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Bakgrund

Denna rapport beskriver ett stort och langsiktigt projekt som belyser luftvigsinfektioner hos
grisar. Forskargruppen ir véletablerad och har god erfarenhet av att arbeta pa det
disciplindverskridande sitt som kridvts. De arbeten som beskrivs dr praktiskt orienterade. De
har kommit grisproduktionen tillgodo i form av rapporter och kurser till veterinirer, radgivare
och lantbrukare och de kommer att fortsétta att gora det.

Actinobacillus pleuropneumoniae (APP) ar jamte Mycoplasma hyopneumoniae den
betydelsefullaste luftvigspatogena mikroorganismen hos gris. Den drabbar frimst grisar under
slaktsvinsperioden. Vid perakuta fall kan grisarna doé timmar efter exponering till foljd av
endotoxinpaverkan. En subakut till kronisk form dér grisarna 6verlever dr dock mer vanlig.
Aven denna form orsakar lidande och forsamrad tillvixt, dels till foljd av APP-infektionen -
men #ven till f6ljd av sekundira infektioner. APP indelas i 13 officiella serotyper, vilka
sinsemellan kan korsreagera (tabell 1).

Hittills har endast ett fital serotyper av APP pévisats i Sverige. Aven hiir dominerar den
subakuta formen, men enskilda besittningar kan drabbas svart av den akuta formen. I Sverige
har kliniska problem dominerats av serotyp 2, men éven serotyp 3 och 6 har orsakat problem.
Nyligen har dven en serotyp 5 isolerats i Sverige. Denna stam, som har orsakat ett flertal
dodsfall, &r atypisk och skiljer sig i immunologiska tester fran de officiella serotyperna Sa och
5b.

Tabell 1. Korsreaktioner mellan olika serotyper av APP. Tabellen visar dven de serotyper som pavisats i Sverige,
samt den diagnostiska beredskapen vad giller serologi (indirekt ELISA) som finns i Sverige idag

APP serotyp -> 1 2 3 4 S5a, 6 7 8 9 10 11 12
b

Korsreagerar med 9, - 6,8 7 - 3,8 4 3,6 1, - 1,9 -
11 11

Pavisad i Sverige - ja ja ja - ja - - - - - -

Fardigstillt Ag for ja ja ja ja ja ja ja ja ja ja ja ja

ELISA

Tillgang till - ja ja ja - ja ja - ja ja - -

kontrollserum
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Redovisning till publicerade arbeten utforda inom projektet

Referenserna till publikationer inom projektet anges inom parentes med fet stil.
A motsvarar en akademisk avhandling.

Med borjan pa V avses en veteskapligt granskat artikel i internationell press,
Med borjan pa K avses en rapport vid en internationell kongress

Med borjan pa S avses en artikel av vetenskaplig kvalitet pa svenska

Material och metoder

Diagnostik av kliniska utbrott har initialt diagnostiserats med klassisk bakteriologisk odling
ddr APP pavisats.

Inom ramen for projektet har agglutinationsserum utvecklats for att kunna definiera olika
serotyper av APP med hjilp av typstammar som vénligen skénkts av Vibeke Sorensen,
Veterindrinstitutet i Danmark, Képenhamn (S2, S4). For att jamfora olika serotypers
egenskaper over tid jamfordes grupperades APP-isolat fran olika tidsperioder efter serotyp och
jamfordes med hjilp av Pulsfiltsgelelektrofores (PFGE; V4, K4).

Typstammarna stammar har dven anvénts for att framstilla antiserum i gris. Dessa anvindes
sedan som kontrollserum i de ELISA-metoder som utvecklades for att kunna detektera
antikroppar riktade mot olika serotyper av APP som utvecklades inom projektet (S2, S4).

Pa samma sitt anvindes det svenska filtisolatet av den atypiska varianten av serotyp 5 for att
framstilla en diagnostik av denna stam, savél vad giller pavisande av sjdlva bakterien som av
antikroppar (S3).

ELISA-metodiken anvindes for att utskilja suggor med hdga och laga nivaer av antikroppas
riktade om APP i en kroniskt infekterad beséttning (V6, K1, K3). Dessutom foljdes
avkommor till dessa suggor serologiskt ram till slakt och en metod att méita antikroppar
riktade mot Pasteurella multocida (Pm) med avsikt att pavisa eventuella sekundérinfektioner
etablerades (V6, K1).

Effekten av ett kommersiellt vaccin (Porcilis APP, Intervet) i en besittning med kliniska
problem med A PP-infektioner foljdes med antikroppsdetektion och genom att méta
behandlingsincidens, produktionsparametrar och sjukdomsregistreringar vid slakt (V5, K6).

Det primira immunsvaret vid APP infektioner studerades genom att infektera naiva grisar
(serogrisen) med en hogvirulent stam av APP serotyp 2 och det sekundafira imunsvaret
studerades genom att aternfektera dessa djur 28 dagar efter den forsta infektionen. I dessa
arbeten studerades dven hur immunsvaret paverkades av olika behandlingsstrategier med
antibiotika i samband med primérinfektionen (V3, V7, KS§, K7).

Med avsikt att studera hur sekundira infektioner kan relateras till infektioner med APP
utvecklades en ELISA som miitte antikroppar ritade mot Pasteurella multocida.(V6, K1).
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Resultat i form av genomforda overgripande mal
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Att ha etablerat diagnostiska metoder for samtliga typstammar av APP.
Agglutinationsserum for att kunna serotypa bakterier och ELISA-teknik for att pavisa
antikroppar (S2).

Att ha etablerat en kompetens for att kunna etablera diagnostiska metoder for atypiska
stammar av APP har forvarvats. I praktiken ér den ocksa bevisad i samband med att den
atypiska stammen av serotyp 5 pavisades i Sverige (S2, S3)

Att ha jimfort APP-stammar som isolerats vid olika tidpunkter och didrigenom ha fastslagit
att de stammar av serotyp 2 som cirkulerar idag dr identiska med isolat fran 1970-talet (V4,
K4).

Att monstret for hur akutfasproteinsvaret ser ut vid en primérinfektion med APP &r
kartlagt. Det dr ocksa fastslagit att detta monster kan paverkas (lindras) av tidigt insatt
effektiv behandling mot infektionen (V3, V7, K5, K7).

Att det sekundédra immunsvaret, dvs vid en aterinfektion med APP, och hur/om djuren
utvecklar och bevarar en immunitet mot sjukdomen &r dokumenterat (V3, V7, K5, K7).

Att den maternella immuniteten avseende APP har studerats (V6, K3, S1) och att vi har
dokumenterat skillnader i denna mellan avkommor till suggor med hdga och laga
antikroppsninvaer (dvs mellan avkomman till ”high responders” och till ”low responders”)

Att infektionsdynamiken vad giller APP ir studerat i en problembeséttning hos savél
diande grisar som hos slaktsvin (V6, K1) och i dessa studier har dven tagits hénsyn till
sekundérinfektioner, liksom djurens immunkapacitet (avkomma till high” eller "low
responder”).

Att en klinisk provning av en ny vaccinationsstrategi i en beséttning med problem med
APP ir genomford (V5, K6)..

Att ha utvecklat en fungerande ELISA som méter antikroppar ritade mot Pasteurella
multocida med syfte att studera sekundira luftvigsinfektioner som foljer i sparen pa en
infektion med APP.(V6, K1).

10) Att den doktorand som anstillts inom projektet, veterindr Marie Sjolund, har disputerat

med A PP- infektioner hos gris som huvudtema (A).
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Diskussion

Inom ramen for projektet diagnostik for serotyp 1-12 av APP inklusive 5a och 5b konstruerats
och kvalitetssikrats (S2). Detta visade sig vara viktigt da serotyp 5 strax dérefter for forsta
gangen diagnostiserades i landet (S3). Denna variant av bakterien visade sig vara atypisk och
serologisk diagnostik baserad pa typstammarna detekterade inte antikroppar mot denna stam.
Genom att konstruera en ELISA baserad pa féltisolatet av serotyp 5 lyckades vi pavisa
antikroppar mot den aktuella stammen och sjukdomsutbrottet kunde dokumenteras (S3). Det
forefoll senare som om denna variant av serotyp 5 trots att den var dodlig for grisare inte sjilv
var overlevnadsduglig vid en nationell screening (S4) och sa dven i en senare nationall
inventering utford av Svenska Djurhélsovarden.

Till var forvaning upprepades dock detta scenario ar 2007 da en atypisk variant av serotyp 5
anyo pavisades. Inte heller denna gang detekterad de ELISA-system som grundade sig pa
typstammarna antikroppar mot mikroben. Diaremot fungerade den ELISA som utvecklades fran
det forsta atypiska isolatet av serotyp 5 utmirkt dven mot detta isolat och senare utférda
pulsfiltsgelelektroforesundersokningar har visat att stammarna fran de olika tidsperioderna har
ett identiskt monster (V4, K4).

Detta betyder att antingen hade en ndrmast identisk mutation intréffat hos denna bakterie som
forvisso ar mycket forandringsbenigen (ddrav de manga serotyperna), eller sa forsvann aldrig
stammen helt och hallet efter de forsta incidenserna. En fortsatt overvakning av detta forefaller
darfor viktig.

Monstret for akutfasproteiner i samband med en akut infektion med A PP har utvirderats. Det
forefaller som om Serum-amyloid A (SAA) skulle kunna ha en potential for att kunna
anvidndas som akutfasmarkor Interleukin 6 hade en for snabb och for kort duration for att
kunna vara av praktisk nytta och haptoblinnivaerna i blodet steg endast marginellt innan det att
antikroppar kunde pavisas (V1, V7). Den genomforda studien visade dven att akutfassvaret
kunde lindras vid snabbt insatt och effektiv behandling (V1, V7, K7). APP-infektioner visade
sig dven paverka tarmfloran negativt (V2), sannolikt genom den allménpaverkan som
infektionen medfor. Detta kan i sin tur medfora langsiktiga negativa konsekvenser for
drabbade djur i form av en forsamrad aterhimtning.

Inom projektet har dven det sekundédra immunsvaret studerats i samband med en reinfektion av
djur som vid en forsta exponering behandlats med olika effektiva likemedel (V3, V7, K5, K7).
Det visade sig att djur som bildat antikroppar var immuna mot en reexponering av APP, men
att djur som behandlats tidigt efter infektion och med sa effektiva antibiotika att de inte
serokonverterat inte var immuna (V3, K5) och vid den reinfektionen uteblev akutfas-svaret
hos dessa djur helt (V7, K7).

De djur som till f6ljd av snabbt insatt effektiv behandling inte bildade antikroppar om A PP
efter den forsta infektionen reagerade vid reinfektionen sasom om de varit oexponerade for
APP, dvs de bildade akutfasproteiner, de blev sjuka och de bildade med tiden antikroppar mot
APP (V1, K7). Dirfor vore ytterligare studier av intresse, dér tidpunkten for insatt behandling
i forhallande till infektionstidpunkt varieras, med syfte att faststilla hur lang exponering soom
immunforsvaret maste ha innan en effektiv behandling sitts in for att det ska utveckla en
skyddande immunitet. Detta dirfor att man inom ramen for praktisk produktion kanske inte
kan rikna med att sjuka djur behandlas sa snabbt att ett antikroppssvar blockeras, Om sa dr
fallet kanske den gjorda observation dger mindre klinisk relevans, Oavsett dger den ddremot
stor relevans vad giller profylaktisk behandling av dnnu inte insjuknade djur som senare kan
komma att reexponeras for mikroben.

En annan reflektion fran de experimentella infektionsforsoken var att var behandling med
penicillin inte var effektivt trots att bakterien enligt resistensundersdkningen var kénslig for
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penicillin (V3, V7). Orsaken till den uteblivna effekten dr dirmed troligen en farmakokinetisk
fraga, dvs hur likemedlet distribueras i kroppen och det jkan darfor rora sig om en
doseringsfraga. I dessa studier f6ljdes rekommendationen fran FASSvet. Da penicillin &r ett
smalspektigt antibiotika och ddrmed ett bra forstahandsalternativ vore det didrfor intressant att
undersdka om en hdgre dos av penicillin dn den som anges i FASS ir effektivvidi behandling
mot APP-infektion

Den akuta formen av APP ir en allvarlig sjukdom som ofta har en dodlig utgang och
sjukdomen synes vara 6kande i Sverige. Teorier om att nya varianter av de stammar av serotyp
2 som (forutom vid serotyp S-utbrotten) sa gott som alltid har diagnostiserats skulle ha
utvecklats har diarfor framforts. Med hjélp av pulsfiltsgelelektroforesundersokningar har vi
dock visat att de stammar tillhorande serotpyp 2 som isoleras idag dr identiska med dem som
isolerades pa 1970-talet (V4, K4). Mycket talar saledes for att det istdllet dr den 6kande
besittningsstorleken som givit nya forutsittningar for dessa mikrober och nya strategier att
beméta detta maste utvecklas.

En strategi att bekdmpa APP kan vara att vaccinera djuren. Ett utdkat vaccinationsprogram har
evaluerats i en storre slaktsvinsbesittning med problem med APP serotyp 2-infektoner,
dessvirre med ett svartolkat resultat (V5, K6). I undersokningen vaccinerades grisarna vid
ankomst till besdttningen samt fyra veckor senare i ett forsta skede. Senare under studien
vaccinerades grisarna tre ganger med den forsta vaccinationen vid ankomst och de
efterfoljande tva vaccinationerna med fyra veckors mellanrum. Tyvérr minskade inte
forekomsten av elakartad lungsjuka hos de vaccinerade grisarna. Ddaremot sjonk antalet
registrerade brosthinneinflammationer vid slakt markant med tiden. Studien visade att
vaccinationerna inte skyddade grisarna mot sjukdom men att smittrycket minskade over tid.
Huruvida detta var en effekt av vaccinationerna kunde inte sékert visas. Troligen kan en 6kad
uppmérksamhet bland personalen ha bidragit till att fler fall av akuta lunginflammationer
uppticktes med en 6kad behandlingsfrekvens som f6ljd. Sannolikt har den tkade frekvensen
behandlingar bidragit till att minska smittrycket vilket visade sig i firre registrerade
brosthinneinflammationer vid slakt. Aven de forbittrade rutinerna for tvéttning av
avdelningarna mellan omgangarna bidrog troligen till det minskade smittrycket (V5, K6).

Sammantaget antyder resultaten att de vacciner som vinns kommersiellt tillgéingliga idag inte
ger lika gott skydd som vi vid de experimentella infektionerna visat att en exponering for
bakterien gor (V3, V7, K5, K7). Framtida forskningsinsatser for vacciner fokusera pa att bittre
stimulera immunforsvaret med syfte att erhalla en skyddande immunitet mot APP hos djuren.
Mojliga vigar kan vara att dndra beredningar av antigen i vacciner, att anvinda andra
adjuvansmolekyler, eller att fina effektivare sitt att applicera vaccinerna. Aven optimering av
tidpunkt for vaccinering bor beaktas

Det maternella skygdet mot APP har studerats i en problembesittning Suggor utgor en
heterogen grupp som svarar med olika hdga nivéaer av antikroppsbildning trots att de vistas i
samma miljo. Detta aterspeglas dven i den ramjolksformedlade immuniteten hos smagrisarna,
dédr avkomman till ”high responders” erhaller ett betydligt bittre skydd dn avkomman till “low
responders” (V6, K3, S1). Detta kan ha en praktisk implikation da suggans egen immunitet
sjunker i samband med grisning pga forflyttning av cirkulerande antikroppar fran blodet till
ramjolken (V6, K3). Mojligtvis kan effektiva vaccinationer stirka savil suggans som
smagrisens skydd.

Aven strategiska behandlingar for att minimera risken for att “low responders” ska aktivera en
endogen smitta kan dvervigas i problembeséttningar, inte minst eftersom avkomman till ”low
responders” i en sadan problembesittning visade sig insjukna med APP tidigare dn avkomman
till ”high responders”, for att ddrefter i sin tur smitta ner dven dessa (V6, K1, K3). Dirmed kan
en infektionskaskad uppsta. I praktiken ar det ivid sadana tillstand inte alltid &r l4tt att sarskilja
APP fran andra primér- och sekundérpatogena sjukdomar. For att studera detta forlopp har den
ELISA som inom projektet konstruerats for att folja utvecklingen rorande sekundérinfektioner
orsakade av Pasteurella multocida av stort virde. (V6, K1).
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Generell summering

Detta dr ett fortséttningsprojekt dar SLF bidragit till savil del 1 som del 2. Projekten har
framskridit planenligt, man har under en period forsenats till foljd av fordndringar vid SLU.
Uppskov har dven begirts och erhallits for slutredovisning sa att den doktorand som anstéllts
inom projektet, Marie Sjolund, har kunnat slutféra sin avhandling fore slutredovisningen.

Inom ramen for det hir projektet har en akademisk avhandling och 7 vetenskapliga artiklar
publicerats i internationella vetenskapliga tidskrifter. Déarutover har forskningsronen
presenterats i form av 7 internationella kongressrapporter vid International Pig Veterinary
Society Congress under 2004-2010. Resultaten rérande pulsfiltsgelelektofores for att se
genetiska skillnader mellan olika isolat av APP presenterades dven i en egen rapport vid Pig
Veterinary Society Congress i Edinburgh 2008 dir Per Wallgren var speciellt inbjuden
huvudtalare.

Nationellt har forskningsronen forutom de sex publikationerna i fack- och lantbrukspress som
anges nedan dven anvénts flitigt vid savil kurser som konferenser, vidareutbildningar och
basutbildningar av veterinir- och agronomstudenter.

Publikationer och ovrig resultatformedling inom projektet
Vetenskaplig avhandling:

1) Marie Sjolund (2010) Actinobacillosis pleuropneumoniae. A major respiratory pathogen in
pigs. Sveriges Lantbruksuniversitet, SLU, Uppsala, Sverige. Doctoral Thesis No. 2010:73.
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