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Sammendrag

| alt 101 aflivede grise fra 4 besaetninger udvalgt pga. store problemer med diarre inden for den fagrste
leveuge, dannede grundlaget for en undersggelse af obduktionsforandringer og forekomst af
smitstoffer. Det gennemgéaende obduktionsfund var slappe, let udspilede tarme. Kun sjeeldent sas
mere specifikke forandringer som reaktion i lymfeknuder og i slimhinden. Alle de undersggte diarre-

grise havde fyldte maver ved obduktion, og diarréen var saledes ikke sultrelateret.

Mikrobiologisk fandt vi en omvendt sammenhaeng mellem forekomst af bakterien Clostridium
perfringens type A og diarré, sadan at markant flere raske grise havde denne bakterie i tarmen. En
anden bakterie, Clostridium difficile blev kun pavist i 2 af de undersggte grise, og ma umiddelbart
anses som uvaesentlig for syndromet. Coronavirus, som i andre lande volder store diarréproblemer (i

form af Porcin Epidemisk Diarré (PED)/ Transmisibel Gastroenteritis (TGE)) blev ikke pavist.

| den ene besaetning havde diarréen sammenhang med en hgj forekomst af £. coli bakterier med et
saerligt gen for toxin-produktion (EAST-1) samt bakterien Enferococcus hirae. | de andre besastninger
sas ingen specifik sammenhaeng med smitstoffer, men der blev pavist enkelte virustyper (kobuvirus,

teschovirus og rotavirus C) som maske kan have betydning.

Baggrund

Neonatal diarré (diarré inden for den farste leveuge) er — i stgrre eller mindre omfang - velkendt i de
fleste svinebesaetninger. Omkring 2008 begyndte mange danske besaetninger dog at rapportere om et
nyt diarrésyndrom som ikke responderede pa almindelige management tiltag eller antibiotika. Siden
da, har flere forskellige lande rapporteret om lignende problemer (Gin et al., 2010; Melin et al., 2010;
Wallgren et al., 2012). Feelles for de rapporterede tilfaelde er, at traditionelle laboratorieundersggelser

ikke giver nogen forklaring pa problemerne.

Traditioner omkring laboratorieundersagelser varierer fra land til land, men overordnet set er det
folgende smitstoffer, man har undersggt for i forbindelse med neonatal diarré; Enterotoxigene
Escherichia coli(ETEC), Clostridium perfringens type A (CPA), Clostridium perfringens type C (CPC),
Clostridium difficile (CD) rotavirus gruppe A (RVA) og coronavirus (Svensmark, 2009; Yaeger et al.,
2002). Parasitter, der kan veere relevante at undersege er; Cryptosporidium, Giardia, /sospora og
Strongyloides (MaddoxHyttel et al., 2006; Meyer et al., 1999; Vitovec and Koudela, 1992).

Det overordnede formal med studiet var at unders@gge om en detaljeret mikrobiologisk undersagelse af
et stort antal grise fra udvalgte problembesaetninger ville pavise en infektigs arsag til problemet. Den
mikrobiologiske undersggelse omfattede dyrkning af bakterier, pavisning af bakterier ved

mikroskopiske undersggelser, virulens-faktor undersggelser af £. coli bakterier, mikroskopisk



undersggelse for parasitter, undersagelser af toxiner produceret af Clostridium perfringens og en

raekke forskellige specifikke og overordnede undersagelser for virus.

Samtidig skulle studiet vise om grise fra forskellige problembesaetninger havde feelles og

gennemgaende karakteristika, som kunne bruges i en definition af syndromet.

Materiale og metode
Studie design

Studiet var et Case-Kontrol studie udfgrt pa 101 aflivede grise fra 4 danske produktionsbesastninger i
lobet af 2011. | alt 989 grise blev evalueret klinisk dagligt fra fadsel til dag 5-7 og grise til obduktion

blev aflivet pa udvalgte tidspunkter | sygdomsforlgbet.

Inklusion af beseaetninger

Besaetninger med diarréproblemer blev anbefalet af deres praktiserende dyrlaeger og inkluderet i
studiet efter falgende kriterier: 1) Diarré inden for den farste leveuge med darlig respons pa antibiotika
skulle have veeret til stede i minimum 30 % af kuld i mindst 6 maneder, 2) Besaetningen skulle
foretage rutinevaccination mod £. coli diarré og klassisk tarmbrand ( Clostridium perfringens (Cp)type
C), 3) Besaetningen skulle have forsggt en reekke forebyggende tiltag uden effekt, 4) Besastningen
matte ikke have en aktiv PRRS infektion i farestalden (testet ved blodprgver af grise) og 5) | 5 aflivede
1-4 dage gamle grise matte ikke kunne pavises en klassisk arsag til diarré (£.coli, Cp type C eller
RVA).

| alt fire beseetninger indgik i undersggelsen. Beseetningerne var alle veldrevne med gode stalde og
fornuftigt naermilja. Der blev praktiseret alt-ind alt-ud med grundig renggring og desinfektion mellem
hold. Farestier var indrettet med delvist spaltegulv. Grisehulerne var overdaekkede, havde

varmelamper og isolerende matter eller varme indlagt i gulvet i grisehulen.

Alle beszetninger havde haft problemer med diarré i mindst et ar. Af praeventive management-tiltag,
som havde veeret forsaggt uden held kan naevnes; aendringer i sofoder, optimeret hygiejne, gadnings-
immunisering og vaccination mod CPA og Porcint Circovirus 2. Alle beseetninger havde forsagt flere
forskellige typer antibiotika og flere forskellige behandlingsstrategier uden stor effekt. Alle besastninger
behandlede med toltrazuril pa dag 3 eller 4 for at forebygge coccidiose. Kastration af hangrise og jern-

injektioner blev givet sammen med toltrazuril-behandlingen. Besaetningsdata er vist i Tabel 1.



Tabel 1. Data for de fire undersggelsesbeseetninger

Besaetning 1 Besaetning 2 Besaetning 3 Besaetning 4
Undersggelses- . ) o
) januar 2011 marts 2011 maj 2011 juli 2011
periode
Antal sger 900 1250 700 950
SPF-status Ingen Ingen SPF + Ap12 SPF
Fraveennede grise/
. 30,7 271 254 32,3
arsso*
Gylte%* 20 22 21 23
Polterekruttering Indkab Egenproduktion Indkab Egenproduktion
Saed Ekstern KS Intern KS Intern KS Ekstern KS
Hjemmeblander Hjemmeblander Hjemmeblander Indkabt foder
Sofoder | farestald . _ . ) . ) . _
Rest-lgs vadfodring  Rest-lgs vadfodring  Rest-lgs vadfodring  vadfodring

Rutinebehandlinger

grise®

Ingen

Ingen

Amoxicillin ved

fadsel

Amoxicillin ved

kastration

Rutinebehandlinger

sger?

Ingen

Ingen

Oxytocin efter

farring

Oxytocin efter

farring

# Gennemsnit fra E-kontrol de sidste 3 maneder fgr undersggelses-perioden. $: Standardbehandlinger udfert i grisenes forste

leveuge. | gvrigt blev alle grise behandlet med smertestillende middel (NSAID) ved kastration. | undersggelsesperioden blev der

ikke udfert rutinebehandlinger af grise med antibiotika. =: Standardbehandlinger udfgrt omkring faring. Disse behandlinger blev

ogsa gennemfart | unders@gelses-perioden.

Inklusion af sger og grise

| hver beseetning blev ca. 20 sger fra det samme farehold og i den samme farestald udvalgt pa

farings-dagen (dag 1). Udveelgelsesproceduren tog sigte pa isaer at inkludere farste-laegs kuld (med

formodet stgrst risiko for diarré), 11-12 grise (alle over 800g) pr kuld blev tilfaeldigt udvalgt ved fadsel

og gremeaerket. Overskydende grise i kuldene blev flyttet efter max 16 timer. Alle grise i undersggelsen

blev hos deres egen mor gennem hele undersggelsen.

Sger og grise blev undersggt dagligt fra dag 1 til 5-7 (antallet af dage varierede i forhold til

besaetningens normale oplevelse af problemets tidsforlgb). Den daglige bedemmelse af

gadningskonsistens blev gennemfgart ved hjeelp af rektalsvabre. Grisen blev bedegmt til at have diarré,

hvis konsistensen af godning var tynd eller vandig. Cremet, fast og knoldet gagdning, samt hvis der

ikke var noget ge@dning at se pa rektalsvaberen, blev bedgmt som normailt.

Udveelgelse af Case- og Kontrol grise

Alders-matchede Case- (syge) og Kontrol (raske) grise blev udvalgt til obduktion pa to forskellige

tidspunkter i sygdomsforlgbet. De eksakte tidspunkter blev individuelt bestemt i hver besaetning under
hensyntagen til beseetningens normale oplevelse af problemerne. | besaetninger, der normalt oplevede

diarré fra 2. levedggn, blev grisene aflivet pa dag 3 og 5. | besaetninger, der normalt oplevede diarré



fra 3. levedggn, blev grisene aflivet pa dag 4 og 6. Da de 4 beseaetninger oplevede diarré fra dag 2, 3

eller 4, var de udvalgte grise fra 3-7 dage gamle.

Udveelgelseskriterier for Case-grise: Diarré (tynd eller vandig gadning) i mindst 2 pa hinanden
falgende dage inklusiv dage for udveelgelse. Case-grise blev udvalgt fra kuld med den hgjeste diarré-

forekomst pa dagen.

Udveelgelseskriterier for Kontrol-grise: Normal gadning pa alle dage forud for udvaelgelse. Kontrol-

grise blev udvalgt fra kuld med den laveste forekomst af diarré eller ingen diarré pa dagen.

Case- og Kontrol grise méatte ikke udvaelges fra samme kuld (selvom et kuld kunne skifte diarréstatus

fra den ene aflivningsdag til den neeste).
Ingen af de tidligst aflivede (3-5 dage gamle, afhaengigt af besaetning) var behandlet med antibiotika.

Alle Case-grise, der blev aflivet sent i forlgbet (5-7 dage gamle, afhaengigt af besaetning) var blevet

behandlet med antibiotika ifalge besaetningernes normale rutiner.

Diagnostiske undersggelser
Obduktion

Grisene blev transporteret levende til laboratoriet og aflivet inden for 6 timer efter udvaelgelse i
besaetningen. Tarmveev til histologisk undersggelse blev udtaget straks efter aflivning og fixeret i
formalin. Vaevsprgver og tarmindhold il virologiske undersagelser og Cp toxin-undersggelse blev

udtaget straks efter aflivning og snap-frosset pa teris og herefter opbevaret ved -80 °C.

Alle organer blev rutinemeaessigt undersggt for makroskopiske forandringer.

Mikroskopisk undersggelse af laesioner

Undersggelsen blev udfart pa vaevspraver fra forskellige afsnit af tarmen (duodenum, jejunum, ileum
og colon). De fixerede tarmstykker blev indstgbt i formalin, farvet med HE-farvning og undersagt i lys
mikroskop. Tyndtarmslaesioner blev registreret, hvis et eller flere afsnit af tyndtarmen (duodenum,

jejunum eller ileum) havde leesioner.

Mikrobiologiske undersggelser

Pavisning af bakterier ved dyrkning
E. colibakterier blev pavist ved aerob dyrkning fra tynd- og tyktarm. Clostridium perfringens (CP) og
Clostridium difficile (C. difficile) blev pavist ved anaerob dyrkning fra tynd- og tyktarm.



En gris blev anset som £. coli positiv, hvis der blev pavist haamolytiske £. colikolonier (enhver
forekomst) eller hvis der blev pavist moderat til massiv forekomst af non-haemolytiske E. colikolonier i
enten tynd- eller tyktarm. For hver E. coli positiv gris blev ét bakterie isolat karakteriseret ved O-
typning og virulens-faktor bestemmelse ved Polymerase Chain Reaction (PCR) (Zhang et al., 2007).

Tabel 2 viser en oversigt over de O-typer og virulensgener, som blev undersagt.

Tabel 2. E. coli O-grupper, adhesion-gener og toxin-gener undersagt i studiet.

O-grupper 08, 045, 064, 0138, 0139, 0141, 0149, 0157
Adhesin*-gener F4, F5, F6, F18, F41, intimin, Paa, AIDA-1
Toxin-gener STa, STb, LT, VT2e, EAST-1

*: Samle-betegnelse for faktorer der giver bakterien en evne til at fasthaefte til slimhinden.

En gris blev anset som CP positiv, hvis der blev pavist moderet til massiv forekomst af Cp kolonier i
enten tynd- eller tyktarm. Typning af CP blev foretaget pa en pool af fire isolater efter metoder

beskrevet af Baums et al., 2004.

En gris blev anset som C. difficile positiv, hvis der blev pavist C. difficile kolonier (enhver forekomst) i

enten tynd- eller tyktarm.

Pavisning af bakterier ved mikroskopi

E. coli, C. perfringens, C. difficile og Enterococcus spp. blev pavist ved hjeelp af Fluorescence In Situ
Hybridization (FISH). Fordelen ved denne undersggelse er, at man bade kan se om bakterierne er
tilstede, og se hvor i tarmen de ligger. Mange bakterier vil, hvis de giver anledning til sygdom, kunne
ses liggende taet op ad slimhinden (evt. fastheeftet til slimhinden). Bakterier, der bare er til stede som

en del af den normale tarmflora, vil derimod som regel ligge inde i midten af tarmen og i tarmindholdet.

Pavisning af clostridie-toxiner

Tilstedeveerelse af beta2-toxin i tyndtarmindholdet blev undersagt ved Enzyme Linked Immunosorbent
Assay (ELISA).

Pavisning af virus

De specifikke virusarter, som blev undersggt i studiet var: Rotavirus A, rotavirus C, coronavirus (TGE-
virus og PEDvirus), astrovirus, sapovirus, enterovirus, parechovirus, saffoldvirus, cosavirus, aichivirus
og klassevirus. Samtlige 101 grise blev undersagt for rotavirus A og coronavirus. Alle grise fra
besaetning 1-3 blev undersagt for rotavirus C, TGEvirus, PEDvirus, astrovirus og sapovirus. De gvrige

virus blev undersggt pa udvalgte grise fra besaetning 1-3.

Der blev ogsa lavet en del overordnede virus-undersggelser i studiet. Pga. prisen blev disse
undersggelser imidlertid begraenset til et mindre antal prgver — udvalgt fra grise med mikroskopiske

tegn pa evt. virusbetinget diarré fra alle fire beseetninger. De overordnede undersggelser bestod af:




Pavisning af viruspartikler ved elektron mikroskopi, unders@gelser vha. Microarrays (gen-baserede
metoder, rettet mod overordnede virus-familie gener) og de novo Next Generation Sequencing (gen-

sekventering, der fuldsteendigt kan kortlaegge hvilke virus-gener, der findes i en prgve).

Pavisning af parasitter
Forekomst af parasitterne Cryptosporidium spp, Giardia spp, Cystoisospora suis (tidl: Isospora suis

(coccidier)) og Strongyloides ransomi (tradorm) blev unders@gt pa histologiske snit.

Statistik

Sammenhaenge mellem diarréstatus og mikrobiologiske og patologiske fund blev evalueret pa tvaers
af besaetninger vha. Fisher’s exact tests (0=0.05). Unikke besaetningsfund eller besaetningsafvigelser
blev papeget deskriptivt eller beregnet ved samme metode (der var ofte for fa data i de enkelte

besaetninger til at statistiske beregninger gav mening).

Resultater og diskussion

Grise i studiet

| alt 51 diarré-grise (11-14 pr besaetning) og 50 kontrolgrise (12-13 pr beseaetning) i alderen 3-7 dage
var med i undersggelsen. Klinisk set, var diarréen gullig og uden nogen form for til-blanding. Da
varigheden af symptomer i besaetningerne generelt var kort, havde langt de fleste (80 %) af de
udvalgte diarrégrise haft diarré i 2-3 dage for aflivning. | alt 7 (14 %) af de aflivede diarrégrise havde

haft diarré i 4 dage for aflivning og kun 3 (6 %) havde haft diarré i 5 dage.

Mikrobiologiske undersggelser

Bakterier
Tabel 3 viser forekomsten af bakterier i Case- og Kontrol grise pa tveers af besaetninger. For de
bakterier, der bade er pavist ved dyrkning og mikroskopi (£. coli; C. perfringens og C. difficile) er kun

dyrkningsresultaterne taget med i tabellen.



Tabel 3. Bakterier pavist ved dyrkning eller FISH i Case- og Kontrol-grise. Fund med signifikant forskellig

forekomst hos Case- og Kontrolgrise er markeret med fed.

Bakterie Case-grise Kontrol-grise

N=51 N=50

n % n %
Haemolytiske E. coliikke-typbare® 3 6 0 0
Non-haemolytiske £. coliikke-typbare® 24 47 24 48
Non-hamolytiske E. coli spontant-agglutinerende*® 2 4 1 2
Non-haemolytiske E. coli serotype O8 2 4 3 6
Non-hamolytiske E. coli serotype O157* 4 8 0 0
C. perfringens type A (CPA) 18 35 35 70
C. perfringens type C#(CPC) 3 6 1 2
C. difficile 0 0 2 4
Enterococcus spp. 25 49 4 8

$: Henviser til, at isolaterne ikke tilherte nogen af de testede O-grupper. £: Henviser til at isolaterne reagerede med alle de
testede O-grupper. *: Alle fire isolater blev pavist i samme beszetning (Bes 3). # C. perfringens type C blev pavist i 2

besaetninger (Bes 1 og 4).

Som det fremgar af tabellen, blev CPA pavist i signifikant flere raske grise end i grise med diarré.

Tendensen til at Kontrol-grise havde en hgjere forekomst af CPA var den samme inden for besaetning
1, 2 og 3. | disse beseaetninger var 3 (23 %), 2 (18 %) og 4 (29 %) af Case-grisene positive,
sammenlignet med 8 (62 %), 6 (50 %) og 12 (92 %) af Kontrol-grisene. | besaetning 4 var forekomsten

af CPA den samme blandt Case- og Kontrolgrise (9 positive grise i begge grupper).

Fundene af CPC (klassisk tarmbrand) kom som en ret stor overraskelse, da det er en bakterie, der
efterhanden meget sjaeldent pavises ved rutineundersggelser (og som alle de inkluderede
besaetninger jo ogsa vaccinerede imod). Interessant nok, blev denne bakterie pavist i 2 klinisk meget
forskellige besaetninger — Beseaetning 1 med alvorlig diarré med hgj dgdelighed og Besaetning 4, som
havde en ret lav forekomst af diarré uden markant dgdelighed. | de to besaetninger, hvor CPC blev
pavist, blev der efterfglgende iveerksat serumbehandling mod bakterien. Besaetning 1 oplevede ingen
bedring af symptomer i forbindelse med serumbehandling. Besaetning 4 oplevede, at problemerne
stort set forsvandt (denne besaetning havde dog ogsa i undersagelsesperioden en markant lavere

forekomst af diarré — og var efter alt at demme allerede i bedring pa dette tidspunkt).

Forekomsten af Enferococcus spp. var hgjere blandt Case- end blandt Kontrol-grise i besaetning 1, 2
og 3. | disse besaetninger var 7 (54 %), 9 (82 %) og 6 (43 %) af Case-grisene vs. 1 (8 %), 0 (0 %) og O

(0 %) af Kontrol-grisene positive. | besaetning 4 blev der pavist enterokokker lige sa hyppigt blandt



Case-grise som blandt Kontrol-grise (3 positive i hver gruppe). Enterokokkerne blev hyppigst pavist i

tarmindholdet men isaer i besaetning 2 blev der pavist en del enterokokker, der klaebede til slimhinden.

| denne besaetning var der fast-klaebende enterokokker i 8 (73 %) af Case-grise mens der ikke blev

pavist nogen fastkleebende enterokokker i Kontrol-grise.

Non-heaemolytiske E. colivar et meget hyppigt fund i bade Case- og Kontrolgrise. Forekomsten af
haemolytiske E. colistammer var derimod, som ventet, lav. | alt 59 E. coliisolater blev testet for alle de

naevnte virulens-gener. Resultatet af disse undersagelser er vist i Tabel 4.

Tabel 4. Summarisk oversigt over forekomst af virulens-gener i 31 isolater fra Case-grise og 28 isolater fra

Kontrol-grise.

n Ingen faktorer Kun Adhesin*  ST"/LT®/ EAST-1£med Fimbrie® +
pavist VT2e# uden eller uden VT2e
adhesin adhesin
Case-isolater 31 7 5 4 15** 0
Kontrol-isolater 28 13 3 4 5 3

*: Betegnelsen "Adhesin” henviser til et eller flere af felgende: F4, F5, F6, F18, F41, AIDA-1 eller intimin. **: Heat-Stable toxin a
eller b. = Heat-labile toxin. #: Verotoxin 2e. £: Enteroaggregative E. coli Heat-Stable Enterotoxin-1. $: Disse 3 isolater bar
henholdsvis fimbrie-gen F4, F5 og F18.**: Et af disse isolater indeholdt bade EAST-1, STa og F18.

Kun ét af de paviste isolater (fra en diarrégris) kan betegnes som et "klassisk enterotoxigent £. coli

isolat” (den type af E. colisom man normalt forbinder med diarré hos grise).

EAST-1 genet var det hyppigst forekommende toxin-gen. | alt var 15 (48 %) af Case-isolater og 5
(18%) af Kontrol-isolater EAST-1 positive. Dog var der mange EAST-1 positive isolater uden adhesin-
gener. Iseer Besaetning 2 havde mange EAST-1 positive isolater. | denne besaetning havde 10 ud af

10 Case-isolater og 1 ud af 6 Kontrol-isolater genet for EAST-1.

Ved den mikroskopiske undersggelse af E. coliforekomsten var det markant at bakterierne i
Beseaetning 2 viste sig at have en tendens til at kleebe til slimhinden, hvorimod E. colibakterierne i de

andre besaetninger hyppigere var placeret inde i tarmindholdet.

Som Tabel 3 viser, var kun 2 grise positive for C. difficile ved dyrkning. Ved den mikroskopiske
undersggelse blev der i ca. 70 % af alle grise — uafhaengigt af diarréstatus - pavist C. difficile i ganske

sma meengder i tyktarmens indhold. Ingen af disse bakterier kleebede til slimhinden.



Clostridie-toxiner

| alt 95 grises tyndtarmsindhold blev testet for indhold af beta2-toxin. Resultaterne fremgar af Tabel 5.

Tabel 5. Antal (%) grise der var positive i ELISA test for beta2-toxin i hver af de 4 beseetninger.

Besaetning 1 Besaetning 2 Besaetning 3 Besaetning 4

Case Kontrol Case Kontrol Case Kontrol Case Kontrol
Antal undersggte grise 12 13 9 12 11 13 13 12
Beta2-toxin pavist 6 (50%) | 5 5(42%) 6 (55%) 6(46%) 9 (69%) 5 (42%)

(54%)  (56%)

Der var ingen statistisk sikker forskel pa toxin-indhold i Case og Kontrolgrise.

Virus
De specifikke undersggelser viste at forekomsten af RVA var meget lav (i alt 9 % positive) og ikke
forbundet med diarré. Ingen af de undersggte grise var positive for rotavirus C, coronavirus,

astrovirus, sapovirus, enterovirus, parechovirus, saffoldvirus, cosavirus, aichivirus eller klassevirus.

Der blev ikke pavist viruspartikler ved elektron-mikroskopi eller ved micro-array.

Ved de novo Next Generation Sequencing blev pavist kobuvirus i alle besastninger samt hhv. rotavirus
C i beseetning 1 og teschovirus i besaetning 3. Disse analyser blev kun foretaget pa udvalgt materiale

fra Case-grise, sa om der er en arsagssammenheeng er uvist.

Parasitter

Der blev ikke pavist parasitter i hverken Case- eller kontrolgrise i studiet.

Hvad betyder de mikrobiologiske fund?

En hgj forekomst af ikke-typbare non-haemolytiske E. colii begge grupper af grise var forventelig, da
disse bakterier er en del af den normale tarmflora. De enkelte klassiske sygdomsfremkaldende typer
af bakterier, der blev pavist - en gdemsyge-type (F18+VT2e) og en diarré-type (F18, STa, EAST-1) -
ma betegnes som tilfaeldige fund, da sygdomsvoldende E. co/jville have veeret til stede i starre

omfang.

E. colimed toxin-genet EAST-1 er i de senere ar i flere tilfeelde blevet pavist hos pattegrise med
diarré, og er hyppigt set hos kendte diarréfremkaldende E. colibakterier (Choi ChangSun et al., 2001;
Vu-Khac et al., 2007; Zajacova et al., 2012). Om EAST-1 bakterier uden adhesin-gener (=uden evne
til at heefte sig til slimhinden) i sig selv er sygdomsfremkaldende er uvist. | dette studie, hvor vi i
samme besaetning (Besaetning 2) paviste E£. colibakterier, der kleebede til slimhinden og £. coli

bakterier, der kun indeholdt (eller i hvert fald kun fik pavist) EAST-1 genet, bliver spgrgsmalet endnu
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mere interessant. | dette tilfeelde ser det jo ud til, at bakterierne faktisk var i stand til at kleebe til

slimhinden.

Den hgje forekomst af Cp type A og associationen til raske grise i studiet skal formentlig tolkes sadan,
at den naturlige tarmflora (som Cp type A er en del af) er intakt i de raske grise. | litteraturen er der
uenighed om hvorvidt Cp type A er sygdomsfremkaldende. Mange studier bygger pa den fejlagtige

antagelse, at fordi man paviser Cptype A i grise med diarré, sa har grisene diarré pga. Cp type A.

Traditionelt har kun fa studier undersagt og sammenlignet forekomsten i grise med og uden diarré.

Siden 2003 er der foretaget 3 stgrre studier, der involverede begge typer af grise. Studierne byggede
pa pavisning af genet for beta-2 toxin, som hyppigt findes hos CpA, ved PCR. Ingen af studierne
paviste en forskel pa forekomsten af beta-2 toxin gener i pattegrise med og uden diarre — 80-90 % var
positive i begge grupper (Bueschel et al., 2003; Cruz Jr et al., 2013; Farzan et al., 2013). Metoden vi
brugte til direkte at pavise indhold af beta2-toxin i tarmindhold har kun veeret anvendt i et enkelt
internationalt studie (Farzan et al., 2013). Her fandt man samme resultat som i dette studie — at der

ikke var forskel pa toxin-indhold hos grise med og uden diarré.

Den lave forekomst af C. difficile indikerer, at denne bakterie ikke er betydende for diarréen i de fire
besaetninger. Besvaerligheder med dyrkning, som ellers kan veere forklaring pa en lav pavisningsgrad,
blev imgdegaet ved ogsa at undersgge vaevet mikroskopisk. P4 samme made ma pavisningerne af
Cp type C i studiet nok tolkes som interessante tilfeeldighedsfund, snarere end fund, der generelt kan

kobles til syndromet.

Pavisningen af Enterococcus hirae, som iseer var fremtreedende i Besaetning 2, der samtidigt havde
en hgj forekomst af EAST-1 positive E. colibakterier er interessant, fordi et samspil mellem de to
bakterier maske kunne forklare sygdomsudbruddet. Enferococcus spp tilharer gruppen af
maelkesyrebakterier, som er en del af den normale tarmflora og som er blevet anvendt som
probiotikum (Fisher and Phillips, 2009). Traditionelt har man saledes anset denne gruppe af bakterier
som gavnlig for tarmfunktionen. En nylig svensk undersggelse har imidlertid forbundet pavisning af
Enterococcus spp med forekomst af diarré hos neonatale grise (Larsson et al., 2013). Sa maske er

der en sammenhaeng (maske lokalt i visse besastninger).

| forhold til de mere utraditionelle parasit- og virusundersggelser, der blev udfert i studiet kunne vi
konstatere, at ingen af dem kunne forklare diarréen. TGEV og PEDV som i andre lande volder
voldsomme problemer, lader det fortsat ikke til, at vi har herhjemme (ved nyintroduktion af sadan
smitte til landet ville man ogsa forvente en massiv dadelighed, som vi generelt ikke har oplevet ved de
nuvaerende problemer). Rotavirus C, som der i udlandet spekuleres en del i i forbindelse med
neonatal diarré, blev heller ikke pavist som arsag til problemerne her. Hvorvidt kobuvirus og

teschovirus evt. kan have en betydning skal afklares yderligere — men studier fra andre lande tyder pa
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at disse virus nok skal betragtes som en del af den normale tarmflora (Park et al., 2010; Shan et al.,

2011).

Obduktion

Obduktionsfund pa tveers af besaetninger er preesenteret i Tabel 5.

Tabel 5. Obduktionsfund i Case- og Kontrolgrise fra de fire besaetninger. Fund med signifikant forskellig (Fisher’s

exact test, a=0,05) forekomst hos de to grupper af grise er markeret med fed.

Obduktionsfund Case-grise Kontrolgrise
n=51 n=50
Generelle fund
Afmagring 29 (57 %) 2 (4 %)
Dehydrering 15 (29 %) 1(2 %)
Tom mavesaek 0 (0 %) 6 (12 %)
Tyndtarm
Atoni/ slaphed 37 (73 %) 10 (20 %)
Redme 3 (6 %) 0(0 %)
Stribninger 1(2 %) 0 (0 %)
Jddem i tarmkras 2 (4 %) 2 (4 %)
Store lymfeknuder 9 (18 %) 8 (16 %)
Mathed/ nekrose af slimhinde 4 (8 %) 4 (8 %)
Vandigt indhold 29 (57 %) 15 (30 %)
Tyktarm
Atoni/ slaphed 27 (53 %) 3 (6 %)
Jdem i tarmkrgs 20 (39 %) 10 (20 %)
Store lymfeknuder 2 (4 %) 1(2 %)
Vandigt indhold 24 (48%) 5 (10 %)

Der blev kun pavist ganske fa forandringer uden for tarmen. Det eneste af disse fund, der blev pavist i

mere end én gris var en bleg og gullig lever, som blev pavist i 5 Case-grise og en enkelt Kontrol-gris.

De seks obduktionsfund, som var mere udbredte hos grise med diarré end hos grise uden diarré

(afmagring, dehydrering, slaphed af tyndtarm, vandigt indhold i tyndtarm, slaphed af tyktarm og
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vandigt indhold i tyktarm) var ikke lige udbredte og havde ikke samme association til diarré inden for

alle besaetningerne. De vaesentligste forskelle var:

e Besaetning 2 havde ingen dehydrerede grise ved obduktion.

e Slaphed af tarme var mindre udbredt i Case-grise fra besaetning 4, hvorimod mange Kontrol-grise
fra denne besaetning havde dette fund.

¢ Vandigt indhold i tyndtarmen var mest udbredt blandt Kontrol-grise i besaetning 4 og lige udbredt

blandt Case- og kontrolgrise i besaetning 3.

Forandringer, som traditionelt forbindes med klassisk tarmbrand forarsaget af CPC (stribning af
tarmoverflade, mathed/ veevsded i slimhinden) blev hovedsageligt pavist i grise fra Beseaetning 1 og 4,

men ikke i de samme grise, som fik pavist CPC ved dyrkning.

Mikroskopiske laesioner
Overordnet set, blev atrofi af tarm-villi pavist i 63 % af Case-grise og 12 % af kontrol-grise. Graden af
atrofi varierede en del, uden nogen tydelig forbindelse til diarréstatus. Tabel 6 viser de mikroskopiske

fund pa tveers af beseetninger.

Tabel 6. Mikroskopiske lzesioner i Case- og Kontrolgrise fra de fire besastninger

Mikroskopiske fund* Case-grise Kontrol-grise
n=51 n=50
(49 blev undersggt i tyktarmen) (46 blev undersggt i tyktarmen)
Tyndtarm
Svind af tarmtreevier 32 (63 %) 6 (12 %)
Beteendelsesceller | tarmveeg 17 (33 %) 16 (32 %)
Slimhinde skader 10 (20 %) 3 (6 %)
Slimhinde veevsdad 3 (6 %) 0 (0 %)
Tyktarm
Slimhinde skader 16 (33 %) 5 (11 %)
Slimhinde veevsdad 1(2 %) 0 (0 %)

*: Benaevnelserne betyder groft sagt: "Atrofi af villi”: Afkortning af tarmtraevler, "Neutrofil infiltration”: Mange betaendelsesceller i
vaevet, "Slimhinde laesioner”: Mindre forandringer i slimhindens overflade, hvor overfladen stadig er intakt, "Slimhinde nekrose”:

Voldsomme slimhindeforandringer med veevsdad.

Svind af tarmtraevler blev pavist i alle besaetninger, og i beseetning 1-3 var der en sammenhaesng
mellem diarré og dette fund. | beseetning 4 havde lige mange (ca. 35 %) af grisene i de to grupper

atrofi af tarm-villi.

Veevsdad i slimhinden blev kun pavist i to af besaetningerne (Besaetning 1 og 4), og kunne formodes
at have forbindelse med Cp type C, som jo netop blev pavist i disse besaetninger. Nekrosen blev dog
kun i ét tilfaelde konstateret hos en gris, som ved bakteriologisk undersggelse havde faet pavist Cp

type C. | leesionen blev der histologisk pavist bade C. perfringens og Fusobacterium necroforum. | de
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to gvrige tilfeelde blev der histologisk pavist hhv. Fusobacterium necroforum og ingen bakterier i
leesionerne. Betydningen af Fusobacterium necroforum i forbindelse med diarré hos grise er kun
sparsomt undersagt, men der er i Danmark pavist tilfaelde af diarré hos fravaennede grise, som kunne
tilskrives infektion med denne bakterie (Fusobacterium necroforum blev pavist i laesionerne ved

mikroskopisk unders@gelse og ingen andre patogener blev pavist) (Jensen et al., 2008).

Hvad betyder fundene?

Det var interessant, at alle de obducerede diarré-grise i studiet havde meelkefyldte mavesaekke.
Neonatal diarré ses i praksis ofte som fglge af sult (tarmtreevlerne degenererer, hvis de ikke tilfares
naering, og derfor kan de ikke effektivt absorbere vaeske fra tarmen). De fyldte mavesaekke adskiller

saledes diarré-grisene fra dette studie fra tilfeelde af neonatal diarré, hvor den egentlige arsag er sult.

Dog skal man veere opmaerksom pa at langt sterstedelen (80 %) af de undersagte grise kun havde
haft diarré i 2 eller 3 dage i alt. Studiet giver derfor ikke nogen information om, hvordan
mavesaekkenes fyldning ser ud efter lzengerevarende episoder med diarré. Logisk set vil man
forvente, at grise der har lidt af diarré gennem laengere tid mister kreefterne til at die, og derfor vil have
tomme mavesaekke ved obduktion. Fundet understreger vigtigheden af at obducere grise tidligt i

sygdomsforlgbet, s& man kan fa et indtryk af, om det var sult, der startede problemerne.

Slaphed var det mest fremtraedende obduktionsfund i tarmene. Man ser atoni af tarme i forbindelse
med flere forskellige andre tilstande sa som fx Postweaning Multisystemic Wasting Syndrome
(PMWS) (Nielsen et al., 2008) og foderrelateret diarré. | neonatale grise er fundet meget hyppigt i

forbindelse med diverse forskellige diarrétilstande (Brown et al., 2007).

Den hyppigste mikroskopiske forandring i diarré-grise var svind af tarmtraevler. Sddanne forandringer
er et meget almindelige i forbindelse med diarré-tilstande (Barker et al., 1993). | dette studie var

svindet af tarmtraevlerne hverken associeret med nogen af de undersggte infektioner eller sult.

Slimhinde skader i tyktarmen var ogsa et nogenlunde gennemgaende treek hos diarrégrise i dette
studie. Dog var forekomsten sa lav at det ikke kan siges at vaere et fund der er steerkt knyttet til

syndromet.
Da der ikke var nogen kontrol-besaetninger (besaetninger der ikke led af NNPDS) med i studiet er det
generelt umuligt at sige om de fund, der er gjort (atoniske tarme og meelkefyldte ventrikler) er

karakteristiske for besaetninger med NNPDS, eller om de ville kunne findes i alle typer af besaetninger.

Dette spargsmal skulle gerne blive afklaret i forbindelse med et igangvaerende projekt med mange

deltager-besaetninger.
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Studiet er det forste i verden, der forsgger at beskrive faenomenet NNPDS. Arsagen til syndromet er
endnu ikke fastlagt, men studiet viser, at der enten er tale om en uopdaget infektion eller ikke-
infektigse faktorer. Praktiske erfaringer viser at fx et hgjt proteinniveau i sofoderet kan forarsage diarré
hos neonatale grise. Alle besaetninger i undersggelsen havde imidlertid allerede forsagt at minimere
protein-niveauet uden nogen forebyggende effekt. Studiet viste ogsa at diarréen i besaetningerne ikke
var relateret til sult. Maske kan begivenheder i fostertilstanden (energimangel/ sult i fostertilstanden)

have pavirket udviklingen af tarmtraevierne.

Det uspecifikke udseende af tarmforandringerne i studiet understreger udfordringerne ved at
diagnosticere tarmlidelser hos neonatale grise. Desveerre har tarmforandringer i denne aldersgruppe

af grise en tendens til at ligne hinanden, uanset den bagvedliggende arsag.

Konklusion

Studiet bekraefter at der findes et diarrésyndrom hos grise inden for den farste leveuge, som ikke kan
forklares af de infektioner, man traditionelt har forbundet med spaedgrisediarré i Danmark (£. colj,
rotavirus og C. perfringens type C). Syndromet kunne heller ikke relateres til darligt management eller

sult hos grisene.

TGEV og PEDV, som i andre lande volder alvorlige problemer med diarré, blev ikke pavist, og ma
fortsat regnes for ikke at forekomme i Danmark. C. difficile, som lader til at veere et stort problem i
andre lande, blev kun pavist i meget ringe omfang uden tilknytning til forekomsten af diarré. Cp type A
viste sig ved dyrkning at vaere omvendt associeret med diarré og undersggelser af forekomsten af

beta-2 toxin i tarmindhold viste ingen sammenhaeng med diarré.

Der kunne ikke pavises en entydig overordnet infektigs arsag til syndromet, men i én besaetning sa

det ud til at et samspil mellem EAST-1 positive £. coliog Enterococcus hirae havde betydning.

Efterskrift

Projektet er gennemfart som led i en Erhvervs-PhD-uddannelse og er lavet i samarbejde med
Danmarks Tekniske Universitet (DTU) og Kebenhavns Universitet (KU).
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