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= Nyt forskningsprojekt skal finde &rsagen til spadgrisediarréen, “ny neonatal porcin diarré” (NNPD)

Forskere fra DTU Veterinaerinstituttet har startet et forskningsprojekt
opisamarbejde med Videncenter for Svineproduktion med det formal
atforsgge at finde drsagen til speedgrisediarréen, der har faet tilnavnet
"ny neonatal porcin diarré" (NNPD).

NNDP forekommer indenfor den farste leveuge og manifesterer sig
ved, at grisene bliver utrivelige og skravlede. Det betyder, at grisene ta-
ber sig og efterfplgende har svaert ved at nd den samme vaegt som dyr
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uden diarré pa samme alder. NNPD adskiller sig fra andre former for
smagrisediarré ved, at behandlingstiltag med antibiotika og vacciner
ikke virker til at have nogen effekt pa sygdommen.

Som en del af forskningsprojektet er der udviklet en molekylaer me-
tode, som kan afslgre, hvilke bakterier der findes i tarmfloraen hos
grise. Metoden giver et estimat af fordelingen og maengden af forskel-
lige bakteriegrupper i tarmfloraen. Der er vigtigt at kende maengden




og fordelingen af bakterier, nar man skal forspge at fastsla, hvorvidt
bakterier er en tilgrundliggende faktor til spaedgrisediarréen.

Hdbet er, at man kan finde ud af, hvilke bakterier der forarsager diar-
réen, sdfremt den er bakterielt betinget. Under alle omstaendigheder
opnar man en bakterieprofil over tarmfloraen, hvoraf man formentlig
kan udlede, hvilke bakterier der bidrager til et gavnligt miljg i tarmen,
0g som man bgr forsgge at fremme, s& man maske helt kan undgd
diarréen.

Tyder pa en multifaktoriel sygdom

Metoden har taget godt et ar at udvikle, og den er nu klar til at st3 di-
stancen. I gjeblikket sammenlignes tarmfloraen i pattegrise med og
uden NNPD. Selv om data fra forsggene farst skal under kyndig be-
handling, tyder meget pd, at NNPD ikke skyldes den samme sygdoms-
fremkaldende bakterie i de besatninger, der er blevet undersggt. Inte-
ressant nok er der klare forskelle i fordelingen af visse bakteriegrupper
i tarmfloraen imellem syge og raske dyr. Om en ubalanceret tarmflora
er selve drsagen til NNPD, eller om det er en folge af NNPD, m3 tiden
dog vise.

Denmolekylere metode udfares pa en chip kaldet "Access Array 48,48"
fra Fluidigm®. Den er konstrueret med 48 brande i hver side og med
2,304 reaktionskamre i midten. Forskerne oprenser det bakterielle
DNA fra tarmindholdet fra grisene, og disse praver tilfgres brgndene

i den ene side af chippen, en prave i hver brend. S&ledes kan chippen
analysere 48 prgver samtidig. I den anden side fyldes der 24 sakaldte
primerpar, et primerpar til to brende, man kerer med dobbeltanalyser
for hvert primerpar for at minimere den tekniske variation,

Primerpar er sma DNA stykker, der er specifikt rettet mod hver deres
bakterie eller bakteriegruppe. Nar et specifikt primerpar bliver blandet
med en preve, derindeholder den bakteriegruppe, det er designettil at
finde, vil det binde til DNAet, og det vil give et positivt resultat, Jo mere
af den pageeldende bakterie, der eri praven, jo lavere vardi fremkom-
mer for den pageeldende reaktion. S& en lav score er lig med et stort
antal bakterier og omvendt,

Primerparrene i denne metode er rettet mod meget overordnede bak-
teriegrupper, hvilket sikrer, at man med hgj sandsynlighed vil fange
den eller de sygdomsfremkaldende bakterier, hvis de er der.

Stregkode holder styr pa preverne

Hvad der er endnu smartere er, at alle praverne bliver maerket med en
"stregkode”, sd man altid ved, hvilket dyr den specifikke bakterieprofil
stammer fra.

Nar man har fundet frem til en bestemt bakteriegruppe, der er frem-
treedende hos syge dyr i forhold til raske, kan man efterfglgende blive
klogere pa, hvilke bakterier der er i den pagzeldende gruppe ved at f
praverne sekventeret, Det vil sige, at man gérind og undersager grup-
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u Farvekortet viser resultater for seks dyr: Tre syge (kolonne 1-3) og tre raske (kolonne 4-6).
Farverne indikerer, hvor mange bakterier der var af den pagaeldende bakteriegruppe. P4 bag-
grund af scoren bliver vaerdierne tillagt en farve. Jo lavere score jo flere bakterier og omvendt
Farveskala og score er vist til hgjre pa billedet. Gul = lav score = mange bakterier. Lilla = hgj
score = 3 bakterier. Sort = ingen bakterier tilstede

Primerparrene er vist i raekkerne nedad, der er kart med dobbeltanalyser for alle primerpar
Saledes ses det, at der er forskellig fordeling af bestemte bakteriegrupper i syge og raske
grise.
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pen i detaljer ved at afkode DNAet, som gruppen bestar af, Dermed far
man et indblik i, hvilke sleegter og arter af bakterier, gruppen er sam-
mensat af.

At praverne har stregkoder betyder, at man kan blande de prgver, man
gnsker mere information om, og sende det af sted som én prave. Dette
har en gkonomisk fordel, da det er langt billigere at fa prgverne sekven-
teret samlet end enkeltvis.

Den nye test - udover at vaere et vigtigt vaerktgj til at undersgge tarm-
floraen hos dyr med og uden NNPD - kan ogsa vaere et muligt veerktgj
til at teste tarmfloraen i andre sygdomstilfeelde og i andre dyrearter el-
ler endda mennesker.

Metodens starste forcer er at den er forholdsvis billig og hurtigt giver et
nuanceret resultat over et stort antal praver pa en gang. Atanalysere et
tilsvarende antal praver for sd mange bakterier ville tage virkelig lang
tid.

Det er habet, at metoden i fremtiden vil kunne bruges som et diagno-
stisk vaerktgj ved udbrud af mavetarm-sygdomme til at fastsl3, hvilke
bakterier der er de sygdomsfremkaldende, og dermed kan man be-
handle malrettet mod disse.

Mere om metoden

Grisene, som indgik i studiet over ny neonatal porcin diarré (NNPD)
blev udvalgt ngje af dyrlzege og ph.d. studerende Hanne Kongsted fra
Videncenter for Svineproduktion. Blandt andet blev det sikret, at diar-
réen ikke var forarsaget af de klassiske diarréfremkaldende lidelser sa-
som clostridier, colibakterier eller rotavirus. Grisene blev overvéget fra
faring og flere dage frem, for at samle praver og informationer ind fra
flere stadier under sygdomsforlgbet og dermed fa en stgrre indsigt og
forstdelse af problemet.

Resultatet af alle analyserne bliver vist som et farvekort over alle re-
aktionskamrene. Selve analysen foregar saledes, at alle provebrgnde
og primerbrgnde er forbundet af bittesmé kanaler, som ved hjeelp af
lufttryk og ventiler gar, at alle praverne hver iseer bliver kombineret
med alle primerne i hvert sit reaktionskammer, hvilket giver 48 x 48
= 2.304 individuelle reaktioner. Saledes bliver 48 pragver undersggt for
24 forskellige bakteriegrupper samtidig. m
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w Praver bliver pipetteret ned i pravebrgndene otte af gangen. [ den anden side skelnes pri-
merbrandene og i midten af chippen en sort firkant, som er de 2.304 bittesma reaktions-
kamre.



