Vilken av de
tva undersokta antikropparna som ligger hogst varierar bade inom och mellan beséttningar.
Det kan dven ses ett fordrojt antikroppssvar dar hasten ar PCR positiv avseende S. equi en tid
innan den ar serologiskt positiv. Hur lang tid det tar innan ett serologiskt svar utvecklas kan
man, pa grund av ojamna provtagningsintervall, ej svara pa. Det blev aven observerat att man,
om man endast tar prov med nassvabb eller nasskoljning missar férekomst av S. equi vilket
dven andra studier visat (Newton et al., 1997). Baserat pa material i detta forsok erhalls en



sensitivitet pa 61 %for denna iELISA att pavisa subkliniska smittbarare av S. equi. Det
negativa prediktiva véardet (NPV) i denna studie ligger pa 81%.

Ett antal fallgropar férekommer i denna studie bland annat ojdmna provtagningsintervall och
varierande provtagningsmaterial for PCR analys, en annan faktor som kan paverka resultaten
ar den att, om en hast ar provtagen vid fler an ett tillfalle forekommer resultat fran den hésten
vid mer an ett tillfalle i resultatsammanstéliningen. Trots kdnnedom om dessa felkéllor
betraktas resultaten som lovande och vidare studier pa serologi som diagnostiskt hjalpmedel
vid undersokning av subkliniskt bararskap bor genomforas.

LITTERATUROVERSIKT
Infektion med S. equi

Kliniska symptom som man ser vid kvarka varierar, framst beroende pa hastens alder dar de
yngre héstarna oftare drabbas av allvarligare kliniska symptom. Karakteristiskt for sjukdomen
ar att det borjar med en febertopp som efter 24-48 timmar Gvergar i hosta och nasflode.
Nasflodet kan till en borjan vara tunt men Gvergar inom kort till att vara purulent. Andra
karakteristiska symptom man kan se vid kvarka ar abscesshildning i lymfknutor, da vanligen i
de submandibuléra och retrofaryngeala lymfknutorna. Cirka en vecka efter infektion ses
svullna och émmande lymfknutor och serumutsvettning fran lymfknutorna kan férekomma i
flera dagar innan abscessen i lymfknutorna mognat och tillslut éppnat sig ut i huden. Da &ven
de djupare beldgna lymfknutorna dr paverkade kan det ta langre tid innan abscessen Gppnar
sig ut i huden vilket kan ge upphov till bland annat andningssvarigheter i de fall da de
angripna lymfkortlarna ar beldgna i anslutning till andningsvdagarna. | de fall da de
retrofaryngela lymfknutorna ar paverkade kan de istallet for att draneras ut i huden dppna sig
in till luftsdckarna och ge upphov till luftsdcksempyem, pus i luftsdckarna. Hosta ar inte alltid
forekommande men i de fall da det finns pus i luftsackarna kan hosta forekomma samtidigt
som stora mangder pus kommer fran munnen och/eller nosen. Det ar dock inte alla hastar som
utvecklar dessa typiska symptom vid en infektion med S. equi. (Sweeney et al., 2005). Det
forekommer en atypisk form av kvarka, som framst drabbar aldre hastar. Dessa individer far
endast en lindrig infektion och utvecklar saledes mildare symptom. Det man kan se hos dessa
individer ar ett lindrigt nasfléde, hosta och feber. Abscessbildning i lymfknutorna
forekommer men det &r inte lika vanligt som hos de individer som drabbas av mer allvarliga
symptom (Reed,. et al 2004).

Komplikationer som kan uppkomma efter infektion med S. equi &r bland annat kastad kvarka
som innebér att det bildas bolder i kroppens inre organ. Lungsacksinflammation,
immunmedierad vaskulit och myosit samt lunginflammation ar andra komplikationer som kan
forekomma (Reed., et al 2004). Hastar kan, efter genomgangen infektion, aven bli barare av
S. equi utan att visa kliniska symptom, det vill sdga subkliniska smittbarare. Hos dessa
individer finns bakterien vanligen i luftsdckarna (Sweeney et al., 2005). Bakterien kan spridas
till luftsdckarna genom att narliggande lymfknutor (retrofaryngeala lymfknutor) spricker och
introducerar pus innehallande bakterier in till luftsickarna varvid det bildas ett
luftsdcksempyem. Hos vissa av de drabbade hédstarna kommer luftsdicksempyemet att torka
upp och utvecklas till sa kallade kondroider (intorkat slem) som innehaller S. equi. Hos dessa



hastar kan bakterien utsondras intermittent vilket innebér att dessa individer utgor en viktig
smittkalla da de ar kliniskt friska men samtidigt utsondrar bakterien (Sweeney et al., 2005).

Diagnostik av infektion med S.equi

Diagnos stélls utifran den kliniska bilden tillsammans med pavisande av bakterien. Da
bakterien kan vara svar att pavisa utesluter ett negativt provsvar inte diagnosen. Det finns
olika metoder man kan anvénda sig av nar man vill pavisa bakterien, bland annat kan man
anvanda sig av odling eller Polymerase Chain Reaktion (PCR). Det material som man kan
anvanda sig av vid pavisande av bakterien ar till exempel svabbprover fran nashélan,
nasskoljprover, prov fran luftsickarna eller boldsekret (Reed et al., 2004). Vilket
provtagningsmaterial man anvander sig av beror pa i vilket sjukdomsskede som hésten
befinner sig i och vilka kliniska symptom som hasten uppvisar. Om hésten befinner sig i tidigt
sjukdomsskede &r den basta analysmetoden ett ndsskdljprov som analyseras med PCR
(Lindahl et al., 2013), forekommer boldsekret kan man med fordel analysera detta genom ett
prov taget med en svabb (Sweeney et al., 2005). Vid misstanke om subkliniskt bérarskap ar
idag den basta provtagningsmetoden prov taget fran luftsickarna genom endoskopering. Detta
ar dock en provtagningsmetod som kraver att héasten &r sederad, vidare krévs det sarskild
utrustning samt kompetens hos provtagaren (Newton et al., 1997). Férutom detta ar det viktigt
med noggrann rengoring och desinfektion av utrustningen mellan hdstar. Sammantaget
innebar det att denna provtagningsmetod inte alltid & genomforbar i falt.

Behandling

Behandling av kvarka beror pa hur allvarliga symptom hasten uppvisar samt vilka symptomen
ar. De allra flesta fallen av kvarka behover inte antibiotikabehandlas. I de fall som
antibiotikabehandling kravs rekommenderas penicillin. Det finns idag inga tecken pa
resistensutveckling mot penicillin hos S. equi (Statens Veterindrmedicinska Anstalt, 2013).
Man kan Gvervéga att sétta in antibiotika i ett tidigt sjukdomsskede for att forhindra uppkomst
av bolder eller om hasten uppvisar mycket allvarliga kliniska symptom. Behandling utéver
antibiotika beror pa vilka symptom som hasten uppvisar. Man kan behdva behandla med
antiinflammatoriska lakemedel sa som NSAID om hasten har hog feber. Om hasten har svart
att fa i sig naring kan man behdéva ge dropp samt underlatta fodointag genom att utfodra hogt.

En annan viktig del i behandlingen &r att forhindra spridning av bakterien. Besattningen bor
sparras sa att inga hastar far lamna anlaggningen och inga nya hastar bor introduceras till
beséttningen. Hastar som &r positiva for S. equi bor isoleras inom besattningen. Héstarna bor
undersokas dagligen inklusive kontroll av temperatur for att man snabbt skall kunna
identifiera smittade individer (Sweeney et al., 2005). | Sverige finns det olika
rekommendationer for agerande vid ett utbrott av kvarka, SVA rekommenderar att stallet
halls isolerat i fyra till sex veckor efter att sista hasten uppvisat symptom (Statens
Veterindrmedicinska Anstalt, 2013) och Svensk Travsport rekommenderar att stallet skall
hallas isolerat i 20 dygn efter att sista hasten uppvisat symptom sa som feber och/eller
nasflode (Svensk Travsport, 2013). En svarighet med att forhindra smittspridning &r de héstar
som &r subkliniskt infekterade eftersom dessa ofta forbises da det ej finns ndgon snabb och
enkel metod for att identifiera dem, samt att de ej uppvisar nagra kliniska symptom.



Smittspridning

S. equi ar en mycket smittsam bakterie som smittar bade direkt och indirekt s som genom
kontaminerad utrustning, gemensamma utrymmen med mera. Kliniskt sjuka héstar utsondrar
stora mangder bakterier fran bland annat nasflode och béldsekret. S. equi kan dven smitta fran
subkliniska smittbarare som inte visar kliniska symptom pa sjukdom (Sweeney et al., 2005).

Subkliniska smittbérare

Vid diagnostik av subkliniska smittbdrare anvander man sig idag av upprepade
nassvabbprover eller nassvalgskoljprover alternativt provtagning fran luftsackarna (Statens
Veterindrmedicinska Anstalt, 2013). Provtagningen bor ske minst 30 dagar efter
genomgangen infektion dd man annars kan fa falskt positiva prover avseende bararskap
eftersom de flesta hastar utsondrar bakterien i tva till tre veckor (Sweeney et al., 2005). Om
man valjer att ta upprepade néssvabbprover eller nasskoljprover rekommenderar SVA att man
tar tre prover med fem till sju dagars mellanrum (Statens Veterindrmedicinska Anstalt, 2013).

| en studie av Newton et al., (1997) har man studerat ett naturligt utbrott av kvarka hos 1500
hastar. Man har i denna studie undersokt h&starna med bland annat néssvabbar for att
identifiera smittbdrande individer och genom detta kunna kontrollera spridningen av
sjukdomen. Forutom att man utvarderat hastarna med néssvabbar har man &ven undersokt
luftséckarna genom endoskopering samt provtagning av dessa genom skoljprover. Samtliga
prover har analyserats genom bakteriologisk odling. Samtliga nya hé&star som kom till
anldggningen sattes i karantdn och fick komma in till beséttningen forst efter tre
nassvabbprover med en veckas intervall dar samtliga var negativa avseende S. equi. De héstar
som befann sig pa anlaggningen och som var sjuka sattes dven de i karantan och efter att de
tillfrisknat fran de kliniska symptomen togs dven hos dessa tre nassvabbar, hos dessa hastar
var intervallen mellan provtagningarna dock léangre an en vecka. Genom dessa
kontrollmetoder kunde man identifiera sex subkliniska smittbarare varav tva av dessa kom
fran hastar utifran och som skulle in i beséttningen. Hos de héastar som klassades som
subkliniska smittbarare kunde man endast intermittent finna S. equi i n&ssvabbproverna och
nassvabben kunde vara negativ samtidigt som man vid provtagning fran luftsackarna erholl ett
positivt resultat. I detta forsok fick man sensitiviteten vid en provtagning med néssvabb till
45% och sensitiviteten for ett prov taget fran luftsackarna till 88%. Daremot sa kunde man
upptécka alla utom en av de subkliniska smittbararna genom néssvabbar tagna varje vecka
under tre manaders tid. Hos hastarna i denna studie varierade bararskapet i 7 till 39 manader
och den huvudsakliga anatomiska lokalisationen for bérarskapet var luftsdckarna. Det man
fick fram i detta forsok var att man kunde, genom upprepade provtagningar med néassvabbar
finna alla utom en av de subkliniska smittbédrarna men, om man féljer rekommendationerna
om tre provtagningar med nassvabbar var det ett flertal subkliniska smittbarare som man ej
identifierade.

Andra studier har fatt fram andra siffror pa hur manga hastar som efter ett naturligt utbrott av
kvarka blir subkliniska smittbarare. Bland annat sa har Newton et al., (2000) gjort en studie i
vilken de foljt tre utbrott av kvarka. Syftet med detta forsok var inte att undersdka hur vanligt
det ar med subkliniska smittbarare utan att utveckla en PCR for att pavisa S. equi, men for att
gora det har man noggrant foljt dessa tre utbrott och darigenom har man fatt uppgifter pa



forekomsten av subkliniska smittbarare i dessa utbrott. Man screenade samtliga individer med
néssvabbar, och provtagning skedde varje vecka under flera veckor. Hos de héstar dar man
fann S. equi efter att de kliniska symptomen inte langre var synliga gick man vidare med
endoskopering av luftsackarna. Hur manga av hastarna som man fann S. equi hos efter det att
de Kliniska symptomen ej langre var synliga varierade mellan 9 och 44% i de tre
beséttningarna. | detta forsok var det vanligast att man fann bakterien i luftsdckarna hos de
Kliniskt friska hastarna och man fann att bakterien kunde finnas i luftsdckarna hos kliniskt
friska hastar i upp till atta manader. Eftersom héstarna i detta forsok behandlades kan man
inte uttala sig om hur lange ett béararskap skulle kunna persistera utan behandling.

Verheyen et al., (2000) har gjort en studie om hur man kan behandla subkliniska smittbé&rare.
| detta férsok har man genom upprepade néssvabbprover och PCR-undersokning av detta
material identifierat 14 subkliniska smittbarare. Utover dessa 14 hastar tillkom tva hastar som
blivit remitterade for subkliniskt bérarskap vilket innebdr att man undersokt och behandlat
totalt 16 hastar. Vid endoskopering av luftsdckarna fann man att 15 héstar hade kondroider
och/eller empyem i en eller bada luftsackarna. Behandlingen av dessa 16 subkliniska
smittbarare gick ut pa att kombinera antimikrobiell behandling med skéljning av luftséackarna
for att fa bort allt fraimmande material. Om det fanns kondroider i luftsackarna forsokte man
forst ha sonder dessa sa att man enklare kunde avlagsna dem. Hos vissa individer kravdes
forutom oral systemisk behandling med Trimetoprim-Sulfonamid &ven lokal
antibiotikabehandling i luftsdckarna. Forfattarna till denna studie diskuterar att man bor rikta
behandlingen mot att eliminera inflammatoriskt material i luftsdckarna da det i de flesta fallen
ar detta som &r orsak till det subkliniska bararskapet. En inflammation kan aven paverka lokal
antimikrobiell behandling negativt. Aven Sweeney et al., (2005) menar att behandling av
subkliniskt béararskap bor utféras genom skoéljning av luftsdckarna for att eliminera
inflammatoriskt material som kan innehalla bakterier samt systemisk och/eller lokal
antibiotikabehandling. Denna kombination av skoljning och antibakteriell behandling &r enligt
forfattaren, i de allra flesta fallen tillracklig for att eliminera ett subkliniskt bérarskap.

Serologi som diagnostik av subkliniska smittbérare av S. equi
Serologi som diagnostiskt hjalpmedel

Serologi ar en vanligt forekommande diagnostisk metod bade nar det géller stallande av
diagnos samt sjukdomsovervakning av bade bakteriella infektioner och viroser. Det finns tva
olika metoder genom vilka man kan diagnostisera en sjukdom med hjalp av serologi. Man kan
leta direkt efter antigen eller sa kan man maéta specifika antikroppar riktad mot den sjukdom
man vill undersoka. Det vanligaste provtagningsmaterialet som man anvénder sig av nar man
letar efter antikroppar ar serum. Den mest frekvent anvdnda metoden inom veterindrmedicin
ar enzyme-linked immuno sorbent assay (ELISA) och man letar vanligen efter specifika
antikroppar. Metoden gar ut pa att man beklader brunnar pa en platta med det antigen som
man vill undersoka. Dessa antigen skall da vara de samma som man vill leta antikroppar
emot. Dessa bekladda brunnar kan man sedan spara till dess att man har serum som man vill
undersoka. Nar man har serum som skall underdkas for forekomst av antikroppar tillsatter
man detta serum till brunnarna. Om det finns antikroppar i det serum man tillsatt kommer
dessa att binda till de antigen som man beklatt brunnarna med. For att sedan kunna méta om



det finns bundna antikroppar tillsatter man en l6sning innehallande antiglobulin med ett
enzym lankat till sig. Detta antiglobulin kommer i sin tur att fasta till de bundna
antikropparna. Man tillsétter sedan ett substrat till det enzym, som genom antiglobuliniet &r
bundet till antikropparna, och far da en fargférandring som man i sin tur kan mata. Pa detta
satt kan man méata om och i sa fall hur mycket antikroppar som finns i det serum man tillsatt
till brunnarna (Tizard 2009). | de studier som finns publicerade om den iELISA som méter
antikropp A och C finns inga siffror publicerade pa dess precision.

Serologi vid diagnostik av S.equi

Den serologiska metod som ar mest beskriven angdende diagnostik av infektion med S. equi
ar en ELISA for SeM antikroppar. SeM ér ett fibrinogen bindande protein (FgBP) (Davidson
et al., 2008). Anledningen till att denna ELISA utvecklades var bland annat att man behdvde
ett diagnostiskt hjalpmedel vid komplikationer till foljd av kvarka sa som purpura
hemorrhagica och kastad kvarka. En annan anledning till att denna ELISA utvecklades &r att,
forekomst av hoga nivaer av SeM antikroppar kan ge upphov till komplikationer vid
vaccination mot kvarka (Pusterla et al., 2003). Aven om den inte utvecklades for detta
andamal sa har man anvént sig av denna ELISA for att diagnostisera kvarka. Studier gjorda pa
denna ELISA visar att infektionen inte nodvéandigtvis maste vara pagaende, inte heller
behdver hasten vara bdrare av S. equi utan positivit serologiskt svar med denna metod
indikerar endast att hasten nyligen genomgatt infektion med S. equi (Sweeney et al., 2005).
Sheoran et al., (1997) har visat att serumnivaerna av SeM antikroppar stiger fem veckor efter
infektion och fortsatter att vara hoga minst sex manader efter genomgangen infektion.

Bland annat Davidson et al., (2008) har undersokt om man skulle kunna anvdnda ELISA
riktad mot SeM antikroppar som hjalpmedel vid diagnostik av subkliniska smittbé&rare av S.
equi. Studiematerialet bestod av 30 ponnier, fyra till sex manader gamla som tidigare ej varit
utsatta for smitta med S. equi. Dessa studerades under ett naturligt utbrott med kvarka. Man
samlade in serum vid tre olika tillfallen, tvd manader innan utbrottet, en manad efter
tillfrisknande samt fyra manader efter tillfrisknande. Forutom att samla in serum for
serologisk undersokning togs prover for pavisande av S. equi. Dessa prover togs en, fyra
respektive sex manader efter tillfrisknande och bestod av nassvabb och nasskéljprover som
undersoktes med odling och PCR. Sex manader efter tillfrisknande utférdes endoskopering av
luftsdckarna dar man férutom en visuell beddmning &ven tog prover for PCR-undersokning
avseende S. equi. | denna studie ansags en hast vara subklinisk smittbarare om den vid testet
som utfordes sex manader efter tillfrisknande var positiv avseende S. equi pa odling eller PCR
pa nassvabb/nasskoljprov/prov fran luftsack och/eller om de hade avvikande utseende i
luftsdckarna vid endoskopering. Baserat pa dessa premisser fann man att fem hastar var
subkliniska smittbarare, dock kunde man inte se nagot samband med bararskap och positiva
serologiska nivaer. Tre av dessa fem hastar som betraktades som subkliniska smittbarare hade
antikroppsnivaer som sjonk mellan en och fyra manader efter tillfrisknande. Man kunde inte
se nagot samband mellan bararskap och skillnaden i antikroppssvar jamfort med de héstar
som ej betraktades som subkliniska smittbarare. Forfattarna till denna studie menar att det kan
vara mojligt att subkliniska smittbérare uppvisar ett annorlunda antikroppssvar jamfort med
de som blir av med smittan. Detta annorlunda antikroppssvar skulle kunna vara bade att de
uppvisar hogre nivaer av antikroppar och/eller att antikroppssvaret kvarstar under en langre



period. Det &r dock inget som de i denna studie kunnat bevisa. | detta foérsok kunde man
varken genom antikroppsnivan eller en titerstegring av antikroppsnivan identifiera de
subkliniska smittbararna.

Kelly et al., (2006) har gjort en studie i vilken de studerat genomet i N-terminalen av SeM
hos S. equi. Man har studerat 60 isolat av S. equi fran 27 av varandra oberoende utbrott av
kvarka. | materialet i denna studie fann de 21 forandringar i DNA mellan de olika isolaten av
S.equi. Forutom detta kunde de &ven finna en homolog hos S. zooepidemicus (SzM) som &r
nést intill identisk med delar av SeM hos S. equi. Detta utgor ett problem vid serologisk
undersokning avseende SeM antikroppar da man kan fa falska positiva varden om det serum
man undersoker innehaller antikroppar riktade mot SzM.

Ar 2008 kom Animal Health Trust (AHT) ut med en ny iELISA som pévisar 1gG antikroppar
mot tva for S. equi unika antigen, antigen A och C. Antigen A ar ett fragment av SEQ2190
och AgC &r den del av SeM som ar unik for S. equi. Enligt tillverkarna av denna iELISA &r
syftet med dessa tva antigen att man vill undvika falska positiva varden hos hastar som har
antikroppar riktade mot SzM vilket &r en reell risk dd man anvander sig av serologi riktad mot
endast SeM. Ett positivt svar pa denna iELISA indikerar, enligt tillverkarna, att hasten har ett
serologiskt svar riktat mot S. equi, detta behdver dock inte vara det samma som att hasten &ar
en subklinisk smittbdrare. Ett negativt serologiskt resultat skall dock, enligt tillverkarna,
innebéra att hasten med storsta sannolikhet inte &r bdarare av S. equi. Denna IiELISA
marknadsfors som ett test vilket man skall kunna anvanda for att screena av besattningar for
att fanga upp subkliniska smittbarare, som uppféljande provtagning efter ett utbrott av kvarka
samt som diagnostik for atypiska fall av kvarka. (Knowles 2011). | en studie av Robinson et
al., (2013) har man jamfort denna nya iELISA som pavisar antikroppar riktade mot antigen A
och C med den ELISA som pavisar antikroppar mot SeM som funnits pad marknaden
internationellt sedan en tid tillbaka. Syftet med detta forsok var att undersoka om en iELISA
som kombinerar tva antikroppar, riktade mot antigen unika for S. equi, skall kunna anvandas
inom kvarkadiagnostik. | denna studie beskriver forfattaren hur man kommit fram till antigen
A och C. Det har skett genom studier av genomet hos S. equi och S. zooepidemicus for att
identifiera genomsekvenser som ar unika for S. equi. Man har sedan anvant tva av dessa unika
genomsekvenser for att utveckla en iELISA som inte skall reagera pa antikroppar riktade mot
S. zooepidemicus. | detta forsok ingick 89 hastar som hade S. equi diagnostiserat antingen
genom nassvabb eller genom prov fran luftsdckarna. Dessa hastar ingick i forsoket som
positiva kontroller. Som negativa kontroller ingick 139 hastar fran Island, ett land som aldrig
haft kvarka. Pa samtliga hastar utférdes ELISA riktad mot SeM antikroppar, (den som funnits
pa marknaden en langre tid), samt denna nya iELISA som pavisar antikroppar riktade mot
antigen A och C. SeM ELISA identifierade 80 av de 89 positiva héstarna korrekt och 107 av
de negativa hastarna, vilket ger en sensitivitet pa 89,9% och en specificitet pa 77%. iELISA
for antikropparna A och C kombinerat identifierade 83/89 av de positiva kontrollerna och
138/139 av de negativa kontrollerna vilket ger en sensitivitet pa 93,3% och en specificitet pa
99,3%, for denna iELISA ansags en hast vara positiv om minst en av antikropparna var
positiv. Forfattarna till denna studie hévdar att denna iELISA dar man kombinerar antikroppar
riktade mot antigen A och C idag &r den basta kommersiellt tillgdngliga serologiska metod for
att utvardera hdastars exponering for S. equi.



MATERIAL OCH METODER
Provtagningar

Pa samtliga hastar som ingick i detta forsok, dvs. bade friska kontroller samt hastar fran
beséttningar drabbade av kvarka, togs blodprov for serologisk undersékning. Blodproverna
togs med vaccutainer och blodet samlades upp i ett serumrér. Vi undersokte férekomsten av
antikroppar riktade mot antigen A och antigen C i serum med en iELISA utvecklad av Animal
Health Trust (AHT).

Hos de friska kontrollerna togs forutom blodprover for serologisk undersokning
nassvalgskoljprover, hadanefter bendmnt nésskoljprover, for PCR undersokning avseende
forekomst av S. equi och S. zooepidemicus. Om nagon av de friska kontrollhastarna uppmatte
antikroppsnivaer éver cut-off véardet pa en eller bada av de undersokta antikropparna utreddes
hasten vidare med provtagning och endoskopering av luftsackarna. Vid detta tillfalle gjordes
aven en ny provtagning med nasskoljprov. Vid den eventuella andra provtagningen av de
friska kontrollhastarna undersoktes bade nasskoljprovet samt de prover som togs fran
luftsdckarna med PCR avseende S. equi och S. zooepidemicus. Hos de héstar som kom fran
beséttningar sjuka i kvarka togs prover for PCR undersokning avseende S. equi och S.
zooepidemicus. Provtagningsmaterialet hos dessa hastar varierade mellan ndssvabb, ndsskolj
och skéljprov fran luftsdckarna. Samtliga nasskoljprover, bade pa de friska kontrollhéstarna
och i de fall nasskéljprover togs fran hastar fran sjuka besattningar, utférdes genom att en
50cm lang steril folsond fordes upp in i ena nasborren i héjd med mediala 6gonvinkeln.
Néshalan spolades sedan med koksalt som samlades upp i en ren plastpase. Koksaltvétskan
som spolades upp i nashalan kom ut genom béagge nasborrarna och bada nashalorna samt
nasofarynx dar luftséckarna mynnar har saledes spolats. Uppsamlingspasen fick ej rora vid
hésten, detta for att undvika kontamination. Uppsamlingspasen holls av en medhjalpare ett par
centimeter nedanfor nosen. Vétskan som samlades upp i plastpasen fordes sedan éver i ett 50
ml Falconror® for transport till laboratorium. N&assvabbproverna togs med E-swab® genom
att provtagningspinnen fordes upp 1 hela dess ldngd, ca 12 cm, i ena ndsborren.
Provtagningspinnen forvarades i Amies medium under transport till labotatorium. Vid
endoskopering och provtagning fran luftsackarna sederades samtliga hastar med Detomidin
(Domosedan®, Orion Pharma Animal Health) eller Romifidin (Sedivet®, Boehringer
Ingelheim Vetmedica) i kombination med Butorfanol (Butator®, Vetoquinol). Vid
endoskoperingen studerades svalg samt bada luftsackarna och fynden dokumenterades. Bada
luftsdckarna provtogs dér 40ml koksalt spolades igenom luftsdckarna och samlades upp for
analys av S. equi bade genom odling och PCR.

Vid samtliga provtagningar anvandes engangshandskar som byttes mellan de olika hastarna.
Allt provtagningmaterial var engangsforpackat och anvandes endast till en hast. Om nagon
hast behOvdes bremsas desinficerades handtaget och snoret byttes mellan hé&starna.
Endoskopet desinficerades emellan hastarna (Cidex opa ®)Samtliga prover har analyserats av
Statens Veterindarmedicinska Anstalt (SVA).



Analyser
PCR

Samtliga prover tagna med né&ssvabb, nésskoljning eller genom endoskopering och
provtagning i luftsackarna har analyserats med en real-tids PCR pa SVA. Denna PCR &r
baserad pa SodA och seel gener och kan skilja mellan S. equi och S. zooepidemicus (Baverud
et al., 2006). | denna studie var samtliga prover analyserade for forekomst av bade S.equi och
S. zooepidemicus. Samtliga prover var analyserade pa SVA. | de fallen dar S. equi pavisades
kunde denna PCR ej samtidigt pavisa S. zooepidemicus, detta beror pa att denna PCR-metod
anvander en gemensam markor for bade S. equi och S. zooepidemicus och en som &r unik for
S. equi.

Serologi

| detta forsok anvéndes en IELISA utvecklad av Animal Health Trust (AHT). Brunnarna
innehaller antigen A eller antigen C och avlasning skedde vid ODyso nm (optical density). Ett
positivt resultat erhalls om ODgsonm > 0,45 vilket galler for bade antikropp A och antikropp C,
ett negativt resultat erhalls om ODgsonm < 0,300. Svar som ligger mellan dessa tva vérden
anses vara en grazon. For detta forsok anvandes cut-off vardet 0,45 vilket innebér att om OD
for antikropp A och/eller antikropp C ar >0,45 klassas det som ett positivt resultat. Darmed ar
de hastar som har serologiska varden mellan OD 0,3 och 0,45 i denna studie klassade som
negativa. Om nagon hast har exakta vardet 0,45 pa serologin sa har denna klassats som positiv
i detta forsok. For de serologiska testerna har serum anvants, i denna studie har bade farskt
och fryst serum anvants.

Besattningar sjuka i kvarka

| denna studie studerades sex besattningar drabbade av kvarka. Totalt fran dessa besattningar
ar 93 hastar provtagna med serologi och material fér PCR undersokning samtidigt vid minst
ett tillféalle, ett flertal av dessa hastar ar provtagna vid mer an ett tillfalle. For beskrivning av
beséttningarna se tabell 1.



Tabell 1 Besattningsbeskrivning av de besattningar sjuka i kvarka som ingar i detta forsok

Besattnings och sjukdomsbeskrivning

Provtagningar

Besattningen bestar av fem héastar, av dessa ar det tre som

4 provtagningstillfallen,

Besattning ar provtagna med material for serologi och PCR 28, 40, 4..7 OC.h 62 dagar
1 oy . . . o efter besattningens
undersokning vid samma tillfalle minst en gang. .
insjuknande
13 provtagningstillfallen,
o 65, 71, 80, 95, 99, 109,

Besattning s ) )

) I denna beséttning ar det fyra hastar som &r provtagna. 203, 217, 224, 253, 378,
406 och 427 dagar efter
beséttningens insjuknande.

I denna beséttning ar sex hastar provtagna. Denna
beséttning kdpte in en ny hést som var sjuk nér hon kom 8 provtagningstillfallen,
Besattning | till besattningen. Da hon endast var snuvig och ej hade 49, 56, 62, 70, 82, 111, 138
3 feber misstankte inte dgarna att det var nagot allvarligt. och 234 dagar efter
Hon fick senare intorkat pus mellan ganascherna varvid besattningens insjuknande.
agarna missténkte kvarka vilket d&ven kunde konfirmeras.
o I denna bséttning finns det 12 hastar, det &r dock endast en
Beséttning ) ) . T «
4 hést som &r provtagen med PCR och serologi vid samma Provtagningstillféalle okant
tillfalle
3 provtagningstillfallen,

Besattning | Denna besattning bestar av 16 hastar och samtliga héastar 241, 280 och 338 dagar

5 ar provtagna. efter beséttningens
insjuknande

Besattning bestaende av 68 hastar, antalet hastar varierar

dock nagot under studieperioden. Totalt ar det 63 héstar

som &r provtagna med PCR och serologi vid samma

tillfalle minst en gang. Besattningen drabbades av kvarka i

december 2011 varvid nastan alla h&star i beséttningen

uppvisade symptom pa kvarka. Sista hasten uppvisade

symptom i slutet av januari 2012. Under varen sanerades

stallet samt malades om. Under mars-april 2012 anlander

cirka nio nya héstar till besattningen och besattningen 9 provtagningstillfallen,
Besattning uppvisar annu en gang symptom pa kvarka, dessa 187, 254, 297, 325, 424,
5 symptom laker ut under april 2012. Under juni 2012 tas 459, 466, 501 och 677

prover for PCR undersdkning avseende S. equi. Vid denna
provtagning ar ett flertal individer positiva och man
isolerar de positiva hastarna. | augusti 2012 togs nya
prover och fortfarande testas ett flertal hastar positivt.
Manga héastar uppvisar aven forstorade lymfknutor och
slem i luftséckarna. Under resten av 2012 samt under
2013 tas upprepade provtagningar varvid ett flertal héstar
testas positivt, dven flera hastar som antibiotikabehandlas.
I skrivande stund, december 2013, &r besattningen annu ej
friskforklarad.

dagar efter beséttningens
forsta insjuknandedatum
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Hos héastar fran drabbade beséttningar varierar provtagningsmaterialet som anvants for PCR
undersokning. De provtagningsmetoder som férekommer i detta forsok &r ndssvabb,
nasskoljprov samt provtagning fran luftsdckarna. Fér denna sammanstallning har skildes ej de
olika provtagningsmetoderna fran varandra. Detta innebar att om en hést ar positiv vid PCR-
undersokning avseende S. equi i ndgon av de tidigare angivna provtagningsmetoderna anses
denna hést vara positiv. Totalt forekommer 353 provtagningstillfallen dér hdastarna ar
provtagna for bade serologisk- och PCR-undersékning vid samma tillfalle. Detta medfor att
en hast kan forekomma vid mer &n ett tillfalle i den totala sammanstallningen. For
fordelningen av dessa provtagningar se figur 1.

Antal prover tagna i 6 olika besattningar
sjuka i kvarka
140

120 .
q;) 100 e Besdttning 1
g_ 80 e Beséttning 2
T 60 . 3 e Beséttning 3
<% 40 Beséttning 4
20 s 2 Besattning 5

$ 8 ) o s
0 e Besittning 6
0 90 180 270 360 450 540 630 720
Antal dagar efter besattningens insjuknande

Figur 1 Antal prover tagna per besattning inom tidsintervallen 90 dagar. Proverna inom intervallen ar
tagna vid olika tidpunkter men ar i denna figur forlagda till intervallets mittpunkt

Friska kontroller

Totalt ingick 64 hastar som friska kontroller i detta forsok fordelat pa 8 olika besattningar.
Vid urval av de friska kontrollerna valdes besattningar som skulle avspegla de besattningar
som dar drabbade av kvarka, for en jamforelse mellan kontrollerna och de hastar som kommer
fran besattningar drabbade av kvarka se figur 2-4. Samtliga agare till de hastar som ingick
som friska kontroller fick svara pa en webbaserad enkat. Fragor som var inkluderade i denna
var bland annat fragor gallande alder, ras, kon pa hasten och hur lange nuvarande dgare haft
hasten samt fragor gallande beséttningsstorlek. Andra fragor de fick besvara var om hésten
nagon gang haft misstankt eller konstaterad kvarka, de fick dven svara pa om hésten nagon
gang varit i kontakt med nagon annan hast som haft misstankt eller konstaterad kvarka.
Beroende pa svar foljde ett antal foljdfragor dar dgarna kunde utveckla svaret med bland
annat symptom, provtagningar och resultat av dessa provtagningar. Detta for att kunna folja
upp samt fa bakgrundsinformation om héastar som eventuellt skulle uppvisa positiva
antikroppstitar vid serologisk undersokning och/eller ett positivt svar pa PCR géllande S. equi.
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Jamforelse mellan friska kontroller och beséattningar sjuka i kvarka

For en jamforelse mellan hastarna som kommer fran drabbade beséttningar och de friska
kontrollhéstarna se figur 2-4. Man kan utifran dessa figurer se att, &ven om det ej valts ut en
kontrollhast per enskild hast i besattning drabbad av kvarka, ar de tva grupperna relativt lika
fordelade vad det galler alder, ras och kon.

Procentuell aldersfordelning

45,00%
40,00%
35,00%
30,00%
25,00%
20,00%
15,00%
10,00%

5,00%

0,00%

m Friska kontrollhastar

m Hastar fran drabbade
beséttningar

0-54&r 6-104r 11-15 16-20 over21 ¢j
ar ar ar  angivet

Figur 2 Jamforelse mellan friska kontrollhastar och de héastar som kommer fran besattningar
drabbade av kvarka gallande alder

Procentuell rasfordelning

70,00%
60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%

0,00%

m Friska kontrollhastar

m Hastar fran drabbade
beséattningar

Figur 3 Jamforelse mellan friska kontrollhastar och de héstar som kommer fran beséattningar
drabbade av kvarka géallande raser
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Procentuell konsfordelning
60,00%
50,00%
40,00%
30.00% m Friska kontrollh&star
f 0
20,00% Hastar fran drabbade
besattningar
10,00%
0,00% || -
Valack Hingst Sto Ovrigt/ej
angivet

Figur 4 Jamforelse mellan friska kontrollhastar och de hastar som kommer fran beséattningar
drabbade av kvarka géallande kon

RESULTAT
Friska kontroller

Pa nasskoljproverna var samtliga 64 kontrollhéstar negativa avseende S. equi, daremot var 24
av hastarna positiva pa PCR undersokning avseende S. zooepidemicus. Ingen av de hastar som
var positiva for S. zooepidemicus vid PCR-undersokning av ndasskéljvatskan hade vid
serologisk undersokning antikroppstitrar 6éver cut-off vardet 0,45.

Tio av de friska kontrollerna hade, enligt enkatsvaren under det senaste aret visat tecken pa
luftvagssjukdom. Hos en utav dessa individer togs det prover avseende kvarka. Vilka prover
som togs framgar ej av enkatsvaret, dgaren har dock svarat att denna héast var negativ
avseende kvarka. Hos de dvriga nio héstarna har samtliga &gare svarat att det ej fanns
misstankt eller konstaterad kvarka i samband med luftvdgssymptomen. Vid den provtagning
som skedde for detta forsok var samtliga av dessa tio hastar negativa vid PCR undersokning
avseende S. equi, tre hade positiva resultat for S. zooepidemicus.

Friska kontroller med positivt serologiskt svar

Fyra av de friska kontrollhdstarna hade antikroppsnivaer over cut-off vérdet (0,45) pa
antingen antikropp A eller antikropp C, dock hade ingen av dessa héastar positiva varden bade
pa antikropp A och C. En av dessa fyra hastar foll bort pa grund av flytt men de ovriga tre
héstarna undersoktes vidare genom endoskopering dar prover togs fran bada luftsackarna for
PCR-undersokning avseende S. equi och S. zooepidemicus. Av dessa prover var samtliga
negativa avseende S. equi men tva hastar hade positiva PCR resultat for S. zooepidemicus vid
provtagning i luftsackarna. De tva hastar som hade positiva resultat pd S. zooepidemicus i
luftsdckarna var dock negativa for S. zooepidemicus vid PCR-undersokning av
nasskoljvatskan bade vid den forsta provtagningen samt vid den nasskéljprovtagningen som
skedde i samband med endoskoperingen, se tabell 2.
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Hast 1

Islandshést, sto, 14 ar som har varit hos samma dgare i 6ver tre ars tid och star pa en gard med
16 andra hastar. Hon har inte under de senaste 12 manaderna uppvisat nagra tecken pa
luftvagssjukdom och hon har heller inte under den tiden som &garen haft henne haft misstankt
eller konstaterad kvarka. Hon har inte heller varit i kontakt med nagon hast som haft
konstaterad/misstankt kvarka under den tiden som dgaren haft henne. For provtagningsresultat
se tabell 2.

Hast 2

Solid Paint, sto, 8 ar som har varit hos samma &gare i 6ver tre ars tid och star pa en gard med
14 andra hastar. Hon har inte under de senaste 12 manderna uppvsat nagra tecken pa
luftvagssjukdom och hon har heller inte under den tiden som &garen haft henne haft misstankt
eller konstaterad kvarka. Hon har heller inte varit i kontakt med nagon hast som haft
konstaterad/misstankt kvarka under den tiden som dgaren haft henne. For provtagningsresultat
se tabell 2.

Hast 3

Varmblodigridhast, valack, 12 ar som har varit hos nuvarande agare i ett ar och star pa en gard
med sju andra hastar. Han har under de senaste 12 manaderna inte uppvisat nagra tecken pa
luftvagssjukdom och han har under den tiden som &garen haft honom inte haft missténkt eller
konstaterad kvarka. Han har heller inte varit i kontakt med ndgon hast som haft
konstaterad/misstankt  kvarka under den tiden som é&garen haft honom. For
provtagningsresultat se tabell 2.

Tabell 2 Friska kontrollhéstar med antikroppsnivaer éver cut-off vardet 0,45

AKA AKC PFR z.i.n_al}/s av PCR"anaIys av prov fran
nasskoljvatska luftsackar
Negativ for bade S.zooepidemicus pavisad i
Hést 1 Pos (0,840) Neg (0,280) S.equi och vanster luftséck, negativ
S.zooepidemicus for S.equi

Negativ for bade
Hast 2 Neg (0,040) Pos (0,850) S.equi och
S.zooepidemicus

Negativ for bade S.equi
och S.zooepidemicus

Negativ for bade S.zooepidemicus pavisad i
Hést 3 Pos (2,000) Neg (0,250) S.equi och vanster luftséck, negativ
S.zooepidemicus for S.equi

Om man istallet for 0,45 skulle anvant sig av cut-off vardet 0,3 pa serologin var det nio av de
friska kontrollerna som var positiva pa serologin. Av dessa nio hastar var det tva som var
positiva for S. zooepidmicus, samtliga var negativa for S. equi vid PCR undersokning av
nasskoljvatskan. Av de tva som var positiva for S. zooepidemicus och som hade
antikroppsnivaer éver 0,3 var en islandshast och den andra var ett halvblod, de kom fran olika
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besattningar och ingen av dessa hastar har under de senaste 12 manaderna haft tecken pa
luftvagsinfektion.

En av hastarna som ingick som kontroll, en valack pa 4 ar har vid ett tillfalle haft misstankt
kvarka. Han hade da nasflode samt sprucken bold under ganachen. Provtagning vid
sjukdomstillfallet visade pa S. zooepidemicus. Denna hast var vid nasskéljprov positiv for S.
zooepidemicus och den var negativ for bade antikropp A och C vid serologisk undersokning.

Hastar som kommer fran besattningar drabbade av kvarka

Fran de 93 hastar som kommer fran besattningar drabbade av kvarka forekommer 353
provtagningstillfallen. FOr fordelning av PCR resultaten vid dessa provtagningar se figur 5.

% PCR positiva resultat avseende
S.equi i 6 besattningar sjuka i kvarka

120
® 100 ° _
= e Besattning 1
2 80
g e Besattning 2
g 60 e
= Besattning 3
8 40 o e $
o _
o e Besattning 4
X 20

0 ° e Besattning 5

0O 90 180 270 360 450 540 630 720 Besattning 6
Antal dagar efter besdttningens insjuknande (90 dagars intervall)

Figur 5 PCR resultat avseende S.equi vid provtagningar i besattningar drabbade av kvarka fordelat
pa 90 dagars intervall. Proverna inom intervallen ar tagna vid olika tidpunkter men &r i denna figur
forlagda till intervallets mittpunkt. Om en beséattning ar provtagen vid mer an ett tillfalle inom
intervallet &r samtliga de provtagningarna samlade i en punkt.

Sammanstallning av de serologiska resultaten har skett pa bland annat beséttningsbasis dar
sammanstéllningen har skett pa samma satt som for PCR resultaten, se figur 6. Man kan har
se en trend dar procenten héstar med positiva serologiska svar sjunker Over tid efter
beséttningens insjuknande.
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Figur 6 Serologiskt svar, kombination antikropp A och C i beséattningar drabbade av kvarka férdelat
pa 90 dagars intervall. Proverna inom intervallen ar tagna vid olika tidpunkter men &r i denna figur
forlagda till intervallets mittpunkt.

Den serologiska datan blev dven sammanstalld per individ fér att utvdrdera hur det
serologiska svaret ser ut efter naturlig infektion med S. equi se tabell 3. Det datum déar forsta
hasten i en besattning uppvisade symptom &r satt till besattningens insjuknande datum, om
nagon hast inkommer till besattningen efter detta datum sa ar det datum déar hasten ankom till
besattningen satt som den individens insjuknande datum oavsett om eller ndr den uppvisade
symptom.

Tabell 3 Exempel pa hur provtagningsresultaten hos hastarna fran de sjuka besattningarna
sammanstéllts pa individbasis

Besattningens insjuknandedatum: 2012-02-06

Individens feberstart: 2012-02-17
Proviagnings: ST i Aka A S S0
datum insjuknande feberstart (PCR) (PCR)
2012-04-11 65 54 0,54 0,81 Neg Pos
2012-04-26 80 69 0,451 1,08 Neg Neg
2012-05-15 99 88 0,46 0,87 Neg Pos
2012-05-25 109 98 0,53 0,82 Pos Neg
2012-10-16 253 242 1,22 0,32 Pos Neg

Utifran den data som finns pa varje enskild individ har diagram gjorts 6ver antikroppskurvan
for antikropp A och antikropp C var for sig, se figur 7. | dessa diagram kan man &ven utlasa
om hasten ar positiv eller negativ pa PCR avseende S. equi. Da provtagningsmaterialet for
PCR undersokning varierar har det 1 detta forsok ej sarskiljts mellan de olka
provtagningsmetoderna utan en hast anses vara positiv avseende S. equi om den vid nagon av
de olika provtagningsmetoderna erhaller ett positivt PCR resultat och man kan ur detta
diagram ej utldsa vilket prov som &r taget.
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Figur 7 Forklaring 6ver diagram provsvar pa individbasis. P& X-axeln ses antal dagar efter
besattningens insjuknande och pa Y-axeln ses det serologiska svaret. Man kan ur denna figur dven
avlasa om hasten ar PCR positiv eller negativ avseende S.equi.

Det som bland annat observerats i denna studie ar att man inte alltid fangar upp forekomst av
S. equi om man endast provtar med néassvabb eller med nasskoljprov. Exempel pa detta ses i
tabell 4.

Tabell 4. Hast fran besattning sjuk i kvarka med negativa PCR resultat pa nassvabb/nasskolj samtidigt
som positiva PCR resultat pa prov taget fran luftsackarna

Dagar efter

individens

feberstart AntikroppA  AntikroppC ~ PCR S.equi PCR S.equi PCR S. equi
néassvabb nésskolj luftsack

56 0,86 2,3 Neg Pos

104 0,46 1 Pos Pos

147 0,19 0,49 Pos Pos

274 0,08 0,29 Pos

316 0,05 0,56

351 0,07 1,4

527 0,06 0,39
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Vad som kunde utlasas ur diagrammen med antikroppskurvorna ar bland annat att antikropp
A och C uppvisar liknande kurvor, se figur 8. Dock ligger antikropp A och C ofta pa olika
niva. Det man kan se hos de olika individerna &r att den antikropp som ligger hogst ar den
som kommer att vara hogre hela studieperioden. Vilken antikropp det &r varierar mellan de
olika individerna.

4,5
4 o o oo o
3,5
3 ‘ = Cut-off virde serologi
2,5 \\ ® S.equi positiv
AN ® S. equinegativ
i N
== AgA
1,5 \\ &
Al \ e Ag C
' N
0,5 —
0
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700

Figur 8 Antikroppsnivaerna for antikropp A respektive C uppvisar liknande kurvor dar hos denna héast
AKA ligger hogst och fortsatter att vara den som ligger higst hela studieperioden

| figur 8 ses ett hogt antikroppssvar vid den forsta provtagningen hos denna individ, vid detta
provtagningstillfalle var hésten negativ avseende S. equi vid PCR undersokning. Man ser &ven
att efter det forsta provtagningstillfallet sjunker antikroppstitern. Hasten kan vid den forsta
provtagningen vara falskt negativ pd PCR undersokningen, ett annat mgjligt scenario ar det att
hasten innan den forsta provtagningen var positiv avseende S.equi och darmed utvecklat ett
hogt serologiskt svar men att den vid forsta provtagningen var fri fran bakterien men att det
serologiska svaret ej hunnit sjunka annu.

Man kan dven se ett fordrojt antikroppssvar hos flera individer, se figur 9. Detta innebar att ett
positivt serologiskt svar inte upptrader samtidigt som hasten ar positiv pa PCR avseende
S.equi. Hur lang tid det serologiska svaret drojer efter att en hast uppvisar positiva PCR
varden kan man, med detta material ej svara pa da bade provtagningsintervallet och antal
provtagningar varierar bade inom en besattning samt mellan de olika besattningarna.
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Figur 9 Fordrojt serologiskt svar efter det att en hést testas positivt avseende S.equi med PCR

Man kan se att hos ett flertal hastar finns det enstaka provtagningstillfallen déar hasten har ett
positivt resultat pd PCR undersokning men att bada antikropparna ligger under cut-off vardet.
Om PCR resultatet fortsatter att vara positivt sa stiger aven det serologiska svaret 6ver cut-off
vardet hos de flesta individer, se figur 9. Det finns dock vissa individer som aldrig stiger i
antikroppstiter trots att de har positiva PCR resultat under en langre period, se figur 10.

4,5
4 @ 0@ @
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3 = Cut-off vdrde serologi
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== AgA
1,5
== AgC
1
0,5
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Figur 10 Exempel pa hast som trots positiva PCR resultat avseende S.equi aldrig uppvisar ett
serologiskt svar over cut-off vardet 0,45

Det hogsta serologiska svaret som uppmattes var pa antikropp A 3,8 och pa antikropp C 2,56,
se figur 11.
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Figur 11. Hogsta uppmatta svar pa serologin var pa antikropp A 3,8 och pa antikropp C 2,56

Serologiresultaten har sammanstallts fran samtliga 353 provtagningstillfallen for de hastar
som kommer fran drabbade besattningar tillsammans med PCR resultaten avseede S. equi.
Resultaten for antikropparna A och C & sammanstéllda var for sig samt for kombinationen
antikropp A och C. For kombinationen antikropp A och C anses en hast vara positiv om minst
en av antikropparna ligger over cut-off vérdet 0,45. For PCR resultaten i denna
sammanstéllning har det ej skett nagon sarskiljning mellan de olika provtagningsmetoderna
som forekommer. For resultat hos de hastar som kommer fran drabbade besattningar se tabell
5.
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Tabell 5 Sammanstéallning serologiska resultat och PCR resultat avseende S.equi hos héastar fran
drabbade besattningar

PCR positiv avseende S.equi  PCR negativ avseende S. equi Totalt antal
Antikropp A
Positiv 52 52 104
Negativ 72 177 249
Totalt 124 229 353
Antikropp C
Positiv 54 57 111
Negativ 69 173 242
Totalt 124 229 353
Antikropp A och
c 76 85 161
Positiv 48 144 192
Negativ 124 229 353
Totalt

Resultat for samtliga hastar i forsdket

Totalt sett finns det 417 provtagningstillfallen dér material for PCR undersdkning samt
blodprover fér serologi ar analyserade. Vid sammanstélining av samtliga
provtagningstillfallen, erholls foljande resultat, se tabell 6.

Tabell 6 Resultat av antikropp A och C kombinerat samt PCR resultat med data fran bade sjuka
besattningar och friska kontrollhastar

PCR positiv avseende S.equi  PCR negativ avseende S. equi Totalt antal
Antikropp A och
C 76 (76+0) 89 (85+4) 165
Positiv 48 (48+0) 204 (144+60) 252
Negativ 124 206 417

Totalt

Denna iELISA &r tankt att pavisa subkliniska smittbarare. Om man baserat pa det material
som finns i denna studie beraknar sensitiviten blir den 76/124 = 61% och specificiteten blir pa
204/296 = 69%. Det positiva prediktiva vardet (PPV) blir baserat pa dessa resultat 76/165 =
46% och det negativa prediktiva vardet (NPV) blir 204/252=81%, se tabell 6.

Om man fran materialet i detta forsék endast studerar de tillfallen dar provtagningsmaterial
fran luftsackarna forekommer far man kvar 116 provtagningstillfallen dar 113 av dessa ar fran
hastar som kommer fran beséttningar drabbade av kvarka och 3 ar fran friska kontrollhéastar.
For resultat av dessa provtagningar se tabell 7.
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Tabell 7 Sammanstéllning resultat av de provtagningar dar hastarna, bade de fran drabbade
besattningar (n= och friska kontroller (n=3), ar provtagna fran luftsackarna

PCR positiv avseende S.equi  PCR negativ avseende S. equi Totalt antal
dar prov fran luftsackar dar prov fran luftsackar
forekommer forekommer
Antikropp A och
C 46 25 71
Positiv 24 21 45
Negativ 70 46 116

Totalt

Om man gor samma berakningar som ovan baserat pa dessa resultat fas en sensitivitet pa
46/70 = 65% och en specificitet pa 21/46 = 46%, PPV 46/71=65% och NPV 21/45=47%.

DISKUSSION
Provtagningar i beséattningar drabbade av kvarka

Syftet med denna studie var att utvéardera en iIELISA och dess mdjligheter att diagnostisera
subkliniska smittbdrare av S.equi. For att gdra detta har antikroppsvaret efter naturlig
infektion med S. equi studerats hos 93 héstar. Det material som anvants i denna studie
kommer till stor del fran provtagningar tagna for ett annat forsok. Detta har medfort att det
inte alltid ar provtagningar optimala for denna studie och dess fragestallning, vilket har
medfort vissa svarigheter med tolkningen av provsvaren.

Hastarna i detta forsok har genomgatt upprepade provtagningar i vilka material for forekomst
av S. equi har undersokts med real-tidsPCR samt att serum undersokts for forekomst av
antikropparna A och C. Genom dessa provtagningar har man bland annat kunnat studera hur
antalet positiva hastar, bade avseende S.equi samt forekomst av antikroppar, ter sig 6ver tid.
Vid analys av det serologiska svaret, se figur 6, kan man se en tydlig trendlinje dar procenten
hastar med positiva antikroppstitrar sjunker 6ver tid efter besattningens insjuknande.
Liknande observationer har gjorts vid studier av antikroppar riktade mot SeM, dessa
antikroppar ligger hogt minst 6 manader efter genomgangen infektion (Sheoran et al., 1997).
Hur l&nge man ser ett positivt serologiskt svar avseende antikroparna A och C efter infektion
med S. equi kan man baserat pa detta material, ej avgéra da intervallen mellan
provtagningarna varierar. Om man studerar besattning 6 i figur 6 kan man se att procenten
positiva serologiska svar 6kar fran 21% i intervallet 361-450 dagar till 35% i intervallet 451-
540 dagar. Detta kan forklaras om man gar tillbaka till provtagningarna i besattning 6. Det
gjordes en provtagning pa ca 40 hastar 459 dagar efter besattningen insjuknande, vid detta
tillfalle var fem hdastar PCR positiva avseende S. equi. Bara en vecka senare, 466 dagar efter
besattningens insjuknande, togs prover pa ca 55 hastar, vid detta tillfalle var 16 hastar PCR
positiva. Nya prover togs dven 501 dagar efter besattningens insjuknande, det vill sdga inom
samma 90 dagars intervall. Vid denna provtagning pavisades S. equi vid PCR undersokning
hos 18 hastar. Hos tva av dessa fann man bakterien enbart i nasskoljprov. Hos dessa individer
utfordes aven provtagning i luftsackarna, och hos 16 av dessa pavisades bakterien i ena eller
bada luftséckarna. Om man &ven studerar hur fordelningen av PCR positiva/negativa i
beséttning 6 ser ut i detta tidsintervall, se figur 5, kan man se samma 6kning, dock ej lika
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tydlig. Det som man kan misstanka skett i denna beséttning under detta intervall ar, en ny
spridning av S. equi. En anledning till att man ser en storre procentuell 6kning av det
serologiska svaret jamfort med frekvensen PCR positiva héstar skulle kunna vara att det
serologiska svaret kvarstar aven efter att hasten blivit fri fran bakterien vilket avspeglar sig i
fler serologiskt positiva prover och darmed ett storre utslag (Sheoran et al., 1997).

Eftersom proverna &r tagna med ett annat syfte &n denna studie, varierar det
provtagningsmaterial som anvants for undersokning av forekomst av S. equi. Provtagning
med ndssvabb eller nasskolj ar metoder som har lagre sensitivitet jamfort med provtagning
fran luftsdckarna nar det galler att diagnostisera bararskap av S.equi (Newton et al., 1997).
Vid flera tillfallen hos hastarna fran de drabbade besattningarna finns det endast prover tagna
med néssvabb alternativt nésskoljprov. Detta kan innebdra att man missar en
bakterieforekomst i luftsackarna. Om man missar att héasten ar bérare av S.equi innebér det
aven att man tolkar de serologiska resultaten felaktigt. Det finns héstar dar man vid ett
provtagningstillfalle har analyserat prov fran luftsickarna vilket ar positivt vid PCR
undersokning avseende S. equi men samtidigt ar prov taget med ndssvabb eller ndsskolj
negativt, se tabell 4. Vid nasta provtagningstillfalle har man endast tagit prov med néssvabb
eller nasskolj och dessa prover har da varit negativa vid PCR undersokning avseende S.
equi.Man kan i dessa fall ej vara saker pa att hasten inte bar pa S.equi eftersom man ej har
analyserat material fran luftsickarna. Om man erhdller ett negativt resultat pa
nassvabb/nasskoljprov vid PCR undersokning och samtidigt ett negativt serologiskt resultat
kan man inte utesluta att hasten &r falskt negativ pa bade PCR undersdkningen avseende S.
equi och serologin eftersom det kan finnas bakterier i luftsdckarna som man ej kunnat pavisa.
Samma problem uppkommer om man vid PCR undersokning av nassvabb/nésskalj erhaller ett
negativt resultat men pa serologin erhaller ett positivt resultat. Eftersom man inte analyserat
material fran luftsdckarna vet man inte om hasten ar sant eller falskt positiv pa serologin.

Vid analys av antikroppskurvorna kan man gora ett antal intressanta observationer bland
annat sa kan man se att kurvorna for antikropp A respektive C uppvisar ett liknande ménster,
se figur 8. Det man &ven kan se &r att hos olika individer ligger den ena av de tva
antikropparna hogre under hela studieperioden. Vilken antikropp som uppvisar det hdgsta
vardet varierar bade inom en besattning och mellan de olika beséttningarna. Man kan aven se
ett fordrojt antikroppssvar efter att en hast ar positiv pa PCR avseende S.equi. Hur lang tid det
tar innan en hast uppvisar positivt resultat pa serologin kan med detta material inte avgoras da
provtagningsintervallet varierar. Detta kommer dock att paverka resultaten negativt i denna
studie da man far falskt negativa provsvar pa serologin. Eftersom syftet med denna iELISA &r
att identifiera subkliniska smittbarare ar det troligt att detta inte kommer att paverka det syftet
i lika hog grad eftersom de hastar som ar subkliniska smittbarare har burit pa bakterien en
langre tidsperiod och darmed bor de ha utvecklat ett antikroppssvar som pavisas vid den
serologiska undersdkningen. Det har déremot observerat ett antal individer som trots
forekomst av S.equi under en langre period ej uppvisar ett positivt serologiskt svar. Dessa
héastar kommer darmed ej att fangas upp om man enbart undersoker dem serologiskt. Mdjliga
anledningar till att en héast inte svarar med oOnskvart serologiskt svar kan vara
sjukdomsforloppet, individens immunsystem och/eller ett felaktigt svar pa ELISA.
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Friska kontrollhastar

Ingen av de friska kontrollhdstarna som vid PCR undersékning var positiva for S.
zooepidemicus hade antikroppstitrar 6ver cut-off vérdet 0,45. 64 individer &r dock ett litet
studiematerial men i denna studie finns det inget som tyder pa att antikroppar mot S.
zooepidemicus skulle ge falskt positiva serologiska svar.

Hos de friska kontrollhastarna genomférde vi, av ekonomiska skél, endast nasskoéljprover vid
den forsta provtagningen. Genom resonemanget ovan innebér detta saledes att man kan ha
missat hastar som &r barare av S. equi. De kontrollhdstar som hade antikroppstitrar éver 0,45
utreddes vidare med endoskopering av luftsdckarna. Hos dessa kunde férekomst av S. equi ej
pavisas i luftsackarna eller vid nasskoljprovet, se tabell 2. Man kan dock fortfarande inte
utesluta att det bland de 6vriga 60 kontrollh&starna, som inte endoskoperades och det finns
darmed inget prov fran luftsdckarna, ar barare av S. equi med ett falskt negativt serologiskt
svar.

Resultat for samtliga hastar i forsoket

Eftersom man med detta test vill pavisa hastar som potentiellt skulle kunna vara bérare av S.
equi ar det 6nskvart att testet har hog sensitivitet da vi inte vill missa hastar som &r barare av
bakterien. FOrutom att testet bor ha hog sensitivitet dr det dven Onskvart att testet har ett hogt
negativt prediktivt varde (NPV) for att med sa stor sakerhet som majligt kunna friskforklara
de individer som har ett negativt serologiskt resultat. Baserat pa den data vi har i detta forsok
uppnas en sensitivitet pa 61% och ett NPV pa 81%. Man kan dock inte dra alltfor stora
slutsatser av dessa varden da, som diskuterat ovan, ar materialet som vi anvant oss av i denna
studie taget med ett annat syfte vilket innebar att det inte alltid &r optimala prover tagna. Det
har i dessa berdkningar inte tagits hansyn till att samma individ forekommer flera ganger
vilket innebaér ett en hast kan paverka resultatet i storre utstrackning om den forekommer vid
flera tillfallen. Da det totalt finns 420 provtagningstillfallen fordelat pa 157 hastar innebéar det
att en hast forekommer i snitt 2,68 ganger i resultatet vilket paverkar de statistiska
berdkningarna. Da en hast forekommer mer an en gang i sammanstallningen Vid utvardering
av ett nytt test utgar man fran ett test som man kallar gold standard. I detta fall utgicks det
fran att de individer som &r positiva pa PCR avseende S. equi bar pa bakterien och de som é&r
negativa ej bar pa bakterien. Nar man anvander sig av PCR kommer man aven att kunna
pavisa bakterier som ar doda. Detta innebar att man kan fa falskt positiva hastar och da PCR
ar en kanslig metod kan det &ven forekomma falskt positiva véarden pa grund av
kontamination fran omgivningen eller andra hastar. Eftersom det forekommer ett flertal
tillfallen d&r endast provtagning med néssvabb eller nésskdjning gjorts innebér det att det
troligen finns ett flertal hastar som &r falskt negativa dd@ man om man inte tar prov fran
luftsdckarna kan missa en bakterieforekomst (Newton et al., 1997). Eftersom man med detta
test vill finna hastar som &r subkliniska smittbérare ar det viktigaste att man inte missar héstar
som bér pa bakterien. Detta innebér att det &r onskvart att testet har ett hogt negativt prediktivt
varde. Med ett hogt NPV far man fa individer som &r falskt negativa, det vill saga fa indivier
som ar subkliniska smittbarare men som testas negativt. Baserat pa materialet i denna studie
fas ett NPV pa 81%, se tabell 6. Det ar dven Onskvart att testet har en hog sensitivitet for att
inte missa barare. Nackdelen nar man har ett test med hog sensitivitet ar att man far ett okat
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antal falskt positiva. | detta fallet innebé&r det att en hést kan testas positivt for béararskap trots
att den inte ar barare. Det innebar for den enskilda individen att man gar vidare med
endoskopering och provtagning av luftsdckarna i onddan. Detta ar dock for den hela
populationen sett battre &n om man missar hastar som &ar barare om man har som mal att
utrota bakterien ur en population.

Konklusion

Denna studie visar pa att serologi som diagnostiskt hjalpmedel vid subkliniskt bararskap av S.
equi har stor potential. Det man kan tanka sig for framtida anvandingsomrade for detta test ar
bland annat att undersoka férekomst av smittbdrare i en beséttning med okand smittstatus
eller som uppfdljande kontroll efter utbrott av kvarka for att finna hésar som blivit kroniskt
infekterade. Detta test skulle i framtiden kunna anvandas som komplement till befintlig
diagnostik. Man kan forst, geneom ett serologiskt prov identifiera hastar som mojligen bar pa
bakterien och sedan ga vidare med endoskopering av enbart dessa individer. Man har da
forhoppningsvis sallat bort de hastar som inte bar pa bakterien, det vill sdga har ett negativt
serologiskt svar, och man har da kvar ett mindre antal hastar som man behéver ga vidare med
provtagning i luftsdckarna hos. Det kravs dock vidare studier innan man kan bérja anvénda
det i praktiken.
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