Slutrapport projektnummer V0750245,

Lawsonia intracellularis —en viktig sjukdomsframkallande bakterie med okéind
verkningsmekanism.

SYFTE

Det overgripande syftet &r att undersoka de mekanismer som leder till sjukdom vid
infektion med bakterien Lawsonia intracellularis. Kunskap om hur bakterien
infekterar tarmens slemhinna och vilka delar av kroppens immunsystem som
aktiveras vid infektion dr nodvindiga om bra forebyggande atgirder som till
exempel effektiva vacciner skall kunna utvecklas. Vidare &r det viktigt att erhalla
Okad kunskap om olika behandlingsmetoder. Ovanstaende kan uppnas genom
foljande, specifika delmal:

1. Etablering av metoder for att odla L. intracellularis.

2. Utveckling av en reproducerbar infektionsmodell med bakterien.

3. Studier av specifika parametrar i immunsvaret i relation till tarmskador fore,
under och efter en experimentell infektion, liksom resultatet av behandling.
Detta kan goras tack vare en unik porcin modell vilken tidigare utvecklats
vid institutionen.

Denna ansotkan avser medel till utrustning.

BAKGRUND

Diarrésjukdomar dr ett mycket stort problem inom grisproduktionen bade nationellt och
internationellt (1, 2). Sjukdomarna orsakar lidande hos det enskilda djuret likvél som stora
ekonomiska forluster for lantbrukaren (2, 3). Sjukdomen proliferativ enteropati orsakas av
bakterien Lawsonia intracellularis, vilken lever inuti tarmviggens celler. Den orsakar kliniska
symptom som diarré, dalig tillviaxt, tarmblodningar och plotsliga dodsfall hos vixande grisar
med avsevirda produktionsforluster som foljd (3, 4). Minst 48 % av de svenska,
smagrisproducerande besittningarna bedoms vara infekterade (5). Diagnostik av sjukdomen
baseras pa tekniker som PCR, obduktion och serologi (6).

Vil kontrollerade, experimentella studier dr nodvindiga for att erhalla kunskap om
smittspridning, sjukdomsforlopp, hur infektionen sker och hur kroppens immunsystem
reagerar. Dessa kunskaper krivs for att kunna identifiera bra forebyggande atgérder och
lamplig behandling. I projektet skall kunskap genereras genom féljande delmal: 1). Etablering
av metoder for att odla bakterien. 2). Utveckling av en experimentell infektionsmodell med
anvindande av ett kontrollerat inokulat i en bestimd infektionsdos. 3). Studier av specifika
parametrar i immunsvaret i relation till tarmskador fére, under och efter infektion liksom
resultat av behandling, med hjilp av en unik porcin modell som utvecklats vid institutionen
och baseras pa endoskopi av tarmen via en tarmfistel.

Bakterien dr mycket svar att odla och detta gors for nirvarande endast vid tva-tre laboratorier
i virlden (8). Bakterien odlas inuti kommersiellt tillgéingliga celler, sa kallade IEC-18 eller
McCoy, i speciella flaskor under mycket specifika gaskoncentrationer (sa kallad mikro-aerofil
miljo). I denna ansokan soktes och erholls medel for utrustning som bedomdes som



nodvindig for att genomfora delmal 1) ovan. Metoden som utvecklats i delmal 1) skall sedan
tillampas i delmal 2) och 3). Lonemedel for dessa studier har tidigare erhallits frain FORMAS.

MATERIAL och METODER samt

RESULTAT, delmal 1).

Ansokan insédndes i januari 2007 och beviljades i mars med beslutat utbetalningsdatum
november 2007.

I september 2007 framstilldes filtrat fran fyra olika tarmprov, vilka tidigare bedomts som
positiva med PCR. Filtraten framstilldes genom homogenisering och filtrering genom
membran-filter med successivt minskande porstorlek (1.2 um, 0.8 um och 0.65 um). Filtraten
frystes ned i -70°C.

Under september-oktober 2007 gjordes ocksa forsok att odla bakterien fran ovanstaende filtrat
i sa kallade anaerob-klockor avsedda for odling av Campylobacter, men dessa forsok
misslyckades.

I november 2007 erh6lls medel fran SLF och en begéiran om offert gick ut till de foretag som
sdljer odlingsskap (s.k. ”anaerobic chambers”) till Sverige.

Ett odlingsskap (Shel Lab Bactron) avsett for anaerob odling inkoptes fran Houm AS, Norge.
Gastuber (2 st med s.k. bérar-gas och 2 st. med den specifika gasblandning som krivs for
odling av Lawsonia), slangar och regulatorer inkoptes frain AGA gas. Systemet installerades i
april 2008 med hjilp av personal fran Houm AS.

En sa kallad monoklonal antikropp, som anvinds for att specifikt mérka in Lawsonia-
bakterier, erholls fran Svanova biotech AB.

I april paborjades forsok med inmérkning/fargning av tva av ovanstaende tarmfiltrat/isolat
med hjilp av den monoklonala antikroppen, i syfte att faststilla optimala koncentrationer av
de olika reagenserna. Direfter paborjades forsok med odling av tre av ovanstaende fyra isolat.
Dessa odlades pa en kommersiell cellinje (McCoy-celler) vilka koptes fran SVA. Som
odlingsmedium anvéndes ett kommersiellt substrat, DMEM, med och utan tillsats av
antibiotika (gentamicin, vancomycin och amphotericin B) for att forhindra fororening med
andra, mer ldttodlade bakterier, samt med extra tillsats av tillvixtbefrimjande substanser (1%
L-glutamin och 0.8 % FCS). Odlingsskapet mojliggjorde optimala odlingsforhallanden med
en konstant temperatur pa 37°C, i en atmosfir bestaende av 8 % O, 8,8 % CO, och 83.2 %
Nj,. Odlingsmedia byttes varannan - var tredje dag och mikroben passerades (=0verfordes till
nya, fiarska McCoy-celler) en gang per vecka.

Tva olika metoder for att infektera cellerna jamfordes och slutsatsen var att sex timmars
inkubering med isolatet utan antibiotika gav en kraftigare infektion jimfort med infektion
med hjilp av centrifugering, men inkubering utan antibiotika okade samtidigt risken for
fororeningar. Vidare sags en stor skillnad i vixt mellan de tre olika isolaten, nér de holls
under i 6vrigt identiska forhallanden. I dessa forsta forsok gick det dock bara att halla
bakterierna i odling under tva passager, direfter var samtliga odlingar férorenade.

I september paborjades forsok med odling av en kommersiell vaccin-stam i syfte att utvirdera
optimal metod for att genomfora passagerna. Fyra olika metoder jamfordes: passage med
hjilp av kaliumklorid och kanyl (0,9 x 38; 8), passage med hjélp av upprepad



frysning/upptining (anvinds rutinméissigt vid odling av virus vid SVA), passage med hjélp av
trypsinering och kanyl (8), och passage med hjélp av trypsinering och ultrasonikering (9).
Slutsatsen av detta forsok var att passage med hjélp av kaliumklorid och kanyl var den mest
optimala metoden.

Under 2007 hade kontakt etablerades med doktor C. Gebhart, University of Minnesota, USA,
som dr den person i virlden som har storst erfarenhet av odling av Lawsonia (10).
Mojligheterna att fa besoka detta lab. hade tidigare diskuterats och under hosten 2008
konkretiserades planerna.

I februari 2009 gjordes ett en vecka langt studiebesok vid University of Minnesota, for att
erhalla kunskap om deras metoder for isolering av bakterien fran tarm, odlingsteknik och
metoder vid passage. (Samtidigt diskuterades dven mojligheterna till framtida
samarbetsprojekt betrdffande smittspridning av bakterien mellan olika djurarter och
smittsparning).

I mars 2009 framstilldes nya tarmfiltrat, denna gang fran tva grisar med PHE (den form av
sjukdomen som kliniskt ses som tarmblddning) eftersom detta enligt C. Gebhart 4r det enda
provmaterial som fungerar for odling.

I april paborjades nya forsok med odling. Odlingarna fungerade bra i 3 passager, dérefter
borjade McCoy-cellerna do. En vecka senare var samtliga celler doda i de flaskor som
infekterats med tarmfiltrat, medan kontrollodlingarna (vaccinstammen samt “rena” celler)
vixte som forvintat. Det fanns inga tecken pa bakteriell fororening. Prov skickades till SMI,
Stockholm, for kontroll av virus. Resultaten visade att de cellodlingar som inokulerats med
tarmfiltrat var infekterade med reovirus. Detta tyder pa, att reovirus funnits i grisarnas
tarmslemhinna och isolerats tillsammans med Lawsonia vid filtreringen. Forfragan hos C.
Gebhart konfirmerade, att virus kan vara ett problem vid isolering av bakterien.

Under hosten 2009 startades ytterligare ett odlingsforsok. Denna gang centrifugerades ett av
ovanstaende PHE-isolat Gver en densitetsgradient, en metod som tidigare utvecklats for att
forbittra PCR-diagnostiken av Lawsonia (SLF-projekt nr 0352013; 11). Eftersom virus och
bakterier har olika densitet borde de teoretiskt kunna separeras med hjélp av en sadan
centrifugering. Tva olika densitets-skikt anvidndes och berdknades pa sa sitt att bakterierna
borde hamna i det dversta skiktet, och virus i det nedersta. Efter centrifugering infekterades
McCoy-cellerna omedelbart genom inkubation i antibiotikafritt medium i 6 timmar, varefter
mediet byttes till DMEM med tillsats av antibiotika. Odlingen passerades ddrefter 2 ganger
per vecka med hjdlp av 0,1 % kaliumklorid och kanyl. Denna gang erholls riklig vixt av
bakterien och den kunde odlas i 10 passager utan nagon pavisbar féroreningsflora. Forsoket
betraktades dirmed som lyckat och avslutades.

Delmal 2). (Ej inom ramen for denna ansokan).

Under varen 2010 har experimentella infektionsforsok genomforts pa gris. Odlingen har
fungerat vil dven om det varit logistiskt krdavande att fa ihop stora méngder bakterier inom en
begrinsad tidsrymd. Foljande parametrar har undersokts: Infektion med bakterien i renkultur
respektive infektion med ett homogenat av infekterad tarm, tva olika infektionsdoser av
bakterien i renkultur, samt betydelsen av djurens ursprung (SPF-djur kontra icke infekterade
grisar fran en smittad beséttning). Det kliniska resultatet tyder pa att bade infektionsdos och
djurens ursprung har betydelse for utvecklandet av sjukdom. Laboratorieanalyser har delvis
paborjats men nagra laboratorieresultat foreligger annu inte, och hittillsvarande resultat visar



ocksa att ytterligare utvecklingsarbete behovs for att pa ett reproducerbart sitt kunna
kvantifiera bakterien i cellodlingar.

Delmal 3). (Ej inom ramen for denna ansokan).
Pa grund av svarigheterna med att etablera en fungerande odling, har denna del dnnu inte
genomforts.

DISKUSSION

Pa basis av den information som sedan tidigare finns publicerad betréffande odling av
Lawsonia intracellularis, bedomdes delmal 1) kunna genomforas inom en tidsram av ett ar (8-
10). Dock har kontakter med R. Lindecrona och T. K. Jensen, Danmark givit vid handen, att
odling av bakterien kan vara mycket besvirlig. L. intracellularis kan inte odlas pa
konventionella odlingsmedier utan enbart inuti levande celler i odling. Vid veterinerinstituttet
har forsok att odla bakterien pagatt sedan 2001, och under varen 2009 vistades R. Guedes,
Brasilien (10) dir som géstforskare i ett halvar i syfte att etablera en cellodlad stam av L.
intracellularis. Dessa forsok misslyckades dock (R. Guedes, pers. medd.) och enligt senare
publikationer har man etablerat odling av vaccin-stammen i Danmark men didremot hittills
inte lyckats odla nagot “filt-isolat” (12). Utifran erfarenheterna fran denna studie och de
upplysningar som erhallits fran C. Gebhart och R. Guedes, verkar de storsta svarigheterna
vara forknippade med isoleringen av bakterien fran tarmen. Tarmen koloniseras av ett otal
bakteriearter, varav de flesta inte ens #r karakteriserade. Aven om tarmen rensas och skoljs sa
att all synbar fororening avlidgsnas, finns ett stort antal mikrober kvar som koloniserar eller
binder till tarmens yta. Utdver detta finns det nagra bakterie- och virusarter som lever inuti
tarmvéggens celler, varav L. intracellularis dr en. Bakterien &dr forhallandevis liten (0,25
ganger 1,25 um) och gingse teknik baseras pa filtrering genom ett filter med porer (0,65 um)
som hindrar storre organismer att passera. Dessa filter hindrar dock inte virus fran att passera
och den information som erhallits (C. Gebhart, R. Guedes, pers. medd.) tyder pa att detta kan
vara ett i sammanhanget vanligt problem, trots att det inte finns beskrivet i litteraturen. |
studien pavisades reovirus i cellodlingarna med hjilp av elektronmikroskopi. Virus kunde inte
pavisas i de rena cellodlingarna och inte heller i odlingar av vaccinstammen. Detta tyder pa,
att reovirus funnits i grisarnas tarmar och isolerats samtidigt med L. intracellularis. Det finns
inga beskrivningar i litteraturen om hur en reovirus-infektion kan paverka grisen, men i denna
studie var virus 100 % letalt (dodligt) for odlade celler, varfor det inte kan uteslutas att viruset
kan ha potential for att orsaka sjukdom hos gris.

Enligt C. Gebhart (pers. medd.) hanteras problemet genom att anvénda isolat fran grisar med
PHE, samt att personen som genomfor odlingen maste ha ”fingertoppskinsla” och vara
beredd att arbeta dven utanfor ordinarie arbetstid, om odlingen skall lyckas. Troligen
innehaller isolat fran grisar med PHE en stor midngd L. intracellularis, samtidigt som
skadorna i tarmen medfor att endast ett fatal andra mikroorganismer finns kvar i cellerna.
Denna form av sjukdomen dr dock ovanlig i Sverige och inom ramen for en tidigare studie
(SLF-projekt nr V0550035) erholls, under en period om 3 ar, endast 2 prov fran grisar med
PHE. Ytterligare ett prov har erhallits fran avdelningen for patologi, SVA, och har utnyttjats i
detta forsok. I en annan, tidigare studie (SLF-projekt nr 0352013; 11), anvindes en ny metod
for att diagnosticera L. intracellularis i avforingsprov. Metoden bygger pa att bakterien
separeras fran andra mikroorganismer genom sin specifika densitet, med hjilp av
centrifugering i ett kolloidalt medium med flera skikt av olika densitet. Denna metod
utnyttjades for att separera L. intracellularis fran reovirus i den hir redovisade studien.
Resultaten dr mycket lovande och forhoppningsvis kan detta innebéra att bakterien kan borja
odlas i storre skala &n vad som tidigare varit fallet (for ndrvarande finns 15-16 isolat vid C.



Gebharts lab. i USA, varav ett isolat anvinds for vaccinframstéllning vid likemedelsforetaget
Boehringer Ingelheim, ett isolat finns troligen i Edinburgh men odlas inte for ndrvarande, och
eventuellt finns ett isolat i Korea). Om fler isolat kan etableras i odling ger detta mdjligheter
for studier av smittspridning och smittsparning. Det kan dven mojliggora framtagandet av en
genetiskt modifierad vaccinstam dir en sadan stam, till skillnad fran nuvarande vaccin, kan
identifieras specifikt och ddrmed skiljas fran “féltstammar” vid analys. For detta andamal
fodras dock @ven mer kunskap om hur kroppens immunsystem aktiveras vid infektion med L.
intracellularis, vilket ingar i delmal 3) i denna studie.

I studien anvéndes dven tre olika metoder for att kvantifiera bakterierna i odlingen (infargning
med immunofluorescens (8); infargning med immunohistokemi (10); och kvantitativ realtids-
PCR; under utveckling). Ingen av metoderna gav ett fullgott och reproducerbart resultat, men
realtids-PCR med anvidndande av en internkontroll (mimic) for kvantifiering har utvecklats
och skall utvirderas pa ett storre, kliniskt material under hosten. Dessa forsok syftar till att
utveckla en semi-kvantitativ metod for rutindiagnostik av faeces- och vivnadsprov (sparsam,
mattlig resp. riklig forekomst av L. intracellularis) vilket kan anvindas for att indikera ett
samband mellan pavisande av bakterien i faeces, och sjukdom.

PUBLIKATIONER

Resultaten i delmal 1). &r inte i sig sjélva tillrickliga for att generera en fullstdndig
publikation, men da det inte finns nagra tidigare uppgifter i litteraturen om problemet med
fororening av reovirus vid isolering av Lawsonia fran tarm, och da anviandandet av densitets-
centrifugering dr en ny metod att 16sa problemet, avser vi att publicera delstudie 1) i form av
en ”short communication” i en vetenskaplig tidskrift. Den ovan nimnda metoden for att
kvantifiera L. intracellularis i odling (realtids-PCR) valideras for ndrvarande och kommer att
publiceras i svensk veterindrtidning och i lamplig vetenskaplig tidskrift. Delstudie 1) &r en
forutsittning for delstudie 2) och 3), vilka kommer att generera ett antal publikationer i
populdr-vetenskapliga savil som vetenskapliga tidskrifter.
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