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Inledning

Problemen med luftvagsinfektioner i slaktgrisproduktionen har dndrat karaktar i takt med att
besattningarna okat i storlek. Tidigare associerades de ofta till enskilda primarpatogena
infektioner, men idag ar sjukdomsbilden mer komplex och relateras saval till lindriga
primaira infektioner, s.k. primers, som till sekundarinfektioner. Darfor talas idag ofta om
PRDC — Porcine Respiratory Disease Complex. Slaktanmarkningarna har under senare ar
okat i Sverige, fig 1. Enskilda besittningar kan ha problem med Actinobacillus
pleuropneumoniae (App) medan andra kan ha problem med Mycoplasma hyopneumoniae
(Mhyo). Dessutom kan en besittning ha en hog incidens slaktanméarkningar utan att ha
tydliga kliniska problem i uppfédningen. Det ar framfor allt den sistndmnda typen som ar
svar att atgiarda da en siker orsaksdiagnos saknas.

Kostnaderna for olika luftvagsinfektioner varierar mycket (nedsatt tillvaxt, kad
foderforbrukning, langre uppfodningstid eller lagre slaktvikt etc.) och utover detta ar
avdraget i slakten 20 kr/gris som fills for brosthinneirr (kod 76). For att en gris skall
registreras for pleurit (kod 76) giller “akut pleurit samt hardformiga kroniska adherenser nar
det fibrosa arret eller drren har en utbredning pa brostviaggen > 3 cm” (SLV). For att en gris
ska registreras for SEP (Mhyo), kod 62 skall minimiutbredningen vara mattlig pneumoni i
minst 3 lunglober eller hoggradig pneumoni i en lob och for att registreras for
fibrinonekrotiserande pneumoni, kod 72 (App) skall forandringar och lokalisation vara
typiska for App.
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Figur 1. Utvecklingen av slaktanméirkningarna for slaktgrisar i Sverige (Nationella
slaktdatabasen).

Projektidén bygger pa att forutsattningslost studera sjukdomsforloppet i slaktgris-
uppfodningar som har problem med luftvagsinfektioner och som identifierats i form av
sjukdomsregistreringar i slakten, framst lungsacksinflammationer. Med hjalp av ny teknik, sa
kallad Next Generation Sequencing (NGS), kan man forutsiattningslost leta efter infektiosa
mikrober under uppfédningen. NGS ir en revolutionerande teknik for att sekvensera
arvsmassan (DNA/RNA) hos bland annat virus och bakterier. Genom att samtidigt studera
blodparametrar och obduktioner (Utokad Slakterikontroll -USK) hoppas vi kunna fa svar pa
vilka olika agens som &r inblandade i utvecklingen av brosthinneérr. I samband med USK var
det mojligt att f4 en noggrann granskning av forandringarna inkluderande utbredning och
lokalisation vilket inte &r fallet vid normalslakten. USK ger ocksa information om
forandringar som uppstéatt sa sent i uppfodningen att de inte kan avlisas i blodet. Detta ar en
del av ett storre projekt - Betydelsen av byggnader och deras samspel med
infektioner for den 6kande incidensen luftviagsinfektioner inom
grisuppfodningen — dar dven Kungl. Skogs och Lantbruksakademin (SLO-fonden) ar
delfinansiar.

Material och metoder

I tva helintegrerade grisbesittningar (besattning A i Skane och besittning B i Uppland)
foljdes i tva pa varandra foljande produktionsomgéangar under 2015. Besittningarna hade
under lang tid haft problem med hoga slaktanmiarkningar, framfor allt med anméarkningar for
brosthinneérr. De forsta omgangarna grisar i projektet sattes in i april (besittning A) och i
juni (besattning B) och alla omgangarna var utslaktade i december. Besdttning A vaccinerade
grisarna mot PMWS och Mhyo medan besittning B inte vaccinerade grisarna alls. I bada
besattningarna var det lite problem med luftvagsinfektioner under uppfodningstiden.

I samband med insattningen i slaktgrisavdelningen installerades matutrustning for att folja
inomhus- liksom utomhus-klimatet. I forbindelse med insattningen, 4, 8 och 12 veckor efter
insittningen togs blodprov pa 10 grisar i respektive omgang for analyser av blodbild (vita +
dif) och serologiska analyser samt nossvabbprov fran 2 av dessa grisar for NGS-analyser. I
samband med slakten omhéndertogs mellan 25 och 30 lungpaket/omgéang som senare
granskades vid Eurofins obduktionsplats i Kristianstad (USK).



Resultat

Resultaten fran sjukdomsregistreringen i samband med slakt och fran USK-
undersokningarna redovisas i tabell 1 och 2 nedan.

Tabell 1. Slaktanmirkningar for besiattning A (Nationella slaktdatabasen) och USK-

resultaten. Omgéang 1 slaktad i juli 2015, omgang 2 slaktad i oktober 2015.

Omgéang 1 Slaktkod 62 Slaktkod 72 Slaktkod 76
Hela omgéngen, 433 | 1,6 % 40,8 %
slaktade (totala
anmarkningar) grisar
Hela skicket, 99 1,0 % 44,4 %
grisar, varifran 25
grisar valdes till USK
25 (av 99 grisar) Mykoplasma- Akut pleuro- Brosthinnearr
lungpaket till USK relaterade pneumoni

forandringar
Prevalens 72 % 4% 48 %
Omgang 2
Hela omgangen, 432 | 0,7 % 41,5 %
slaktade (totala
anmarkningar) grisar
Hela skicket, 74 2,7 % 35,1 %
grisar, varifran 33
grisar valdes till USK
33 (av 74 grisar) Mykoplasma- Brosthinnearr
lungpaket till USK relaterade

forandringar
Prevalens 30 % 27 %




Tabell 2. Slaktanmérkningar for besiattning B och USK-resultaten. Omgéng 1 slaktad i

augusti 2015 och omgang 2 slaktad i november 2015.

Omgéang 1 Slaktkod 62 Slaktkod 72 Slaktkod 76
Hela omgéngen, 172 1,7 % 5,2 % 28,5 %
slaktade (totala
anmarkningar) grisar
Hela skicket, 84 2,5 % 0% 20,2 %
grisar, varifran 26
grisar valdes till USK
26 (av 84 grisar) USK - Akut pleuro- USK —
lungpaket till USK mykoplasma- | pneumoni brosthinne-arr
relaterade
forandringar
Prevalens 65 % 4% 38 %
Omgéing 2
Hela omgangen, 181 3,3% 12,7 % 17,1%
slaktade (totala
anmarkningar) grisar
Hela skicket, 35 0% 5,9 % 20 %
grisar, varifran 26
grisar valdes till USK
26 (av 35 grisar) USK — Akut USK -
lungpaket till USK mykoplasma- | pleuropneumoni | brésthinneérr
relaterade
forandringar
Prevalens 12 % 12 % 15 %




Resultaten fran undersokningarna i blod redovisas i figur 2 och 3 nedan.
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Figur 2. Blodanalyser for de 4 omgéngarna. Vita blodkroppar varierade mellan 23,5 och
27,1x109 per liter vid insdttningen och sjonk till 19,7-23,1x109 efter 8 veckor.

( Normalvarde for vita blodkroppar (leukocyter) ar 11,6-32x109/L, for lymfocyter 3,6x109/L
och f6r monocyter 0-4,9x109/L, Diseases of Swine, seventh edition).
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Figur 3. Resultat av de serologiska analyserna, OD>0,5 ir positivt. Belastningen av patogena
bakterier varierade 6ver tiden. Det forelag en tydlig paverkan av Pasteurella multocida (Pm)
i bdda besattningarna. Antikroppar riktade mot Streptococcus suis (Ss) har inte pavisats.

I beséttning A var grisarna i omgang 1 seropositiva for Pm vid insidttningen och de blev
seropositiva for App2 veckorna efter insiattningen. I den andra omgangen var de seropositiva
for bade Pm och App2 redan vid insittningen. De blev seropositiva for Mhyo (SEP) i biada
omgangarna efter 4 veckor.

I beséttning B blev grisarna seropositiva for Pm och App2 efter 4 veckor i den forsta
omgangen. I omgang 2 blev grisarna endast svagt positiva for Pm efter 4 veckor.




NGS - Bioinformatik

Alla sekvens-lasningar fran varje experiment jamfordes med NCBI:s nr-databas med hjalp av
BLAST-algoritmen sdsom implementerat i programmet DIAMOND. De BLAST-tabeller som
producerades av DIAMOND importerades i programmet Metagenome Analyzer 5 (MEGAN)
som anvandes for taxonomisk klassificering och grafisk illustrering. Se aven figr 4 A-H nedan

for detaljer.
Summering av resultaten for bakterier:

e Man kan anse att i exp1 ar tartbitarnas storlek proportionell mot populationernas
storlek av olika bakterie-genus. Exp2 innehéller ett RT-steg som reflekterar i vilken
grad olika bakterie-genus gener uttrycks. Det dr sldende att resultaten for exp1 och
exp2 skiljer sig mycket at. En forklaring kan vara att trynet slumpmassigt tillfors
mycket bakteriematerial fran miljon (féda, bokande etc) som bara delvis kan
replikera. Detta skulle ocksa forklara att resultaten for exp1 slar mycket fran
mittillfalle till mattillfalle.

e Bakteriefloran vid insittningen skiljer markant frin den som senare intrader.

e Det ar ocksa sldende att bakteriefloran verkar utvecklas till en liknande stabil
populationsjamvikt for bdda grisarna fran samma besattning, men att denna
populationsjamvikt skildes &t de tva besattningarna emellan. Detta ar tydligast for
exp2 (som betonar vilka gener som uttrycks).

e Om man tittar pa exp1 ar tendensen att de dominerande bakterierna ar fran
Moraxella. Det dr notabelt att Moraxella ar kiant for att 4stadkomma luftvagsproblem
inklusive lunginflammation hos ménniska.

e Iexp2 dominerade Acinetobacter, Bacteriodes och Chlamydia i besattning B. I

beséttning A var dock dominansen fran enskilda genus mindre tydlig.

Summering av resultaten for virus:

e Alla grisar uppvisar traffar till porcint circovirus-2.
o Alla grisar uppvisar triffar till porcint astrovirus i vissa fall ménga reads.
o Alla grisar uppvisar triffar till picobirnavirus.

o I ett fall detekteras traff till porcint torovirus.



Next Generation Sequensing (NGS)

Figur 4A. Besittning A omgang 1 - Bacteria
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Figur 4B. Besiittning A omgéang 1 - Viruses
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Figur 4C. Besiittning A omgang 2 - Bacteria
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Figur 4D. Besittning A omgang 2 - Viruses
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Figur 4E. Besiittning B omgang 1 - Bacteria
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Figur 4F. Besittning B omgang 1 - Viruses
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Figur 4G. Besiittning B omgang 2 - Bacteria
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Figur 4H. Besittning B omgang 2 - Viruses
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Figur 2 A-H. NGS-analyser.

Exp1: Ingen .45 um-filtrering. DNA-extraktion (Qiagen). Inget reverse transcription (RT)-
steg. Ingen amplifiering, ingen nukleasbehandling. Protokollet optimerat for maximal

atervinning av bakteriellt DNA. Bor ocksa ta med DNA-virus.

Exp2: Som Exp1 men med Trizol-extraktion optimerat for RNA och med RT steg. Protokoll

optimerat for bakteriella gener under expression och RNA-virus.

Exp3: Trizol-extraktion, .45 uM filtrering, RT-steg, whole genome amplification (WGA) for

vissa prover, nukleasbehandling. Protokoll optimerat for RNA-virus.




Diskussion

Serologin visade pa en utveckling for flera infektions-agens, trots att det kliniskt inte varit
nagra utbrott av luftvagsinfektioner under uppfodningen i beséattningarna. Det ar délig
overensstimmelse mellan sjukdomsregistreringen vid slakt och USK avseende de
mykoplasma-liknande forandringarna. Orsaken ar troligen att utbredningen varit mindre &n
grinsen for registrering i slakt. Arr-bildningarna samt serologin for Pm talar for en #ldre

infektion.

I besittning A var antalet vita blodkroppar relativt hogt vid insdttningen (dock inom
normalvirdet) och sjonk darefter under hela uppfodningstiden trots att grisarna genomgick
infektioner med Pm, App2 och Mhyo. Detta talar for att infektionstrycket sjunkit under
uppfodningstiden och i sa fall kan andra infektioner tidigt i grisens liv ha haft betydelse for de
arr som noterats pa lungorna i USK. I besittning A forekom Pm i bdda omgangarna (sommar
och host) och grisarna var serologiskt positiva redan vid insattningen. Antikroppar mot
App2 forekom ocksa redan fran tidig alder. Pm anses kunna ge akuta lunginflammationer
men betraktas oftast som en ”secondary invader”, vilket betyder att ndgon annan mikrob
skapar en inkérsport. Vanligtvis anses virus vara sidana “dérréppnare”. Aven Mhyo riknas
som en “dorréppnare”, men i detta fall kom den serologiska responsen mot Mhyo forst i
slutet av uppfodningen varfor Mhyo inte bedomts vara den viktigaste inkérsporten.
Dessutom var grisarna i besittning A vaccinerade mot Mhyo. De irr som noterades i USK-
rapporten kan naturligtvis ha orsakats av en tidigare infektion med Mhyo, men de
serologiska analyserna motsiger detta. De kan ocksa ha harrort frén virala infektioner,
eftersom virusinfektioner i luftvigssystemet har samma predilektionsstillen som Mhyo.
Resultaten fran NGS-undersokningarna ar dirmed hogintressanta. I NGS-analyserna
pavisades bland annat porcint circovirus, porcint astrovirus, picobirnavirus och porcint

torovirus. Aven influensa A (AIV) och Newcastle Disease Virus (NDV) pavisades.

I besattning B visade serologin i bdda omgéangarna att grisarna var negativa mot de
undersokta mikroberna vid insdttningen, men efter 4 och 8 veckor sags en reaktion mot i
forsta hand Pm, men dven App2 i omg 1. Detta stimde vil 6verens med fynden vid slakt dar
det registrerades akuta forandringar av App samt brosthinneérr och detta sags aven vid
USK-undersokningarna. I serologin sags ingen reaktion mot Mhyo, men vid USK fanns det
som betecknas som mykoplasma-relaterade forandringar i mer dn hilften av lungorna. Dessa
registreras inte i samma utstrackning vid slakt pa grund av skillnader i kriterierna for
bedomningen. Vid NGS sags en utveckling av bakteriefloran mot en mindre diversitet och pa

virus sidan pavisades PCV2 under hela uppfodningsperioden, liksom caudo- och retrovirus.



Fler analyser med NGS skulle naturligtvis givit en dnnu béttre bild av de olika infektioner
som kan vara inblandade i luftvagssjukdomskomplexet, men det var inte ekonomiskt
genomforbart att gora fler NGS-undersokningar. Darutover skall miljoméatningarna vigas in
vilket inte ingir i denna del men som kommer att bearbetas inom ramen for den del av

projektet som finansieras av SLO-fonden vid KSLA.

Resultaten tyder pa att infektioner tidigt i livet (under diperioden och tillviaxtperioden) kan
ha stor betydelse for de skador som syns pa lungviavnaden i samband med slakt. Vidare
antyder resultaten att infektionsbilden kan skilja avsevirt mellan olika besdttningar trots att
de har en liknande sjukdomsbild. Att aktivt arbeta med att identifiera infektionsimnen och
infektionsmonster i besattningar med luftvagsproblem forefaller dirmed att bli allt viktigare

for att forsoka komma tillratta med problem inom detta sjukdomskomplex.
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