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AKUTA BLODNINGAR OCH DODSFALL HOS GRIS VID SJUKDOMEN
PROLIFERATIV ENTEROPATI — EN OVERREAKTION HOS IMMUNSYSTEMET?
Projektet har tyvirr blivit kraftigt forsenat pa grund av att tva nyckelpersoner, som ansvarat
for delar av metodutvecklingen, har slutat och inte omedelbart kunnat ersittas. Vidare har den
doktorand som ansvarat for stora delar av metodiken varit “mammaledig” under ett ar. Vi ber
om ursikt for dessa forseningar och de modifieringar i forsoksplanen som vi blivit tvungna att
gora. Icke desto mindre &r resultaten i var studie mycket intressanta.

Bakgrund

Proliferativ enteropati orsakas av bakterien Lawsonia intracellularis. Sjukdomen &r en av de
viktigaste orsakerna till tarmstorningar och dalig tillvixt hos vixande grisar och dr pavisad i
48 % av svenska smagrisproducerande besittningar (1). Den medfor ett avsevirt lidande for
djuren och stora ekonomiska forluster for producenten pa grund av 6kad dodlighet, forsamrad
tillvixt och 6kade kostnader for medicinering (2, 3). Bakterien dr mycket svar att odla, varfor
diagnostik framforallt baseras pa obduktion eller specifik PCR undersokning (polymerase
chain reaction) (4). Sjukdomen forekommer i akut och kronisk form. Inkubationstiden dr 2-3
veckor och den kroniska formen (PIA, porcin intestinal adenomatos) drabbar ofta grisar 3-4
veckor efter avvinjning (5, 6). Djuren insjuknar med grabrun diarré och forsdmrad tillvéxt.
Dddligheten ér generellt 1ag och framforallt forknippad med olika sekundira infektioner (7).
Den akuta formen (PHE, proliferativ hemorrhagisk enteropati) drabbar vanligen lite dldre djur
sasom storre slaktsvin eller gyltor (8). Denna form forloper med kraftiga blodningar till
tarmen. Plotsliga dodsfall kan ses dédr obduktion avslojar ett blekt, blodfattigt kadaver och
blodfyllda tarmar. I mindre akuta fall ses blodig diarré och mer eller mindre paverkat
allmintillstand (9). I Sverige ses denna form framforallt som plotsliga dodsfall hos enstaka
slaktsvin eller sporadiskt i smagrisproducerande besittningar dir unga gyltor drabbas med
blodiga diarréer och hog dodlighet (<50 %). Djuret avlider vanligen av den akuta formen
innan adekvat medicinering hinner sittas in eller uppna full effekt.

Proliferativ enteropati i dess tva former:

Bilden visar en uppklippt tarmbit fran ett En uppklippt tarmbit fran en gris med den
fall av den akuta formen PHE med kraftiga kroniska formen PIA. Bilden visar den vulstiga,
blodningar till tarmen veckade slemhinnan.

Kunskapen om mekanismerna bakom sjukdomen dr mycket bristféllig. Hos gris drabbar
infektionen bakre delen av tunntarmen, men kan ses i hela grovtarmens ldngd. Bakterien
infekterar de omogna tarmcellerna och stimulerar dessa till att borja dela sig. Samtidigt
upphor cellernas mognadsprocess. En typisk mikroskopisk bild innefattar darfor langa,



grenade tarmkryptor utlinjerade av omogna tarmceller med en 6kad delningsfrekvens och
avsaknad av slemceller. Vid obduktion ses detta makroskopiskt som en fortjockad, vulstigt
uppdriven slemhinna (9). Vidvnaden blir kénslig for infektion med andra bakterier.

En central fraga &r varfor en gris drabbas av den akuta eller den kroniska formen. Bane et al.
rapporterar att bada formerna av sjukdomen aldrig ses i en besittning samtidigt (10).
Generellt anses PHE vara vanligare i beséttningar med god hélsostatus, t.ex. SPF-besittningar
(11). En vanlig asikt #r att PHE beror pa en 6verreaktion hos kroppens immunforsvar (9, 12).
Andra hypoteser &r att olika bakterieisolat varierar i sjukdomsframkallande forméga eller att
PHE beror pa skillnader i infektionsdos (9). Ingen av dessa hypoteser har hittills kunnat
verifieras. Sjukdomen orsakar endast en svag 0kning av inflammatoriska celler 1 den skadade
vivnaden, och ett stort intresse riktas darfor mot de cytokiner som styr tarmens immunsvar.
Cytokiner dr 16sliga signalsubstanser som stimulerar eller himmar kroppens immunsvar
beroende pa hur infektionen utvecklas. Vissa cytokiner frisitts fran skadad véavnad och
attraherar en speciell typ av vita blodkroppar till skadan. Dessa producerar sedan nya
cytokiner som i sin tur paverkar andra delar av immunsystemet. Cytokiner stimulerar och
attraherar dven en typ av immunceller (makrofager) som har till uppgift att dta upp och
forstora frimmande material som till exempel bakterier. Man har visat att moss som saknar
formaga att reagera pa ett speciellt cytokin (IFN-y) drabbas av utbredda skador och ckad
dodlighet vid infektion med L. intracellularis, jamfort med infekterade normala moss (13).
Vissa forfattare menar att bakterien sjdlv utvecklat mekanismer som undertrycker kroppens
normala immunsvar (14). Det dr darfor viktigt att ta reda pa hur tarmens immunsvar ser ut vid
infektion med L. intracellularis, eftersom detta i sin tur avgor hur ett vaccin skall utformas for
att fungera optimalt och kunna ge maximalt skydd. Det nuvarande vaccinet stimulerar naturlig
immunitet genom att orsaka en begridnsad infektion i tarmen. Vaccinet anges ge
mikroskopiska skador i tarmen men detta har ingen negativ klinisk effekt (15). I ett kliniskt
forsok sags emellertid ingen skillnad mellan vaccinerade och ovaccinerade djur avseende
utveckling av cirkulerande antikroppar i blodet eller urskiljning av bakterien i faeces (16).

Syfte

En 6kad forstaelse for de mekanismer som leder fram till sjukdom &r nodvindigt for att kunna
utveckla god profylax (vacciner, rekommendationer betriffande djurfloden och smittskydd,
predisponerande faktorer med mera). Detta &r sédrskilt viktigt eftersom det snabba forloppet
vid PHE vanligen omojliggor en effektiv medicinering. Da hilsolédget i svenska beséttningar
standigt forbittras, dr det viktigt att utveckla god profylax och bra rutiner for att forhindra att
PHE okar. Syftet med studien dr att analysera ett flertal cytokiner i tarmmaterial dels fran
grisar med den akuta formen PHE och dels fran grisar med den kroniska formen PIA.

Material och metoder
Etiskt tillstand
Etiskt tillstand finns fran Uppsala Djurforsoksetiska Namnd (diarienummer C 44/5).

Forsoksdesign

Ursprungligen avsags att studera 10 grisar med kliniska symptom pa PIA och 10
grisar med kliniska symptom pa PHE. Det har visat sig svart att fa in material fran
grisar med akut PHE och inkomna fall har framforallt varit sjdlvdéda djur. For
cytokin-analys krivs att materialet ar helt farskt, d.v.s. insamlats fran djur som
avlivats 1 direkt anslutning till provtagningen. Fortlopande kontakter togs med
veterindrer verksamma inom Svenska Djurhélsovarden AB och ett flertal annonser
infordes 1 tidningen Svensk Gris med knorr. Provinsamlingsperioden forlingdes med



2 ar och slutligen insamlades material fran totalt 4 sadana fall. Efter samrad med
stiftelsen Albert Hjérre, som finansierat denna del av projektet, modifierades
forsoksplanen och fokuserades pa grisar med den kroniska formen av sjukdomen
(PIA) och som jamforelsematerial, kliniskt friska grisar i motsvarande alder och fran
samma beséttningar. Det slutligen erhallna materialet inkluderade 15 grisar med
kliniska symptom pa PIA, 10 kliniskt friska kontrollgrisar och 4 grisar med kliniska
symptom pa PHE, fran totalt 9 olika beséttningar. I en besittning insamlades prov
bade fran gris med klinisk PHE och fran gris med kliniska symptom pa PIA, medan
ovriga grisar med klinisk PHE hérrorde fran specialiserade slaktsvinsbeséttningar dér
inga PIA-fall fanns att tillga. Fran 6vriga fem besittningar insamlades 1 till 3 PIA-
grisar och 1 till 2 kontrollgrisar. Djuren avlivades 1 beséttningen, en enkel obduktion
genomfordes omgédende varvid adekvata prov togs ut. Proven transporterades till
laboratorium enligt respektive analysmetod och forvarades i frys -80°C fram till
analys. Ink6p av grisar och insamlande av material har finansierats med medel fran
stiftelsen Albert Hjérre, och denna del har slutrapporterats och godkénts 5/12 2007.

Djurmaterial, klinik

Kriterier for att definiera gris med kliniska symptom pa PHE: Grisen skall vara avvand och
uppvisa blodig diarré. Djuret skall inte ha behandlats med antibiotika. Svindysenteri skall inte
ha pavisats i besittningen.

Kriterier for att definiera gris med kliniska symptom pa PIA: L. intracellularis skall tidigare
ha pavisats i besittningen. Grisen skall vara avvand minst 2 veckor tidigare och skall uppvisa
ospecifik diarré som observerats 1 hogst en dag. Djuret skall inte ha antibiotikabehandlats.
Kriterier for att definiera en kliniskt frisk kontrollgris: Grisen skall vara av motsvarande alder
och befinna sig i samma box som PIA-grisen. Den skall ha avforing av normal konsistens och
inte uppvisa nagra ovriga tecken pa sjukdom. Djuret skall inte ha behandlats med antibiotika.

Insamling av material

Samtliga djur avlivades ute i besittningen. I samband med avlivningen uttogs blodprov fran v.
Jjugularis for analys av cytokiner och forekomst av antikroppar mot L. intracellularis. En
enklare obduktion genomfordes dérefter och representativa prov fran tarm togs ut inom 15
minuter efter avlivning. Proven togs frin makroskopiskt synliga fordndringar. I fall dér sddana
inte kunde identifieras uttogs prov fran bakre delen av tunntarmen. 2-3 stycken cirka 0,5 x 1
cm stora bitar av tarmslemhinna for analys av cytokiner lades omedelbart i frysror och sdnktes
ner i flytande kvéve. Prov fran PHE 2 och 4 frystes i -20°C. 1-2 cirka 2 x 2 cm stora bitar av
tarm-slemhinna togs fran intilliggande omrade och fixerades i 4 % formaldehyd under minst
48 timmar for ljusmikroskopi. Resterande del av foridndrad vdvnad och/eller bakre tunntarm
(cirka 10 cm tarm) lades i plastpase for pavisande av L. intracellularis med PCR.

Ljusmikroskopiska undersokningar

Fran varje tarmpreparat skars efter fixering 2-3 mindre preparat, innefattande hela preparatets
djup. Preparaten biaddades i paraffin efter sedvanlig dehydrerings-procedur. Det paraffinerade
materialet snittades 1 mikrotom (snitt-tjocklek 4 pm) till objektglas. Snitten firgades med
hematoxylin och eosin, monterades, och undersoktes med ljusmikroskop.

Analys av forekomst av Lawsonia intracellularis i tarmvdvnad med PCR

Proven forvarades vid -80°C fram till analys. Cirka 0,5 x 0,5 cm tarmslemhinna fran frusen
vivnad preparerades med fenol/kloroform och DNA filldes med etanol. Varje prov
analyserades med tva olika metoder for pavisande av DNA, en sa kallad nestad PCR (4) och
en nyligen utvecklad realtids-PCR (metoden ir utvecklad av forskargruppen i samarbete med



SVA och dr under publicering). I de fall L. intracellularis DNA inte kunde pavisas, tinades
tarmprovet och hela mucosan skrapades med skalpell fore upprepad analys.

Analys av cytokiner i tarmvdvnad

Proven forvarades vid -80°C till dess att de analyserades. Analyser gjordes avseende sex olika
cytokiner, vilka tidigare visats ha betydelse 1 samband med andra tarmsjukdomar, nimligen
IL-1B, IL-6, IL-10, IFN-y, TNF-a och TGF-B (20). Proverna analyserades i triplikat med
kvantitativ TagMan realtidsPCR och deras uttryck relativt uttrycket av ingaende kontroller
beriknades (21). Som kontroller anvéindes housekeeping-generna CyclophilinA och HPRT.

Analys av forekomst av antikroppar mot Lawsonia intracellularis i serum

Vid ankomst till laboratoriet centrifugerades blodproven vid 3000 x g1 10 min., sera
pipetterades och forvarades vid -20°C. Analys skedde med en ny s.k. blocking ELISA
(Svanova Biotech, Uppsala, Sweden) (18). Ett PI-virde pa 35 anvéndes som cut-off.

Analys av cytokiner i serum

Sera forvarades vid -80°C och analyserades med ett kommersiellt ELISA-kit (Quantikine
Porcine Immunoassays, R & D Systems Europe limited, Abingdon, UK). Fem olika cytokiner
som visats ha betydelse vid andra tarmsjukdomar analyserades, nimligen IL-1f, IL-6, IL-10,
TNF-a och IFN-y (19). Detektionsnivéerna av respektive cytokin lag med denna analysmetod
pa 10; 10; 1,8; 2,8 respektive 2,7 pg/mL.

Resultat

Djurmaterial, klinik

Sammanlagt inkoptes fyra djur med kliniska symptom pa PHE (PHE-gris 1 till 4). Grisarna
var 14-17 veckor gamla och kom fran S6dermanland, Skane, Uppland och Gotland. Ett av
djuren (gris 1) kom fran en integrerad besittning dér L. intracellularis tidigare pavisats,
Ovriga grisar kom fran specialiserade slaktsvinsbeséttningar. En av dessa besittningar hade
tidigare haft problem med blodiga diarréer/plotsliga dodsfall (bes 4).

Totalt inkoptes 15 djur med kliniska symptom pa PIA (PIA-gris 1 till 15). Grisarna var 8-15
veckor gamla och hérrorde fran 6 besittningar beldgna i Sodermanland, Vistmanland och
Uppland. Fran bes. 1 hade dven en PHE-gris kopts in (se ovan).

Nio kliniskt friska kontrolldjur (gris 2-7 och 9-11) kiptes fran PIA-besittningarna. Grisarna
var 8-15 veckor gamla och hirrorde fran 5 besittningar beldgna i Vistmanland och Uppland.

Makroskopiska patologanatomiska fordndringar

Grisar med klinisk PHE: Gris 1 uppvisade fordndringar i frimre grovtarmen med rodfargad
slemhinna och blodigt tarminnehall. Gris 2 hade lindriga foréndringar i bakre tunntarmen och
blindtarmen. Gris 3 uppvisade vulstigt fortjockad, rod slemhinna i ett 3-4 dm langt tarmavsnitt
av bakre tunntarmen med 0,5-1 cm stora blodkoagel adherenta till slemhinnan. Gris 4 visade
rodfiargad, sonderfallande slemhinna 1 tunntarmen samt rosaférgad slemhinna 1 grovtarmen.
Grisar med klinisk PIA: 3 grisar uppvisade en vulstigt fortjockad, veckad slemhinna i bakre
tunntarmen samt brunt, tunt innehall i grovtarmen. 11 grisar hade lindrigt fértjockad slem-
hinna 1 bakre tunntarmen. 1 gris uppvisade uttdnjd grovtarm men 1 ovrigt inga fordndringar.
Kliniskt friska kontrollgrisar: 7 grisar uppvisade inga makroskopiskt synliga fordndringar. 2
grisar hade lindrigt fortjockad slemhinna i1 bakre delarna av tunntarmen.

Ljusmikroskopiska fordndringar
Grisar med klinisk PHE: Gris 1 uppvisade forstorade kryptor 1 grovtarmen, vilket kan ses vid
svindysenteri och PIA. Gris 2 hade foridndringar 1 blindtarm motsvarande vad som ses vid




PHE samt blodningar i lokala lymfknutor. Gris 3 uppvisade typiska fordandringar (vulstig
slemhinna, proppar i sma kirl samt uttride av vitska och roda blodkroppar i vivnad och
tarmkanal) motsvarande PHE 1 bakre delen av tunntarmen. Gris 4 hade en blodig
tarminflammation i tunntarmen men utan typiska PHE-fordndringar.

Grisar med klinisk PIA: En av grisarna med makroskopiskt tydligt fordndrad tunntarm hade
ocksa markanta ljusmikroskopiska fordndringar i samma tarmavsnitt. Grisen med uttidnjd
grovtarm hade lindriga PIA- foridndringar i denna del men inga foridndringar i tunntarmen. En
gris med lindrigt fortjockad slemhinna i bakre tunntarmen visade med ljusmikroskopi milda
PIA-skador i samma tarmavsnitt. Hos de grisar som endast uppvisat sma makroskopiska
forandringar sags likaledes fa ljusmikroskopiska férdndringar.

Kliniskt friska kontrollgrisar: Sma fordndringar siags lokalt i vivnaden med ljusmikroskopi
men dessa tolkades som "bakgrundsbrus” och sasom varande inom normalvariationen.

Forekomst av Lawsonia intracellularis i tarmvdvnad analyserad med PCR

Av fyra grisar med kliniska symptom pa PHE, pavisades L. intracellularis hos tva individer
(gris 2 och gris 3). Av 15 grisar med kliniska symptom pa PIA, pavisades bakterien hos 7
grisar. Av 9 grisar utan kliniska symptom pavisades L. intracellularis hos 2 djur (Tabell 1).

Tabell 1. Forekomst av DNA och antikroppar mot L. intracellularis hos grisar med
symptom pa akut eller kronisk proliferativ enteropati, samt hos kliniskt friska kontroller.

Nestad PCR Realtids-PCR Serologi
Positiv Negativ ~ Positiv ~ Negativ Positiv ~ Negativ
Klin. PHE (n=4) 2 2 2 2 2 -
Klin. PIA (n=15) 4 11 7 8 3 12
Kontroll (n=9) 1 8 2 7 0 9

Forekomst av antikroppar mot Lawsonia intracellularis i serum

Sera erholls endast fran tva grisar med kliniska symptom tydande pa PHE (gris nr 1 och nr 3).
Hos bada dessa grisar kunde antikroppar mot L. intracellularis pavisas. Av 15 grisar med
kliniska symptom pa PIA, kunde antikroppar mot L. intracellularis pavisas hos 3 grisar. Av 9
grisar utan kliniska symptom kunde antikroppar mot L. intracellularis inte pavisas (Tabell 1).

Analys av cytokiner i serum

Sera erholls endast fran tva grisar med kliniska symptom tydande pa PHE (gris nr 1 och nr 3).
Totalt 9 grisar var positiva avseende cytokinet IL-10. L. intracellularis hade pavisats i
tarmvévnad hos 3 av dessa, och antikroppar hade pavisats hos 2 individer. Av de 3 grisar dér
halten IL-10 6versteg 50 pg/mL, var samtliga positiva pa PCR och/eller ELISA. Av de 6
grisar dér halten IL-10 understeg 50 pg/mL, var 5 negativa pa bade PCR och ELISA och en
gris (20 pg/mL) var endast positiv pa PCR. Hogsta virdet sags hos gris "PHE-3" (74 pg/mL)
som ocksa var positiv pa bade PCR och serologi (Tabell 2).

Tabell 2. Hoga (>50 pg/mL) respektive laga (<50 pg/mL) nivaer av IL-10 i serum
hos grisar 1 relation till forekomsten av L. intracellularis eller antikroppar mot denna.

IL-10 IL-10

<50 >50
PCR+ PCR+ PCR- PCR- PCR+ PCR+ PCR- PCR-
AK+ AK- AK+ AK- AK+ AK- AK+ AK-

PHE 1
PIA 1 3 1 1
Kontroller 2




De 15 PIA-grisarna hade ett medelvirde pa 16,3 pg/mL och de 10 kontrollgrisarna hade ett
medelvirde pa 7,06 pg/mL. En kontrollgris uppvisade en serumniva pa 46 pg/mL och en gris
hade en serumniva pa 12 pg/mL, medan 6vriga lag under detektionsgrins (1,8 pg/mL).

Sju grisar varav tre kontrollgrisar, tre PIA-grisar samt "PHE-gris 1” uppvisade férhdjda nivaer
av IL-1p. Med undantag for "PHE 1 varierade nivaerna mellan 11,1 och 32,2 pg/mL
(detektionsniva 10 pg/mL) och de hogsta och ldgsta virdena sags hos kontrollgrisarna.
Medelvirdet for PIA-grisarna var 11,4 pg/mL och for kontrollgrisarna, 11,7 pg/mL. "PHE 17,
som senare visade sig ha svindysenteri, hade 130 pg/mL.

Hoga nivéer av IL-6 sags hos Gris "PHE 17 (268 pg/mL) och hos en PIA-gris (111 pg/mL).
Denna PIA-gris hade diarré men var negativ bade avseende PCR och antikroppar. Samtliga
Ovriga grisar var negativa (<10 pg/mL) avseende IL-6 1 serum.

”PHE 1” och tre kontrollgrisar var positiva avseende cytokinet TNF-a med serumnivaer pa
respektive 40, 81, 97 och 218 pg/mL (detektionsniva 2,8 pg/mL). Tva av kontrollgrisarna var
negativa pa serologi och PCR medan en gris (218 pg/mL) var positiv pa PCR och negativ pa
serologi. "PHE 17 var negativ pa PCR och positiv pa serologi.

Ingen gris var positiv avseende IFN- y (detektionsniva 2,7 pg/mL).

Analys av cytokiner i tarmvdvnad

Av grisarna med klinisk PHE kunde endast gris 1 och 3 analyseras (gris 2 och 4 gav laga eller
inga utslag vid analys av kontrollerna). Jamforelser gjordes dels mellan samtliga grisar i de tre
olika grupperna, och dels mellan de PIA- och PHE-grisar dir L. intracellularis kunde pavisas
med PCR, och negativa kontrollgrisar. Signifikant skillnad sags avseende IFN-y (Fig. 1).
Med undantag for "PHE-gris 17 sdgs inga skillnader avseende ovriga cytokiner i tarmviavnad.
IL-1p pavisades hos 9 PIA-grisar (range 0,12-3,01), "PHE-gris 3" (1,33) och 9 kontrollgrisar
(range 0,21-4,33). "PHE-1" hade kraftigt forh6jd niva av IL-1B (13,0). IL-6 pavisades hos 11
PIA-grisar (range 0,26-4,11), "PHE-gris 3” (0,36) och 8 kontrollgrisar (range 0,39-1,88). IL-
10 pavisades hos 15 PIA-grisar (range 0,39-2,95), "PHE-gris 3” (1,45) och 9 kontrollgrisar
(range 0,86-2,04). ”PHE 1" hade 0,15. TNF-a pavisades hos 11 PIAgrisar (range 0,12-3,51)
och 8 kontrollgrisar (range 0,41-4,66). TGF-p pavisades hos 13 PIA-grisar (range 0,24-3,31),
“PHE-gris 3” (0,06) och 9 kontrollgrisar (range 0,33-1,98). "PHE-gris 1" hade 0,01.

Figur 1. Nivaerna av cytokinet interferon-y i tarmvévnad fran grisar
med PIA (n=6), akut PHE (n=1) och friska kontrollgrisar (n=7). PCR+
indikerar att bakterien L. intracellularis pavisats i tarmvivnad, PCR-

att bakterien inte kunnat pavisas.

IFN-y
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Diskussion

Forvanansvirt fa immunologiska reaktioner sags, bade betriaffande det systemiska
cytokinsvaret i1 blod och betriffande det lokala cytokinsvaret i tarm. Tyvérr erholls inte prov
fran tillrackligt manga grisar med klinisk PHE for att nagra sikra slutsatser skulle vara
mojliga att dra betriffande denna form av sjukdomen, men fa forandringar sags i det
insamlade materialet. Samma bild sags i de prov som samlats in fran grisar som insjuknat i
den kroniska formen (PIA) dir endast ett fatal immunologiska reaktioner, speglade i uttrycket
av cytokiner, kunde pavisas. Resultaten stimmer dock vél 6verens med flera andra rapporter
som hivdar, att infiltration av inflammatoriska celler lokalt i tarmvavnaden saknas vid denna
infektion och att Lawsonia intracellularis mojligen har utvecklat mekanismer for att ’gomma
sig” undan kroppens immunsvar (9, 14). "PHE-gris 1”” som hanterats pa samma sétt som
Ovriga grisar avseende provtagning, provhantering m.m. men som visade sig ha drabbats av
svindysenteri, uppvisade ett annorlunda cytokinsvar. Detta stimmer vil med vad som setts vid
tidigare studier (17) och resultatet stirker ovanstaende resonemang.

Klinik, patologi

Vi har tidigare visat, att kliniska symptom orsakade av L. intracellularis ér starkt kopplat
(p<0,001) till forekomst av makroskopiska skador i tarmen (3). Vidare har vi visat ett starkt
samband mellan makroskopiskt fordndrad tarmvavnad och pavisande av L. intracellularis
med PCR (4). Eftersom syftet med denna studie var att undersoka hur immunsystemet
reagerar vid infektion med L. intracellularis var studiens ambition att provta djur i tidigt
skede av sjukdomen. Med undantag for djuren med PHE och for PIA-grisen i besittning 1,
hade inte djurdgarna observerat att grisarna hade diarré utan de sjuka djuren identifierades vid
besittningsbesoket. Detta besok genomfordes utifran hypotesen att minst en gris med kliniska
symptom borde kunna pavisas i en grupp grisar i lamplig alder i beséttningar med vanligtvis
stora kliniska problem med proliferativ enteropati. Vidare antogs, att om inte djurdgaren
tidigare observerat kliniska symptom bland djuren, sa borde eventuella sjuka grisar med stor
sannolikhet nyligen ha insjuknat. Denna hypotes stirktes av det faktum att endast tre PIA-
grisar hade tydliga makroskopiska fordandringar i tarmen (den smygande utvecklingen av
skadorna dr vl beskrivet i litteraturen (5, 9). Hypotesen stirks ytterligare av det faktum att
dessa grisar inte hade utvecklat antikroppar mot bakterien, da det tar minst tva veckor fran
infektionstillféllet till dess att antikroppar kan detekteras. Samtidigt medforde detta
forsoksupplédgg, att pavisandet av L. intracellularis med PCR pa tarmvivnad forsvarades. Det
kan finnas flera forklaringar till detta: Grisarna var infekterade av andra diarréframkallande
bakterier, vilket inte undersoktes 1 denna studie, alternativt hade grisarna drabbats av en
foderrelaterad diarré (20). Prov for PCR togs fran ett cirka dm-langt avsnitt av tarmen. I de
fall dar makroskopiska forindringar saknades togs prov fran bakre tunntarmen som &r den
vanligaste lokalisationen for infektion med L. intracellularis. Det gér dock inte att utesluta att
andra delar av tarmen varit infekterade och att dessa missats vid provtagning.

Besittning 1 visade sig tva veckor efter provtagningstillfillet vara positiv for B.
hyodysenteriae, vilket stimmer med de makroskopiska fordndringar som iakttogs hos "PHE-
gris 1”. Gris 4 hade valdsamt féridndrade tarmar men inga tydliga proliferativa skador.
Tidigare studier har visat en stark positiv korrelation (p<0,001) mellan pavisande av L.
intracellularis och forekomst av makroskopiska fordndringar. Detta talar for att det finns en
annan genes till den hemorrhagiska enteriten hos gris 4, och den makroskopiska bilden liknar
den som ses vid "hemorrhagic bowel syndrome”.

Cytokiner i serum
Stora individuella variationer sags i uttrycket av cytokiner. Av de fem grisar som utvecklat
antikroppar mot L. intracellularis uppvisade tre forhdjda nivaer av IL-10. De tre grisar som



uppvisade nivaer over 50 pg/mL var samtliga positiva avseende L. intracellularis PCR eller
serologi. Detta cytokin anses nedreglera produktionen av andra s.k. pro-inflammatoriska
cytokiner och har 1 studier avseende svindysenteri (17) visats 6ka under sjukdomens
konvalescensperiod (dag 3 till dag 11 efter kliniskt tillfrisknande). IL-10 kunde inte pavisas
hos gris "PHE 17, som befann sig i akut fas av svindysenteri. Det &r intressant att den gris
som uppvisade de hogsta nivaerna av detta cytokin var den gris som drabbats av PHE och
dven var den enda gris som var positiv bade avseende PCR och serologi.

TNF-a aktiveras av olika substanser i bakteriernas cellvdgg, t.ex. LPS (lipopolysackarider).
Vid experimentella studier av svindysenteri sags en 0kning av TNF-a i samband med kliniska
symptom och dessa virden var signifikant forhdjda under hela sjukdomsperioden, vilket
stimmer vil med "PHE-gris 1”. Detta skiljer sig fran de dvriga resultaten i var studie, dér
ingen av grisarna uppvisade nagra forhojda viarden i samband med kliniska symptom (diarré),
medan didremot tre kliniskt friska grisar uppvisade férhdjda viarden. Tva av dessa grisar var
negativa avseende PCR och serologi medan en gris var PCR-positiv. Eftersom TNF-a var
kraftigt forhojt hos denna gris (218 pg/mL, att jaimforas med de viarden som sags i studien
over svindysenteri dir medelvérdet var ~100 pg/mL med ett hogsta virde pa >300 pg/mL),
kan detta indikera att djuret befann sig 1 ett tidigt skede av en grav infektion, alternativt att L.
intracellularis inte aktiverar TNF-a och att denna gris dven drabbats av en annan infektion.
Inga tydliga makroskopiska fordndringar sags vid obduktionen. Intressant ir, att "PHE-gris 3”
inte uppvisade forhojda nivaer vare sig lokalt i tarmen eller i serum. I den experimentella
studien av svindysenteri uppvisade grisarna laga nivéer (~50 pg/mL) av TNF-o innan
infektion, vilket indikerar en viss produktion av cytokinet dven hos kliniskt friska individer.
Liknande resultat har dven setts vid studier av Salmonella enterica (19).

IFN- v anses ha ett samband med intracelluléra infektioner som t.ex. virusinfektioner. IFN- y
kunde dock inte pavisas i serum hos nagot av djuren. Detta 6verensstimmer med tidigare
resultat vid studier av svindysenteri som &r en extracellulédr infektion, men det &dr oklart varfor
IFN- v inte inducerades vid infektion med L. intracellularis. 1 studien av svindysenteri
diskuterades att produktion av IFN-y inte stimuleras vid lokala infektioner i tarmen (17).

Analys av cytokiner i tarmvdvnad

Utifran ovanstaende resonemang, var det forvanande att en signifikant hogre forekomst av
IFN-y kunde detekteras i tarmvivnad fran PIA-grisarna. Nir dessa resultat analyserades
ytterligare, framgick att skillnaden (se figur 2 nedan) hédrrérde fran tre grisar inkopta fran
samma beséttning, “besittning X. En av dessa tre grisar var positiv for L. intracellularis med
PCR medan 6vriga tva var negativa. De tva kontrollgrisarna fran denna besittning hade laga
nivaer av IFN-y, 0,53 resp. 0,75. Besittningen diagnostiserades en manad senare med PMWS,
dir infektion med porcint circovirus typ 2 spelar stor roll. PMWS och proliferativ enteropati
har ofta likartad klinisk bild och kan inte sirskiljas makroskopiskt vid obduktion. En av
kontrollgrisarna hade epiteloidcellsgranulom och en PIA-gris hade lymffollikelgranulom vid
mikroskopisk undersokning, men inga fér PMWS typiska inklusionskroppar. Resultaten &r
dock intressanta och fortsatta studier dr onskvérda. "PHE-gris 17 som senare visade sig ha
svindysenteri hade en niva om 0,04 i tarmvéavnad.



Figur 2. IFN-y i viavnadsprov fran tre "PIA-grisar” inkOpta
fran besittning X, jamfort med 6vriga "PIA-grisar” i forsoket.
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Pavisande av cytokinerna IL-1p och IL-6 verkar inte ha nagot samband med proliferativ
enteropati. En enda gris, "PHE 17, visade kraftigt forhojda nivaer (130 pg/mL respektive 268
pg/mL) av dessa bada cytokiner. Forhojda nivaer av IL-1PB och IL-6 stimmer dock vil med
det monster som ses vid akut svindysenteri (17).

Publikationer och ovrig resultatformedling

En vetenskaplig artikel foreligger i manuskript (Jacobson, M., Andersson, M., Lindberg, R.,
Jensen-Waern, M. 2009. The cytokine response in pigs suffering from the acute or chronic
form of proliferative enteropathy) och dr avsedd for publicering i Research in Veterinary
Science.

Resultaten kommer vidare att presenteras muntligen och 1 form av en poster vid VH-
fakultetens arliga forskningsdag 2009.

Resultaten kommer ocksa att formedlas till veterinidrer och vetenskapsmén i form av ett
abstract och en muntlig presentation vid nésta [IPVS-kongress (2010).

En artikel kommer att fiardigstéllas och publiceras i "Svensk Veterinirtidning”.

En kortfattad populidrvetenskaplig artikel kommer att publiceras i Svenska djurhilsovérdens
tidskrift “Svinhélsonytt” och/eller 1 ”Svensk Gris med knorr”.
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