Slutrapport
projektnummer V0650129

LAWSONIA INTRACELLULARIS HOS GRIS ~-UTGOR LIVDJUR EN RISK AVSEENDE
SMITTSPRIDNING OCH KAN BLODPROV ANVANDAS FOR ATT SPARA SMITTADE
BESATTNINGAR?

Syfte

e Att med hjélp av PCR-analys av trickprov undersoka nir under
uppfodningen den huvudsakliga smittspridningen av bakterien
Lawsonia intracellularis sker 1 en sektionerad besittning med all in-all
out och noggranna skotsel- och hygienrutiner.

e Att med PCR bestimma infektionsstatus hos de gyltor som lamnar
besittningen.

e Attutvirdera en ny metod (ELISA) for bestimning av antikroppar 1
blod genom att analysera blodprov och trickprov insamlade fran
samma djur vid upprepade tillfallen. Pa sa sitt kan utsondringen av
bakterien i avforing relateras till serokonverteringen hos de
individuella djuren.

Avsaknad av palitlig diagnostik har gjort att endast ett fatal studier
finns dver bakteriens smittspridning inom eller mellan beséttningar.
Kunskap om smittspridningen 1 livdjursproducerande besittningar &r
nddvindig for att utforma strategier for att minska andelen djur som
aktivt urskiljer smittimnet i samband med forsiljning.

Bakgrund

Proliferativ enteropati dr en av de viktigaste orsakerna till tarmstorningar och dalig tillvixt
hos vixande grisar. Sjukdomen orsakas av bakterien Lawsonia intracellularis och dr pavisad i
48 % av svenska smagrisproducerande besittningar (1). Den medfor ett avsevirt lidande for
djuren och stora ekonomiska forluster for producenten. Djur som drabbats av denna infektion
ar 1 genomsnitt tre veckor dldre dn friska grisar (86 respektive 65 dagar) vid formedling (2).
Smittspridningen inom en besittning paverkas av olika faktorer som till exempel grad av
sektionering, rengoring, desinfektion och ”tomtid” mellan omgangar (3). For att kunna ga in
med riktade atgdrder for att reducera spridningen av bakterien #r det viktigt att faststilla
tidpunkt for den huvudsakliga smittspridningen i enskilda beséittningar. Vidare dr det viktigt
att ha tillgang till palitliga diagnostiska metoder for screening av besittningar avseende
forekomst av bakterien. Tidigare studier har visat att specifika antikroppar (IgG) kan pévisas i
blodet cirka 3 veckor efter att djuret infekterats (4). Dessa kvarstar enligt olika studier i fem
till fjorton veckor (5). Eftersom bakterien enbart kan odlas pa cellkultur vid en handfull
laboratorier i virlden sker diagnostik istillet via obduktion och specifik PCR (6). Sedan nagra
ar finns dven en kommersiell serologi tillgdnglig. Metoden baseras pa att specifika
antikroppar binds till fardigpreparerade bakterier pa ett objektsglas, sa kallad IFAT (IleiTest,
Elanco Animal Health, Indianapolis, Indiana, USA). Avlédsningen sker med speciella
fluorescensmikroskop och kan dérfor endast utforas pa de laboratorier som har tillgang till
sadana (5). Metoden har evaluerats i flera studier och bedomts ge bra resultat, dock kan
overensstimmelsen mellan olika laboratorier variera, metoden &r inte helt standardiserad och
tekniken bygger till viss del pa en subjektiv bedomning, varfor den fodrar en viss erfarenhet



hos bedomaren (7). Dessutom #r tillgangen till fardigpreparerade glas varierande. Férutom
denna IFAT har olika tekniker baserade pa ELISA beskrivits (8), men ingen av dessa har
tidigare funnits kommersiellt tillgénglig. En ny s.k. blocking ELISA har nyligen introducerats
i Europa och ér nu pa vig att lanseras dven i Sverige. En tysk rapport anser att denna teknik
ger férre tveksamma resultat jamfort med IFAT-tekniken (10). Avldsning sker med en
spektrofotometer och kan dirfor standardiseras. Erfarenheter fran tidigare arbeten med denna
teknik visar att etableringen av ett sa kallat ”cut off”’-virde, det vill sdga den punkt pa kurvan
som skiljer positiva resultat fran negativa, kan variera mellan regioner och liander och det &r
darfor viktigt att metoden utprovas enligt svenska forhdllanden.

En méngd rapporter finns publicerade, som beskriver svarigheten att pavisa L. intracellularis
vid upprepad provtagning (4). Detta avfirdas vanligen med antagandet att bakterien utsondras
med oregelbundna intervall, men detta pastaende saknar siker grund. Vi har tidigare visat att
avforingsprov kan innehalla substanser som himmar PCR (6). Forekomsten av dessa
substanser varierar mellan olika prov och en 6kad mdngd himmande substanser resulterar 1
falskt negativa provsvar. Eftersom endast nagra laboratorier i virlden (varav SVA ér ett) kan
pavisa detta, kan en varierande forekomst av himmande substanser vara en alternativ
forklaring till skillnaderna 1 resultat.

Pa grund av de diagnostiska svarigheterna finns endast ett fatal studier publicerade som
beskriver bakteriens smittspridning inom eller mellan besittningar (10). Av speciellt intresse
dr att beskriva smittspridningens dynamik 1 beséttningar som séljer livdjur, eftersom detta kan
paverka strategier for framtida vaccinering och eventuell medicinering for att minska andelen
djur som aktivt urskiljer smittimnet i samband med forsiljning.

Material
Etiskt tillstand finns fran Uppsala Djurforsoksetiska naimnd (Diarienummer C 111/7).

I forsoket ingaende material fordelades pa tva separata studier, 1 och 2:

Studie 1. Utvirdering av en ny ELISA.

Besittningar

Totalt inkluderades 182 grisar fran 25 besittningar. Sera fran dessa besittningar hade
insamlats i anslutning till tva tidigare forsok, A (2) och B (11), och forvarades vid -80°C. I
forsok A, hade besittningarna selekterats utifran genomsnittlig tillviaxt och kliniska problem
(bra” besittningar utan hdlsoproblem jamfordes med “daliga” besittningar med problem). I
forsok B, hade besittningarna selekterats utifran en anamnes om problem med diarré hos
tillvixtgrisarna. I en av beséttningarna samlades prov in fore och efter genomford sanering av
tillviaxtavdelningarna och i en besittning hade en sanering mot svindysenteri genomforts med
lyckat resultat men besittningen hade nyligen haft utbrott av akut hemorrhagisk diarré. Ingen
av besittningarna hade nagon pagaende fodermedicinering.

Djur

Grisarna var 7-12 veckor gamla och hade inte behandlats med antibiotika de senaste tva
veckorna. I forsok A ingick 54 grisar fran beséttningar med dalig tillviaxt samt 12 grisar fran
besittningar med god tillvixt. I forsok B ingick 10 grisar per besittning, totalt 120 grisar (fran
en besittning insamlades sera endast fran 6 djur).

Forsoksdesign.
I forsok A transporterades grisarna till laboratorium dér de omedelbart avlivades och

obducerades. Individuella prov analyserades avseende forekomst av bakterierna Lawsonia
intracellularis, Brachyspira spp, Campylobacter spp, Clostridium perfringens, Escherichia
coli, Salmonella spp, Yersinia spp, parasiter och rotavirus (2). I forsok B insamlades



individuella faeces- och blodprov i beséttningarna for analys avseende forekomst av L.
intracellularis DNA (11) och antikroppar. Sera frystes vid -80°C i avvaktan pa analys.

Studie 2. Utsondring av Lawsonia intracellularis bland gyltor i olika dldrar i en
gyltproducerande besdittning.

Besittningar

Studien genomfordes i en konventionell gyltproducerande beséttning vars hilsoldge
monitorerats av universitets veterindrer sedan 20 ar tillbaka. Lawsonia intracellularis hade
tidigare pavisats i tillvixtstallarna medan status i 16sdrifterna var okind. Besittningen séljer
10-15 % av gyltorna som gyltdmnen, 10-15 % som unga gyltor (~22 veckors alder), 10-15 %
som betdckningsfardiga gyltor och 55-70 % som driktiga. De 118 sinsuggorna holls 1 kall
16sdrift pa djupstrobédd och flyttades 1-2 dagar fore berdknad grisning till tvittade och
desinfekterade grisningsboxar. Grupper om 18 suggor grisade med 4 veckors intervall och en
veckas beriiknad tomtid. Smagrisarna avvandes vid 5 veckors alder och stannade i
grisningsboxen 1 ytterligare en vecka varefter de flyttades till tillvéxtavdelningar beldgna 1 en
separat byggnad. Kullarna blandades inte. Tillvdxtavdelningarna tvéttades, desinfekterades
och stod tomma i 1-7 dagar mellan omgéangarna. Efter 4-6 veckor flyttades gyltorna till en kall
16sdrift med djupstrobddd. Hir flyttades och storlekssorterades de vid 3-4 tillféllen.

Utifran preliminira resultat utokades studien till att 4ven omfatta en mottagar-besittning.
Varannan manad koptes 6 unga gyltor och 6 betidckningsfardiga gyltor in fran den gylt-
producerande besittningen. De holls i karantidn beldgen 1 km ifran besittningen. Separat
utrustning och separata skyddskldder anvéndes i1 karantédnen. Gyltorna stannade hér till
betickning, da de flyttades in i besittningen (3-9 veckor efter ankomst). Denna bestod av 160
suggor. Grisningsboxarna tvittades och desinfekterades mellan omgangarna. Efter avvinjning
vid 5 veckors alder stannade smagrisarna i grisningsboxarna 1-2 veckor innan de flyttades,
blandades och storlekssorterades i tillvixtavdelningarna. De saldes vid 75 dagars alder (~30
kg). Dodligheten bland tillvixtgrisar var 0.4 till 1.5% och genomsnittlig tillvixt var 500
g/dag. L. intracellularis har aldrig pavisats i besittningen (2).

Djur

I den gyltproducerande besittningen ingick 50 dronmirkta gyltor (Yorkshire x Svensk
Lantras), 1-3grisar/kull, vilka var fodda inom en vecka och i samma grisningsavdelning. |
mottagarbesittningen ingick samtliga gyltor som inkoptes under ett ar, totalt 60 djur, i aldern
22-35 veckor. For att konfirmera beséttningens infektionsstatus provtogs dven 100
tillvixtgrisar i aldern 10-12 veckor.

Forsoksdesign
I den gyltproducerande besittningen provtogs grisarna var tredje vecka, fran och med sista

dagen 1 grisningsboxen (en vecka efter avvéanjning) fram till forséljning. I mottagar-
besittningen provtogs gyltorna vid ankomst, efter 3 veckor och i ett fall dven efter 6 veckor i
karantén, och innan de flyttades in i besittningen. Dir provtogs 20 tillvéxtgrisar vid 5
tillfallen fordelade 6ver 1 %2 ars tid. Med ett undantag, da bara faecesprov togs fran gyltorna i
karantin, insamlades individuella faeces- och blodprov fran varje djur vid varje tillfdlle.

Metoder

Analyser

Faecesproven forvarades vid -80°C tills provtagningarna avslutats i respektive besittning.
Direfter analyserades de med sé kallad nestad PCR i enlighet med tidigare protokoll (6). En
positiv kontroll och negativa kontroller med en intern kontroll (mimic) inkluderades 1 varje



korning. Inhiberade prov re-analyserades en eller tva ganger, och om inga resultat erhallits,
preparerades proven istillet med ett kommersiellt kit varefter de analyserades med
konventionell PCR (6).

Blodprov togs i ror utan tillsats. Efter centrifugering forvarades sera vid -20°C eller -80°C
fram till analys med blocking ELISA (Svanova Biotech, Uppsala, Sweden, eller Bioscreen
GmbH, Miinster, Germany). I korthet inkuberades sera med cellodlade antigen 1 en timme vid
37°C, varefter de tvittades tre ganger och inkuberades med horseradish peroxidase-konjugerat
anti-Lawsonia intracellularis monoklonala antikroppar i1 en timme vid 37°C. Efter tvéttning
tillsattes substrat, inkuberades 1 10 minuter innan en stopplosning tillsattes varefter OD-vérdet
avlistes vid 450 nm. Absorbansvirdet omriknades till kalkylerad procent inhibition (PI).

ELISAn evaluerades med en ny statistisk metod, sa kallad Gibbs sampler (12). Denna metod
forutsitter inte att en analysmetod dr mer korrekt 4n den andra. Metoden kréver att prov fran
minst tva sub-grupper analyseras med tva olika metoder, i detta fall ELISA och en tidigare
anvind metod, IFAT (Elanco Animal Health Indianapolis, Indiana, USA), som anges ha en
specificitet om 97 % och en sensitivitet om 91 %.

Resultat

Studie 1. Utvirdering av en ny ELISA.

Preliminéra resultat indikerade att rekommenderat cut-off-virde (PI 30) eventuellt behovde
justeras. Tre olika cut-off virden beridknades; 25, 30 och 35. Vid 95 % konfidensintervall och
ett cut-off pa PI 25 erholls en sensitivitet pa 76 % och en sensitivitet pa 62 %; vid ett cut-off
pa PI 30 erholls en sensitivitet pa 75 % och en specificitet pa 75 %; och vid ett cut-off pa PI
35 erholls en sensitivitet pa 72 % och en specificitet pa 93 %, varfor ett cut-off-virde pa PI 35
valdes for fortsatta analyser. Resultaten illustreras i Figur 1.

Fig 1. Sambandet mellan sensitivitet och specificitet vid analys av antikroppar mot L.
intracellularis med blocking ELISA. Den horisontella axeln indikerar olika cut-off nivaer.
Kurvorna visar sensitivitet (bla kurva) och specificitet (rod kurva).vid olika cut-off-vérden.
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Nir den tidigare anvinda IFAT analyserades med Gibbs sampler, erholls en sensitivitet pa
88 % och en specificitet pa 95 %.



Studie 2.Utsondring av Lawsonia intracellularis bland gyltor i olika aldrar fran en
gyltproducerande besdittning.

Totalt analyserades 492 faecesprov och 472 sera fran den gyltproducerande besittningen
(Tabell 1) och 256 faecesprov och 244 sera fran mottagarbesittningen. I den gyltproducerande
besittningen saldes sex av de 50 grisarna som gyltimnen (88-94 dagar gamla), tre grisar
saldes som unga gyltor (24 veckors élder), och 23 djur séldes driktiga. Tre grisar avlivades
vid 40 veckors alder pa grund av dalig tillvéxt. Ytterligare 7 djur forsvann ur studien av andra
orsaker (dddsfall eller avlivning). Studien avslutades efter 8 manader (totalt 14 provtagningar)
dé endast 8 djur fanns kvar i besittningen.

L. intracellularis kunde inte pavisas nér gyltorna fortfarande var kvar i grisningsboxarna. Vid
provtagningen i tillvixtavdelningen tre veckor senare var 30 djur PCR-positiva och vid den
tredje provtagningen, nér de flyttats till 16sdriften, var 32 grisar positiva. Direfter minskade
antalet positiva djur successivt. Vid de tre sista provtagningarna kunde inga positiva djur
pavisas (Tabell 1).

Tabell 1. resultaten fran analys av 492 faecesprov med nestad PCR och 472 sera analyserade
med blocking ELISA. Proven insamlades fran 50 rekryteringsgyltor fran och med den sista
dagen i grisningsboxen en vecka efter avvédnjning, och direfter var tredje vecka fram till
forséljning.

Alder Antal prov- PCR-pos. PCR-pos, Sero-pos. Sero-pos,
tagna grisar Y% Yo

6 veckor 50 0 0 0 0

9 veckor 50 30 60 2 4 %
12 veckor 47 32 68 37 84 %
15 veckor 40 9 23 36 95 %
18 veckor 39 2 5 27 73 %
21 veckor 38 2 5 23 64 %
24 veckor 33 7 21 12 38 %
27 veckor 33 0 0 12 38 %
30 veckor 32 0 0 12 39 %
33 veckor 32 0 0 22 71 %
36 veckor 32 1 3 18 58 %
39 veckor 33 0 0 21 66 %
42 veckor 25 0 0 16 67 %
45 veckor 8 0 0 3 43 %

Totalt 49 av de 50 gyltorna utsondrade L. intracellularis vid minst ett tillfdlle. Av dessa var
25 st positiva vid en enda provtagning, 12 var positiva vid tva efterfoljande provtagningar, 2
grisar var positiva vid tre efterfoljande provtagningar och en gris var positiv vid fyra pa
varandra foljande provtagningstillfidllen. Nio grisar utsondrade bakterien intermittent (Tabell
2). 29 % av proven var inhiberade vid forsta analystillfdllet och re-analyserades.



Tabell 2. Olika monster for urskiljning av Lawsonia intracellularis i faeces fran 50 djur
avvanda vid 5 veckors alder. Grisarna provtogs sista dagen i grisningsboxen och dérefter var
tredje vecka fram till forsiljning. I tabellen kan utlédsas antal djur som uppvisat de olika
monstren. “4” indikerar att positiva prov erhallits.

Alder (veckor)
6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42 45

Antal grisar
11
13
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I mottagarbesittningen insamlades prov fran sammanlagt 60 gyltor och 100 tillvaxtgrisar vid
21 provtagningstillfallen. Samtliga tillvédxtgrisar och tre gyltgrupper var negativa avseende L.
intracellularis i faeces. I de tva sista grupperna var en gylta i vardera gruppen (27 resp. 32 v.
gamla), PCR-positiva vid ankomsten. Bada dessa gyltor var negativa vid de tva efterfoljande
provtagningarna. Daremot var tre andra gyltor i dessa tva grupper positiva vid nista
provtagning. Tva av dessa stod i karantdnen i 6 veckor och provtogs ytterligare en gang innan
de flyttades in i besittningen. Vid dessa provtagningar var de negativa. Den tredje gyltan stod
1 karantéin 1 3 veckor och var PCR-positiv dagen innan hon flyttades in 1 beséttningen. Grisar
fran hennes forsta kull provtogs vid 12 veckors alder tillsammans med andra grisar som de
blandats med i tillviaxtavdelningen (totalt 20 grisar). Samtliga prov var negativa. 16 % av
proven var inhiberade vid forsta analystillféillet och re-analyserades.

Serologi
Fran samtliga grisar i studie 2 insamlades dven blodprov. Resultaten fran den

gyltproducerande besittningen ses 1 Tabell 1.

Totalt 52 % av djuren serokonverterade 3 veckor efter att bakterien pavisats i faeces. Vidare
hade 37 % av djuren serokonverterat samtidigt som bakterien for forsta gdngen pavisades i
avforing. Fyra grisar (8 %) var seronegativa trots att bakterien pavisats i faeces 3 veckor
tidigare och i ett fall kunde bakterien pavisas vid 3 pa varandra foljande tillfillen, men denna
gris serokonverterade aldrig. Daremot sdgs inte det omvianda monstret utan samtliga grisar
som serokonverterade utsondrade dven bakterien i avforing vid minst ett provtagningstillfélle.
Liknande monster sags under hela provtagningsperioden och generellt serokonverterade
djuren 0-6 veckor efter att bakterien pavisats i faeces. En gris var PCR-negativ under hela
perioden (13 provtagningar) och med undantag for provtagningen vid 33 veckors alder, da ett
svagt antikroppsvar (PI 46) kunde ses, var denna gris dven seronegativ under hela
uppfodningen. En annan gris utsondrade bakterien vid tva provtagningstillfillen och hade
pavisbara antikroppar i sera under 10 pa varandra f6ljande provtagtningar (30 veckor). Fem



grisar utsondrade bakterien i faeces och serokonverterade i samband med detta, direfter lag
antikroppsnivaerna under cut-off i 3-9 veckor, varefter bakterien kunde pavisas i avforing
igen.

I mottagarbesittningen var samtliga tillvixtgrisar seronegativa vid samtliga
provtagningstillfidllen. Samtliga gyltor var seropositiva och 58 av 60 gyltor hade PI dver 35
vid samtliga provtagningstillfillen. Tva gyltor hade vid forsta provtagningen i karantin PI pa
32 respektive 34, och dessa virden steg sedan vid efterféljande provtagningar till PI 85
respektive 88.

Diskussion

Studie 1. Utvirdering av en ny ELISA.

Tidigare metodvalideringar baseras pa anvdndandet av en sa kallad ”gold standard” som 4r en
vil etablerad metod. I statistisk-teoretiska modeller betraktas denna ”gold standard” som 100
% sann. Vid utvirdering av nya metoder jamfors dessa mot “gold standard”, dvs. en ny metod
kan till exempel identifiera 99 % av de prov som enligt den gamla metoden dr positiva.
Problemet med denna berdkningsmodell 4r, att om “’gold standard” i verkligheten har en dalig
sensitivitet/specificitet kommer den nya metoden att visa sdmre resultat, 4n vad den
egentligen presterar. Dessutom kan den nya metoden enligt detta berdkningssitt aldrig bli
bittre dn den gamla. ”Gibbs sampler” ar ett sétt att hantera denna problematik, dir man
anviénder sig av en fiktiv ”gold standard” mot vilken bade den gamla och den nya metoden
jamfors (12). Enligt det gamla beridkningsséttet hade den etablerade metoden, IFAT, en
specificitet om 97 % och en sensitivitet om 91 %. Studier dir “gold standard” utgors av
pavisande av bakterien i tarmvédvnad med immunofluorescens och/eller PCR, anger istillet
metodens sensitivitet till 73 % (13). Enligt ”Gibbs sampler” dr metodens verkliga specificitet
95 % och sensitivitet 88 % vid 95 % konfidensintervall. Ett stort problem med IFAT ir dock
att den avlédses manuellt, vilket dels dr mycket tidskridvande och dels ger upphov till
subjektiva bedomningar (7). Vidare har tillgdngligheten under senare ar kraftigt forsamrats
och metoden ir inte ldngre sikert kommersiellt tillgdnglig.

Den nya blocking ELISAn anges enligt tillverkaren ha en sensitivitet om 96,5 % och en
specificitet om 98,7 %, nir IFAT anvinds som “gold standard”. Detta stimmer inte dverens
med resultaten vid analys med ”Gibbs sampler”, som vid ett cut-off pa PI 35 visar en
sensitivitet pa 72 % med en specificitet pa 93 %. Orsaken till skillnaderna dr oklar men kan
bero pa skillnader i de prov som anvints vid evalueringarna. Nir en ny metod skall utvirderas
anvinds vanligen prov som ir sidkert negativa, ofta sera fran unga SPF- eller gnotobiotiska
djur, vilka jamf6rs med prov som &r sikert positiva, ofta sera fran djur fran olika
experimentella infektionsforsok dir bakterien pavisats i faeces tre veckor tidigare (14). Ett
generellt problem vid anvéindande av serologi dr forekomst av ospecifika bindningar och
korsreaktioner. Dessa ger upphov till ”bakgrundsfiargning” och dr anledningen till att man vid
ELISA anvinder sig av s.k. cut-off-védrden. Det &r kiéint, att "bakgrundsfirgningen” varierar
mellan olika grupper av djur (djur i experimentell milj6 kontra djur fran féltmiljoer) liksom
mellan djur av olika aldrar (15). Av detta skél skiljer sig resultaten fran faltforsok ofta fran de
som hirror fran en experimentell situation. Eftersom proven som anvéndes i vér studie kom
fran ett faltmaterial, kan detta mycket vil forklara ovanstaende skillnader. Vidare visar
resultaten fran delstudie 2, att det inte finns nagot absolut samband mellan infektion med L.
intracellularis och utvecklandet av antikroppar. Detta innebdr, att en felkélla foreligger 1
berdkningar som baseras pa antagandet att en gris som urskiljer bakterien i faeces (PCR-
positiv) alltid kommer att ha utvecklat antikroppar mot denna bakterie 3 veckor senare. |
sjdlva verket hade endast 52 % av grisarna i delstudie 2 pavisbara antikroppar efter 3 veckor.
Ytterligare 37 % hade antikroppar samtidigt som bakterien pavisades for forsta gangen, vilket



vi tolkar som att dessa djur infekterats och/eller utsondrat bakterien nagon gang under de
mellanliggande 3 veckorna. Detta fenomen har dven observerats av andra forfattare, vilka
foreslar att utvecklingen av antikroppar i forsta hand ér relaterat till graden av skador i tarmen
(16).

Studie 2. Utsondring av Lawsonia intracellularis bland gyltor i olika dldrar fran en
gyltproducerande besdittning.

Det star klart att den storsta smittspridningen skedde i tillvixtavdelningarna och under de
forsta tre veckorna 1 10sdriften. Dérefter avklingade bakterieutsondringen successivt. En viss
individuell variation sags och vissa djur utsondrade endast bakterien vid ett tillfille medan
négra utsondrade den vid fyra tillfdllen, och en gris utsondrade bakterien tva ganger med 21
veckors mellanrum. En enda gris var PCR-negativ under hela perioden. De 6 grisar som
saldes vid 13 veckors alder var samtliga PCR-positiva vid provtagningen en vecka tidigare. Vi
har tidigare visat, att L. intracellularis forekommer i 48 % av de svenska smagris-
besittningarna vilket antyder, att det finns besittningar som idag ar fria fran smittimnet. Med
tanke pa den stora betydelse bakterien har for den smagrisproducerande beséttningens
ekonomi, vore det Onskvirt om dessa besdttningar undvek att kopa in aktivt smittforande djur.
En mojlig vég for att minska denna risk &r att etablera profiler avseende L. intracellularis 1
livdjursforsiljande besittningar. Beséttningar i vilka smittan redan forekommer kan dven
fortsédttningsvis kopa t.ex. gyltimnen, medan besittningar som 1 likhet med
mottagarbesittningen i var studie inte r infekterade, bor rekommenderas att i forsta hand
kopa driktiga gyltor. Alternativt kan djur i “riskzonen” hallas i karantin under en ldngre
period, dock visar var studie pa riskerna med ett sadant forfaringssitt. Ett tredje alternativ dr
att successivt sanera bort bakterien fran infekterade, livdjursforsiljande besittningar.
Generellt 4r det svart att utrota bakterier som har stor spridning inom en population och risken
att aterinfekteras dr stor, men exempel fran Danmark visar att det dr mojligt.

Denna studie visar, att tidpunkten fran det att bakterien kan pavisas i faeces till dess att
antikroppar kan pavisas i blod varierar och vissa djur utvecklar 6ver huvud taget inga
pavisbara cirkulerande antikroppar. Detekterbara nivaer av antikroppar kvarstar i 3-30 veckor.
Detta innebir, att studier som enbart baseras pa forekomst av antikroppar i blodet i ett
begrinsat antal prov kan ge missvisande resultat. Vidare visar resultaten fran delstudie 1, att
ett visst antal prov kommer att vara falskt positiva eller falskt negativa, vilket ocksa maste
beaktas. Serologiska metoder, ffa ELISA, har dock fordelen att de &r billiga och kan
appliceras pa ett stort antal prov, vilket gor dem anvindbara vid storre screenings dir andelen
falskt positiva/negativa med stor sannolikhet kan beridknas. En forutsittning dr dock, att
metodens sensitivitet och specificitet dr vil kinda.

Det ér oklart, varfor inte alla djur serokonverterade. En hypotes ér, att bakterien utvecklat
metoder att "gdmma sig” undan kroppens immunforsvar (17). Andra teorier idr, att kroppens
systemiska immunforsvar generellt inte aktiveras vid en begrinsad infektion i tarmen (16).
Forekomst av cirkulerande antikroppar i blod skulle i sa fall vara ett resultat av en mer
djupgaende eller utbredd skada dir bakterien kommit i kontakt med immunceller i vdvnad
eller blod. Detta skulle i sa fall betyda att serologi formodligen inte 4r en tillforlitlig metod nér
det giller att pavisa symptomlosa smittbdrare. Samma resultat har setts i studier betridffande
vaccinering och man antar, att det 1 forsta hand &r det lokala immunsystemet som har
betydelse vid infektion med L. intracellularis. Vidare visar resultaten i var studie, att de
cirkulerande antikropparna inte ger upphov till nagon skyddande immunitet, eftersom flera
grisar fortfarande bar pa bakterien flera veckor efter det att antikroppar pavisats i blodet.



Slutsatser

¢ I denna sektionerade besiittning med all in-all out och noggranna
skotsel- och hygienrutiner sker den huvudsakliga smittspridningen i
tillvixtavdelningarna och de forsta tre veckorna i losdriften.

¢ Gyltimnen som limnade beséttningen var med stor sannolikhet
smittbirande, medan driktiga gyltor sannolikt inte var infekterade.

¢ Vid ett cut-off-viirde pa PI 35, hade blocking ELISA en sensitivitet pa
72 % och en specificitet pa 93 %. Detekterbara antikroppar kvarstod
i 3-30 veckor. Nagot strikt tidsintervall foreligger inte mellan
infektion med L. intracellularis och pavisande av antikroppar i blodet.

Vetenskapliga publikationer

Studien kommer att resultera i tva artiklar avsedda for publicering i en internationell
vetenskapligt granskad tidskrift, ”Veterinary Research”. Dessa artiklar befinner sig for
nirvarande i manuskript:

1). Jacobson M, Wallgren P, Merza M, Emanuelsson U. 2009. Evaluation of a blocking
ELISA for the detection of antibodies to Lawsonia intracellularis in pig sera.

2). Jacobson M, Lindberg M, Wallgren P. 2009. Shedding of Lawsonia intracellularis in
replacement gilts at different ages.

Ovrig resultatférmedling till niiringen

Resultaten fran delstudie 2 har presenterats vid "The 20™ International Pig Veterinary Society
Congress” 2008 i form av ett abstract och en oral presentation med titeln ”Shedding of
Lawsonia intracellularis in a breeding herd selling replacement gilts at different ages”.

En sammanfattande artikel dr tiankt for publicering 1 "Svensk veterinértidning” och en
populdrvetenskaplig artikel kommer att tillstéllas tidningen ”Svensk gris med knorr”.
Kontakter har tagits for att presentera resultaten vid Svenska Djurhélsovardens arliga
konferens, men detta har hittills inte varit mojligt att ordna.
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