Videncenter for
Svineproduktion

OPG@RELSE OVER OMLYBER-
UNDERSQJGELSERNE
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Undersggelser af saed fra ornestationer i Danmark har vist, at der er antibiotikaresistente bakterier,
bl.a. Proteus og Chlamydier, til stede i en mindre del af de feerdige seeddoser, samt i forhuden pa

ornerne. Betydningen af disse fund kendes ikke.
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Sammendrag

Undersggelser af rasaed og produktionsseed fra udvalgte ornestationer hos Hatting-KS og
Ornestations Mors har vist, at der er antibiotikaresistente bakterier til stede i en mindre del af de
feerdige saeddoser, samt i forhuden pa ornerne. Der er blandt andet fundet Proteus og heemolytiske
streptococcer. Der er endvidere pavist chlamydier i fa prever af rasaed. Betydningen af disse fund for

omlgberprocent og faringsprocent er ikke kendt for nuveerende.

| slutningen af januar 2013 blev der andret pa indholdet af antibiotika i saedfortynderen. | stedet for
den normale cocktail af amoxicillin/gentamycin blev der brugt gentamycin som eneste antibiotika i

saeddoserne, da amoxicillin ikke lazengere kunne leveres. | foraret 2013 kom der flere henvendelser fra
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beseaetninger om forhgjede omlgberprocenter. Pa baggrund af skiftet af antibiotikatype samt det agede
antal klager blev det besluttet at gennemfgre to mindre undersggelser. Del 1 var undersggelse af
forekomst af resistente bakterier i forhuden hos danske KS-orner. Del 2 var en undersagelse af effekt

af tre forskellige typer antibiotika i seedfortynderen.

Baggrund

Igennem en laengere periode har der veeret anvendt en amoxicillin/gentamicin antibiotikacocktail til KS
seed i Danmark. | januar 2013 blev der skiftet fra amoxicillin/gentamycin til gentamycin i
seedfortynderen pa grund af tekniske problemer med amoxicillin hos savel Hatting-KS som

Ornestation Mors.

| Igbet af foraret modtog Ornestation Mors et gget antal henvendelser fra besaetninger, der havde
oplevet en forhgjet omlgberprocent. VSP kunne ikke udelukke, at den forhgjede omlgberprocent
kunne relateres til skiftet i antibiotika. VSP besggte Ornestation Mors og gennemgik alle tekniske
forhold omkring selve produktionen af produktionsseed pa laboratoriet. Der kunne ikke pavises forhold,
der kunne forklare en forhgjet omlgberprocent. | juni 2013 skiftede Ornestation Mors til EU-cocktail, da
man frygtede, at problemerne kunne vaere relateret til brugen af gentamycin som eneste antibiotika i
fortynderen. EU-cocktailen produceres af firmaet Minitube og indeholder fire typer antibiotika:
streptomycin, penicillin, lincospectin og spectinomycin. | samme periode som der blev skiftet til EU-
cocktailen hos Ornestation Mors, blev det besluttet at gennemfare undersagelser, der kunne afdeekke
om resistente bakterier hos ornerne kunne vaere arsagen til problemerne, samt at undersage effekten

af gentamycin eller amoxicillin og gentamycin eller EU-cocktailen som antibiotika i saedfortynderen.

Formalet var at undersgge, om der fandtes resistente bakterier i forhuden hos KS-orner (del 1) samt
undersgge effekten af de tre forskellige typer antibiotika tilsaetninger (del 2). Del 1 blev gennemfart i
juni 2013. Del 2 blev gennemfgrt i juli 2013.

Materiale og metode

Ved dyrkning og isolering af bakterier blev der brugt i alt fire forskellige dyrkningsmetoder.

Del 1: Aerob dyrkning pa blodagar (Columbiaagar), mikroaerofil dyrkning pa blodagar, samt Drigalski
agar.

Del 2: Aerob samt mikroaerofil dyrkning pa blodagar ved 37C samt aerob dyrkning pa geerekstraktagar
ved 22 °C.

Blodagar bruges iseer til isolering af aerobe, Grampositive bakterier, s som Enferococcer,

Staphylococcer og Strepfococcer, herunder haemolytiske Strepfococcer.



Drigalski agar bruges seerligt til isolering og dyrkning af gram negative stavbakterier, herunder
Enterobacteriaceae. Den heemmer gram positive bakterier. Der ses bl.a. god vaekst ved dyrkning af
E.colj, samt Profeus.

Mikroaerofil dyrkning pa blodagar bruges til at isolere og dyrke fakultativt anaerobe bakterier, sdsom

Salmonella, Proteus, E.coli mfl.

Del 1.

Denne undersggelse blev gennemfgrt for at give en idé om, hvilke resistente bakterier der forekom i
forhuden pa ornerne, og som derved potentielt ville kunne findes i den antibiotikaholdige

saeddose.

| juni 2013 blev der lavet forhudssvab fra orner pa to ornestationer fra Ornestation Mors, samt orner
fra to ornestationer fra Hatting-KS. Der blev undersggt for kimtal, samt effekt af antibiotika i alle de
indsendte praver pa Laboratorium for Svinesygdomme. Amoxicillin-resistens blev kun undersggt i

udvalgte prgver.

Forhudssvab

Forhudssvab blev udtaget fra udvalgte orner og derefter placeret i 1 ml ssedfortynder tilsat antibiotika;
gentamycin i den ene gruppe og EU-cocktail i den anden. Efter 1% times henstand blev de saet ud og
inkuberet ved 37 °C i 18 timer og derefter afleest. Der blev anvendt tre forskellige dyrkningsmetoder til
dette; almindelig aerob dyrkning pa blodagar (Columbiaagar), Drigalski agar, samt mikroaerofil

dyrkning pa blodagar.

Fire praver fra Ornestation Mors blev efterfalgende saet ud igen efter 20 timers henstand i fortynder
med gentamycin henholdsvis EU-cocktail, for derefter at blive aflaest to dage senere. Her blev anvendt

de samme tre dyrkningsmetoder.

Fra positive prgver fra Ornestation Mors og Hatting-KS blev udvalgt henholdsvis tre og fire prgver,

som efterfglgende blev undersagt for amoxicillin-resistens.

Del 2.

Denne del af undersggelsen blev gennemfegrt i juli 2013. Der blev indsendt raseedprever fra fire KS-
stationer fra Ornestation Mors, samt 10 KS-stationer fra Hatting-KS. Formalet var at afdeekke, om
saeden indeholdt bakterier som overlevede forskellige typer af antibiotika, som var mulige alternativer

til gentamycin i seed.



Projektet blev gennemfart som et balanceret fors@g, hvor alle saedprgver blev blandet med tre
forskellige fortyndere indeholdende tre forskellige antibiotika kombinationer; 250 pg gentamycin pr. mi
fortynder, 111 ug amoxicillin og 111 ug gentamycin pr. ml fortynder, samt Standard EU-cocktail. Hvert
saedprgveglas indeholdt 8 ml fortynder med antibiotika og der blev tilsat 1.040 pul rasaed

(blandingsseed fra 10 Duroc-orner). Det vil sige 104 ul raseed fra hver orne.

Fra Ornestation Mors blev udtaget 79 batch og fra Hatting-KS blev udtaget 123 batch. En batch af
saed bestar af sammenblanding af seed fra 10 forskellige orner. Fortynderen blev ligeledes testet for

kimtal og indgik som negativ kontrol.

Hver indsendt preve blev udsaet dagen efter ssedopsamling med fglgende analyser:

e Geaerekstrakt (GEA) 22 °C. Aflaesning efter tre dage.

e Blodagar/Columbia agar (BA) 37 °C (dyrkning i atmosfeerisk Iuft). Afleesning efter en dag.
e Mikroaerofil dyrkning pa blodagar 37 °C (Mikro). Aflaesning efter en dag.

Ved kimtal > 20 CFU pr. ml blev bakterien typebestemt og resistensbestemt.

Resultater og diskussion

Del 1.

Forhudssvab

Forhudssvaberprgver var generelt dyrkningspositive og domineret af blandingsflora. Af potientielt
patogene bakterier blev der identificeret hamolytiske og non haemolytiske Strepfococcer, coliforme

baktierer, samt Profeus.

For alle stationer gjaldt at nogle praver var sterile ved en eller to af dyrkningsmetoderne, men ingen af

proverne var sterile ved alle dyrkningsmetoder.

Pa baggrund af resultatet efter henstand i gentamycin og EU-cockatil, blev der udvalgt praver til test
for amoxicillin resistens; tre praver fra Ornestation Mors og fire fra Hatting-KS. Af de syv forhudssvab
var seks af dem helt resistent for amoxicillin, den sidste prgve var delvist haemmet, idet der sas veekst,

men hamning af haemolytiske Strepfococcer.

Der var vaekst i forhudssvaberprgver trods henstand i antibiotika bade i 1% time og 20 timer inden
udsaning pa agarplade. Det er sveert at bedemme, om henstand i 20 timer fgr udsaning mod henstand
i kun 1% time kan have haft betydning for maengde eller vaekst af bakterierne, grundet de fa prgver.
Da der var vaekst af blandingsflora, er det uvist, om der kan tales om egentlig antibiotikaresistens hos
patogener. Koncentrationen af de anvendte antibiotika er saledes ikke relateret til patogene

svinebakteriers MIC-veerdier.



Del 2.
Der blev udtaget i alt 185 praver fra alle deltagende KS-stationer. Hver prgve indeholdt raszed fra 10
orner. Der er ikke registreret, hvor mange gange hver enkelt orne har indgéet i en saedblanding, sa det

reelle antal af orner, som er testet, er ikke noteret.

10 Duroc-orner

104 ul fra hver

Saedfortynder med
Seedfortynder med y ) Szedfortynder med EU
. Gentamycin og )
Gentamycin cocktail
Amoxicillin

Hovedparten af prgverne var dyrkningsnegative og blandt de dyrkningspositive var kimtallene langt

overvejende meget lave, tabel 1, 2 og 3.

Ni af de 12 KS-stationer havde meget fa kim, det vil sige < 10 CFU pr. ml eller 0 CFU pr. ml, i deres
praver. Der resterende tre stationer havde fa prgver med > 10 CFU pr. ml. Der blev oftest fundet
Profeus i disse praver. Om vaeksten af Proteus har haft betydning for, at andre bakterier i denne prove

er blevet h&ammet, er uvist.

Tabel 1. Fordelingen af antal prever ved anvendelse af Gentamycin i seeden pa de 12 forskellige KS-stationer.

KS- Gentamycin Gaerekstrakt Gentamycin blodagar Gentamycin mikroaerofil
station
CFU
0 1-10 >10 0 1-10 >10 0 1-10 >10
pr. mi
Total 148 33 1 151 30 3 157 23 4
81,5% 18 % 0,5 % 82 % 16, % 1,6 % 85 % 13 % 2%

Tabel 2. Fordeling af antal prever ved anvendelse af amoxcillin/gentamycin i saeden fra de 12 KS-stationer.

KS- Gentamycin/amoxicillin Gentamycin/amoxicillin Gentamycin/amoxicillin
station Geerekstrakt blodagar mikroaerofil
CFU
0 1-10 >10 0 1-10 >10 0 1-10 >10
pr. mi
Total 165 18 1 164 16 4 166 16 2
90 % 9,5 % 0,5% 89 % 8,7 % 23% 90 % 9% 1%




Tabel 3. Fordeling af antal prever ved anvendelse af EU cocktailen i seeden fra de 12 KS-stationer.

KS- EU cocktail Gaerekstrakt EU cocktail blodagar EU cocktail mikroaerofil
station
CFU
0 1-10 >10 0 1-10 >10 0 1-10 >10
pr. mi
el 174 9 1 164 17 3 156 24 4
95 % 4,5 % 0,5 % 89 % 9,4 % 1,6 % 85 % 13 2%

Cocktailen bestdende af amoxcillin/gentamycin gav gennemsnitlig det laveste antal BU-positive
prever, selv om EU-cocktailen ved dyrkning pa gaerekstrakt gav lidt faerre BU-positive. Til gengaeld

blev der fundet flere positive prever ved EU-cocktail kombineret med mikroaerofil dyrkning.

Konklusion
Del 1.

Ved undersggelserne blev der fundet bade haemolytiske Streptococcer, Proteus, samt blandingsflora,
som ikke alle blev identificeret. Konklusionen var, at der findes resistente bakterier i forhuden hos
ornerne og disse bakterier kan veere resistente over for de typer af antibiotika, der anvendes i saeden.
KS-stationerne skal derfor have stor fokus pa hygiejnen ved tapning af seed, og generelt skal
gadningsforekomst og forurening hermed begraenses mest muligt pa KS-stationerne for at undga

gadningsforurening af rasaeden ved tapning.

Del 2.

Langt hovedparten af de undersggte prever var BU-negative (80-95 %). Ni af de 12 stationer havde
meget fa kim, < 10 CFU pr. ml eller slet ingen kim i deres praver. Der var tre stationer med prgver
med kimtal > 10 CFU pr ml. Enkelte prgver havde en kraftig vaekst af Profeus. Proteus er kendt som
en bakterie, der hurtig sveermer hen over agarplader. Den kvantitative forekomst af Proteus i
saedprgven kan derfor ikke fastslas med sikkerhed. Der blev pa intet tidspunkt pavist prever med
meget hgjt kimtal, hvilket indikerer, at bakterierne ikke vokser ukontrolleret i seeden. De tre stationer
med kimtal > 10 CFU pr. ml var ikke hyppigere repraesenteret blandt omlgbersagerne end de gvrige
stationer. Der er stationer, som har stgrre forekomst af prgver med bakterier end andre stationer og
det kan taenkes, at hygiejnen omkring tapning kan forbedres og vaere med at til at nedbringe antallet af

kim i seeden.

VSP opfalgning pa omradet

VSP har i marts 2014 afholdt en workshop om forhgjede omlgberprocenter, aborter mm hos danske
sger. Deltagerne var: Danmarks Tekniske Universitet - Vet, Kgbenhavns Universitet - Sund, Den

Danske Dyrleegeforening - Sektion Svin samt Videncenter for Svineproduktion. Her blev der dreftet en




lang reekke mulige arsager til gget antal omlgbere, aborter, flad mm. Endvidere blev der udarbejdet

ideer til opklarende projekter, der skulle kunne afklare de biologiske sammenheaenge.

VSP har i april maned vedtaget at afsaette projektmidler til gennemfarelse af projekter i 2015 og 2016.
Allerede nu i maj 2014 vil VSP gennemfare telefoninterview med besaetninger med akutte problemer i
et samarbejde med Hatting-KS og Ornestation Mors. Disse indledende besaetningsundersagelser skal

danne grundlag for de stgrre projekter, der vil starte i 2015.
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