Udbredelse af Chlamydia i danske sobesatninger med

omlgberproblemer. Er der en hgjere forekomst af Chlamydia blandt

omlgbere end blandt ikke-omlgbere.
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* - . . . .
Forsidebilledet er indhentet fra Internettet. Chlamydia-bakteriens cyklus i cellerne.

Introduktion

| udlandet — herunder iszer Rusland, Ukraine, Tyskland og Schweiz — har der veeret fokus
pa Chlamydia som en mulig, vigtig, akter i forbindelse med reproduktionsproblemer hos
sger.

@stlandene i Europa har tilsyneladende veegtet Chlamydia noget hgjere som et muligt
agens hos s@er, end de vestlige lande har gjort. Der findes en del litteratur fra far
slutningen af 1990’erne, hvor reproduktionsproblemer af forskellig art i gsteuropaeiske
lande sammenkaedes med Chlamydia (Pospischil et al, 1996; Bortnichuk, 1991).

| de vestlige lande har der indtil nu kun veeret mistanke om en sadan indvirken. Der har
dog i labet af de sidste 6-7 ar veeret enkelte serologiske screeninger, som ved ELISA har
vist op til 96 % serologisk positive pa besaetningsniveau (Vanrompay et al, 2004) og 33 %
positive pa enkeltdyrsniveau (Eggemann et al, 2000). Niutta et al, 2000, fandt 31,6 %
positive pa enkeltdyrsniveau.

Hertil er der ogsa vist en statistisk sterre forekomst af problemer med blandt andet
omlgbere, MMA og sygdomme ved pattegrisene blandt de serologisk positive sger i
forhold til de negative. (Eggemann et al, 2000)

Tilsvarende resultat er fundet ved en kinesisk undersagelse pa en sobesaetning, hvor der
ved IHA-test blev fundet 69 % Chlamydia positive i en gruppe af sger med
reproduktionsproblemer og 45 % i gruppen uden problemer.

En sadan sammenhaeng er der blevet pavist pa trods af, at en vis del af de positive praver
ma antages, at skyldes en serologisk respons pa subklinisk Chlamydia-infektion i tarmene
pa sgerne. (Harris, 1966; Kolbl, 1969; Nietfeld et al, 1996). Hertil har de hidtidige forsag
ogsa haft sveert ved at vise en sammenhaeng mellem det bakteriologiske og serologiske
svar fra de samme dyr.

Chlamydia findes desuden i form af bade virulente stammer og opportunistiske stammer.
(Wendt, 2005) De opportunistiske stammer traeder fgrst til, hvis soen skulle veere
immunologisk haemmet af anden grund — for eksempel et belastende klima (Wendt et
al,.1998)

Derfor er det specielt interessant at se, hvad der kan findes af Chlamydiae i selve
fodselsvejen pa grise.

Til det formal har Polymerase Chain Reaction (PCR) vist sig effektivt. (Busch et al, 2000;
Hoelzle et al, 2000).

Hidtil har der ved PCR kunnet pavises mellem 21 % (Kauffold et al, 2002) og 50 %
(Eggeman et al, 2000) Chlamydia positive enkeltdyr ved svaberprgvning fra so-grise. De
undersggte sger var problemdyr reproduktionsmaessigt.



Eggemann, 2000, fandt tillige, at 80 % af de PCR-positive svar var fra gruppen af sger
med reproduktionsproblemer i form af dgdfgdte, svagfedte pattegrise og aborter. Der blev
her pavist en statistisk sikker forskel mellem de to grupper af sger.

Wendt et al, 1998, fik tilsvarende resultater i en forudgaende tysk undersggelse. De fandt
68% PCR positive i gruppen af sger med reproduktionsproblemer og 27% i gruppen af
klinisk raske saer.

Kommer "smitten” fra tarmene, hvor bakterierne findes i forvejen, fra ornesaeden, fra
begge steder eller alene fra det omgivende miljg?

Der har veeret mistanke om, at fugle skulle vaere med til at baere smitten rundt og der er
pavist en statistisk sikker sammenhaeng mellem darlig hygiejne og hgj forekomst af
Chlamydia. (Wendt et al, 1998, Eggemann et al, 2000)

Kauffold et al, 2004, undersggte, hvad de kunne finde af Chlamydia i orneseed og orne-
feeces. 12,7 % af saedproverne var positive, medens 27,9 % af faecespragverne var
positive. Forsgget viste et sammenfald mht. hvilke typer, der blev fundet i ornesaeden og
de typer, der tidligere er fundet i reproduktionsorganerne hos sger. Derimod var der ikke
tegn pa at Chlamydia i seeden skulle veere forurening fra tarmene.

Hidtil har der ikke vaeret sa meget fokus pa Chlamydia’s rolle i omlgber-problematikken.
Omlgberprocenten har alene indgaet som en reproduktionsfaktor blandt flere.

Ved en undersggelse i Schweiz i 2004 fandt Camenisch et al, 28 % PCR-positive i en
gruppe med en hgj forekomst af uregelmaessige omlgbere og 22 % positive i en gruppe
uden omlgberproblemer.

Denne undersagelse vil, foruden at det er pa dansk grund, supplere ovennaevnte ved at
tage serologien med ind i billedet ved at blodprave for antistoffer i de aktuelle besaetninger
og derved afslgre en mulig sammenhaeng mellem fund af Chlamydia-bakterien i
fedselsvejen og antistoffer hos det samme dyr — og hertil belyse, om der er en
sammenhaeng mellem omlgberproblemer og forekomst af Chlamydia.

Materiale og metoder
Undersggelsesdesign:

Hvilke dyr og hvor mange?

Der blev udvalgt 11 beszetninger. Hver beszetning havde en omlgberprocent pa mindst 10.
Bade regelmeaessige og uregelmaessige omlgbere taeller med, de skulle blot veere Igbet om
indenfor de sidste 6 uger op til prgvetagning.

| hver beseaetning blev der taget blod- og svaberprgve fra 10 omlgbere (registreret som
omlgbere indenfor 6 uger inden prgvetagning) og 10 ikke-omlgbere.
Ingen af dyrene ma have veeret behandlet med antibiotika de sidste 6 uger.



Stikpravestarrelse:

Stikprgvestgrrelsen er beregnet ud fra felgende formel: (Snedecor & Cochran).

n = ((Z(a)+Z(b))/(p1-p2) )* x (P1xq1 + p2xq2)

Z(a) - konfidensniveau = Cl = 95 %
Z(b) - styrke = power = 80 %

p1 - preevalens, gr. 1 =70 %

p2 - preevalens, gr. 2 = 50 %

q1 -varians gr. 1 =p1 x (1-p1)
g2 - varians gr. 2 = p2 x (1-p2)

Antagelse: 70 % serologisk positive blandt omlgbere
50 % serologisk positive blandt ikke-omlgbere.

Antagelse: 10 % PCR-positive blandt omlgbere og 0 % blandt ikke-omlgbere.

Ensidet test.
Stikprovestarrelse skulle veere minimum 73 — Der blev taget 110.

Hvis stikpravestarrelsen skulle baseres pa PCR-prgverne, ville stikpravestarrelsen vaere
57.

Udtagning af pragver:

Omlgberne veelges ud fra landmandens optegnelser over omlgbere indenfor de sidste 6
uger.

Ikke-omlgbere er dyr, der som minimum har gennemfart en hel draegtighed siden de sidst
matte have vaeret noteret for omlgbning. Alle dyr i begge grupper udveelges tilfeeldigt
("convenience sampling”).

Blodpregverne udtages i ustabiliserede glas.

Svaberprgverne tages med et svaberseet til hopper. Equi Vet, hvor selve vatpinden er
indkapslet og beskyttet mod forurening, indtil den er indfert i cervix.

Bade svaberprgver og blodpraver sendes til bioScreen, Minchen, Tyskland.
PCR-metoden er beskrevet i 1997 af Kaltenbdck et al. (Kaltenbdck et al, 1997). Der findes
ikke en sensitivitet/specificitet for metoden, men den er meget mere sensitiv end
bakteriologisk dyrkning. (Keller, 2004).

ELISA-metoden hedder RIDASCREEN® Chlamydia psittaci.

r-biopharm, 04.04.1997.

Metoden er oprindeligt udviklet til human diagnostisk brug, men har en hgj krydsreaktion i
forhold til porcine chlamydia-antistoffer. Den kan ikke skelne imellem de forskellige typer af
chlamydia. (Keller, 2004)



Vurdering af hvert enkelt resultat:

Der kan veere 6 former for interessante udfald for den enkelte so —
Dyr, som er ELISA positive.

Dyr, som PCR positive.

Dyr, som er bade PCR og ELISA positive

Dyr, som er PCR eller ELISA positive

Dyr, som er ELISA positive, men PCR negative

Dyr, som er PCR positive, men ELISA negative.

O WON=

PCR
Positiv Negativ Sum
ELISA Positiv B CHS

A
Negativ C D
E

Sum F

1)=G, 2)=E, 3)=A, 4)=E+G, 5)=B, 6)=C

Tabel 1: Skematisk oversigt over de 6 mulige udfald.

Statistisk metode til bearbejdning af data:

Ud fra de udenlandske undersggelser og pa basis af prgver, som allerede er taget i en
besaetning med omlgberprocent pa 10%, sa antages der at veere 70% serologisk positive,
10% PCR positive og 5% positive med hensyn til bade PCR og serologi.

Tveersnitsundersagelse af forekomsten af Chlamydia blandt henholdsvis omlgbere og
ikke-omlgbere.Der kommer 12 praevalenser baseret pa de 2 grupper med 6 mulige udfald
for hver enkelt so.

De vil blive sammenlignet i 2 x 2 tabeller, beregning af OR(Odds-Ratio) og p-veerdi til test
for mulig signifikant forskel pa chlamydia-praevalensen i de 2 grupper af omlgbere og ikke
omigbere.

Statistik-programmet Epilnfo bruges til formalet.



Resultater

Der er endte med at blive undersggt 220 sger. Alle dyr blev undersggt med svaberprgve
(PCR) for bakterier og blodprgve (ELISA) for antistoffer.

Dyr, som er ELISA positive i forhold til ELISA negative

Omlgber Ikke-omlgber Total, antal dyr
ELISA positiv 98 96 194
ELISA negativ 12 14 26
Total 110 110 220

Omlgbere: 89,1 % ELISA positive

Ikke-omlgbere: 87,3 % ELISA positive

OR =1,19 (0,49 <OR < 2,92)

p-veerdi = 0,68

Ingen signifikant forskel pa de 2 grupper ved 95% konfidensniveau.

Dyr, som er ELISA positive, men PCR negative i forhold til resten af dyrene:

Chlamydia Omlgbere Ikke-omlgbere | alt

Positive (ELISA 91 96 187

positive, PCR-

negative)

Negative 19 14 33
110 110 220

Omlgbere: 82,7 %

Ikke-omlgbere: 87,3 %

OR = 0,70 (0,31 < OR > 1,57)

P=0,34

Der er ingen signifikant forskel pa de 2 grupper ved 95% konfidensniveau.




Dyr som er PCR positive, men ELISA neqative, i forhold til resten af dyrene.:

Chlamydia Omlgbere Ikke-omlgbere | alt
Positive (PCR- 0 0 0
positive, og ikke

ELISA positive)

Negative 110 110 110

Tallene kan ikke behandles statistisk, da der ikke er fundet ét eneste dyr, som var
bakteriologisk positivt uden ogsa at veere serologisk positivt.

Dyr, som er PCR positive i forhold til PCR negative:

Omlgber Ikke-omlgber Total
PCR positiv 5 2 7
PCR negativ 105 108 213
Total 110 110 220

Omlgbere: 4,5 % PCR positive

Ikke-omlgbere: 1,8 % PCR positive

OR = 2,57 (0,43 < OR < 19,60)

P-veerdi = 0,22

Ingen signifikant forskel mellem de 2 grupper ved 95 % konfidensniveau.




Dyr, som er positive bdde m.h.t. bAde ELISA og PCR i forhold til dyr negative for

beqgge dele eller kun positive for den ene :

Omlgber Ikke-omlgber Total, antal dyr
Positiv (PCR og 5 2 7
ELISA positiv)
Negativ 105 108 213
total 110 110 220

Omlgbere: 4,5 % positive

Ikke-omlgbere: 1,8 % positive

OR= 2,69 (0,35 < OR > 24,64)

P=0,25

Ingen signifikant forskel pa de 2 grupper ved 95 % konfidensniveau.

Dyr, som er positive m.h.t. bAde PCR og ELISA i sammenligning med dyr kun ELISA

positive:

Omlgber Ikke-omlgber Total
Positiv (PCR og 5 2 7
ELISA)
Positiv (kun ELISA) | 93 94 187
Total 98 96 194

OR= 2,53 (0,42 < OR > 19,33)

P=0,23

Ingen signifikant forskel ved 95 % konfidensniveau.




Dyr som er positive m.h.t. bAde PCR og ELISA i sammenligning med dyr kun PCR

positive:

Chlamydia Omlgber Ikke-omlgber Total
Positiv (ELISA og 5 2 7
PCR)

Positiv (Kun PCR) 0 0 0
Total 5 2 7

De lave (0-) veerdier kan der ikke udregnes statistik pa.

Dyr, som er positive m.h.t. bAde PCR og ELISA i forhold til dyr negative for begge

dele:

Chlamydia Omlgber Ikke-omlgber Total
Positiv (PCR og 5 2 7
ELISA)

Negativ (For begge) | 117 122 239
Total 122 124 246

OR = 2,65 (0,45 < OR > 20,13)

P =0,21

Ingen signifikant forskel pa de 2 grupper ved 95 % konfidensniveau.




Dyr , som er positive m.h.t. enten ELISA eller PCR i forhold til dyr, negative m.h.t.
begge dele:

Chlamydia Omlgber Ikke-omlgber | alt
Positive (ELISA 103 98 201
eller PCR)
Negative (bade 117 122 239
ELISA og PCR)

220 220 440

Omlgbere = 103/201 =512 %
OR=1,10 (0,74 < OR > 1,62)
P =0,63

Ingen signifikant forskel pa de 2 grupper ved 95% konfidensniveau.

Diskussion

Indledningsvis var det en prgvelse at finde frem til et brugbart svabermateriale og et
laboratorium, som kunne undersgge svaber-praverne for Chlamydia. Det endte sa op i, at
alle tanker om brug af spekulum, pandelampe og hjemmelavede rgr til beskyttelse af
svaberen mod forurening, blev lagt pa hylden. | stedet er der sa brugt den naevnte heste-
svaber, som beskytter selve svaberhovedet under indfarslen, sa det "alene” er et
spegrgsmal om at kunne indfgre svaberen i cervix og ikke ende op et forkert sted og
efterfglgende fa forurenet svaberen i vagina, hvor der kan veere en del Chlamydia-
bakterier som fglge af feeces-forurening.

Udgangspunktet var sa, at én person farst skulle gve sig i et vist omfang og efterfalgende
tage alle prgverne for ad den vej at sgrge en for ensartethed med hensyn til, hvordan
proverne blev udtaget og forebygge falsk positive og falsk negative prgver.

Det lykkedes dog kun for 90% af pr@gverne, da 20 prgver (én besaetning) blev taget af en
anden person.

Det matte opgives at fa et dansk laboratorium til at undersgge preverne — bade med
hensyn til ELISA og PCR. Sa& prgverne er Igbende blevet sendt til bioScreen i Minster og
det har fungeret fint. Det var dog ikke muligt at f& Chlamydia-bakterierne typebestemt —
noget, som ikke lige er relevant for netop dette projekt, men det ville have veeret
interessant at samle sadanne data til brug ved eventuelle senere projekter omkring
Chlamydia og grise. Ogsa, hvis der pa sigt skal kunne skelnes mellem patogene og
apatogene stammer af Chlamydia.

Andre data har det derimod veeret muligt at samle — og det er de enkelte besaetningers
procedurer omkring Igbning, brug af orne og KS og endeligt om der bruges halm eller
alene fast gulv i lgbe- og dreegtighedsstald. Hertil kommer en angivelse af hygiejne-
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niveauet, som sa alene bliver efter besatningsdyrlaegens subjektive vurdering og derfor
bliver sveer at bruge pa sigt.

Resultaterne er ikke sa overbevisende — hverken i den ene eller anden forstand.

De antagede praevalenser holdt ikke stik. Bade med hensyn serologi og bakteriologi — Der
var forventet 10% PCR positive blandt omlgberne, men det er langt fra fundet. Det kan
selvfglgelig alene skyldes, at de undersagte omlgbere aldrig har haft problemer med
Chlamydia. Det kan veere alt muligt andet infektigst, men det kan ogsa veere stress-
betinget eller veere baseret pa darlig Igbe-teknik.

Resultaterne har dog vist en forgget risiko for omlgbning, hvis det enkelte dyr var
bakteriologisk positivt (OR = 2,65) for Chlamydia eller bade serologisk og bakteriologisk
positivt (OR= 2,69). Men alligevel uden at der var en statistisk sikker forskel pa de 2
grupper. For at en sadan forskel skulle kunne vises, skulle hver gruppe besta af 60 dyr
frem for de nuveerende 20.

Ellers har tallene vaeret uklare og tilsyneladende vaeret preeget af for fa dyr i
undersggelsen, hvilket blandt andet har givet resultater pa ”0” i antal — et tal, som der ikke
kan arbejdes med statistisk.

Ovenneevnte to forholdsvise hgje OR, kunne ogsa godt give naering til tanken om, at flere
dyr i undersggelsen kunne have vist noget mere.

Og en undersg@gelse mere af samme slags skulle basere sig pa andet end omlgbere — og
fokusere mere pa nogle af de andre reproduktions-problemer, som Chlamydia forbindes
med — herunder egentlige kastninger og svagfgdte / dgdfadte.

Andelen af serologisk positive dyr pa beseetningsniveau varierer fra 60 % til 100 %.
Besaetninger, som ligger pa 100 % serologisk positive dyr (omlgbere og ikke-omlgbere)
har de hygiejne-problemer eller er der tale om et overstaet eller tiilbagevendende problem
med Chlamydia ? Det har jeg ikke kunnet konkludere ud fra min egen opfattelse af
besaetningen eller de oplysninger, som jeg har modtaget fra besaetningsdyrlaegerne.

Men hvis man ser bort fra hygiejne og sa videre - er det sa udtryk for et forskelligt
smittetryk i besaetningerne og/eller forskel pa Chlamydia-stammernes virulens?

Er det et problem, der ligger til én eller flere orner i den enkelte besaetning?

Der er ligeledes 2 af besaetningerne i undersggelsen, som tilsammen star for en hgj andel
af de PCR-positive pragver. Begge besaetninger havde ikke alene omlgber-problemer, men
ogsa aborter sent i dreegtigheden. Jeg har kigget pa de 2 besaetninger saerskilt, men
alligevel kan de ikke give et statistisk sikker forskel pa grund af for fa prever.

Men de passer begge meget godt ind i det billede, som Professor Michael Wendt (Wendt,
2005) giver af en Chlamydia-plaget besaetning - masser af reproduktions-problemer i
besaetningen og der er hidtil undersggt for alle mulige andre arsager uden resultat.

Han nzevner dog ikke, om der i de forudgaende, resultatigse undersagelser ogsa indgar
minimering af stress og fokus pa lgbe-teknik, men ender man sa op med en besaetning,
der har reproduktionsproblemer og der ikke er fundet og andet end Chlamydia, sa er det
den, man skal tage kampen op med.

| litteraturen naevnes doxycyklin og tetracyklin som et muligt antibiotika til behandling af
Chlamydia ved grise. (Hammerschlag, M, 1994)

Men ogsa makrolider kan bruges og de ses isaer i den humane behandling med en kort
behandlingstid pa 2 dage. (Zitromax ®) Men humant ma der ogsa forventes et mindre
smittepres?
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Tetracyklinerne baserer sig pa en lang behandlingstid pa 14 dage (Wendt, 2005) og pa
lsbende behandlingsperioder a 15 dage hver 3. maned, nar der er tale om
blandingsinfektioner med PRRS,Leptospirose og Chlamydia. (Alexopoulus et al, 2002).

Konklusion

Der har ikke kunnet pavises nogen statistisk sikker sammenhaeng mellem omlgbning og
fund af Chlamydia-bakterier eller -antistoffer i det samme dyr.

Men det udelukker ikke, at Chlamydia giver anledning til reproduktionsproblemer i danske
svinebeseetninger — iseer ikke da der kan ses stor forskel pa prgve-resultaterne fra de
forskellige besaetninger i undersagelsen - sidelgbende med et lige sa varierende klinisk
billede i samme beszetninger.

Der er grundlag for flere undersggelser — evt. med fokus pa ornerne, herunder KS og
intern KS, eller obduktion af og bakteriologi pa dyr udsat pa grund af manglende
frugtbarhed.
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