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Del 1: Utfoérlig sammanfattning

Microbial colonization of the gastrointestinal tract (GIT) is important for calf wellbeing
and crucial for proper development of the mucosal immune system. Development of the
bacterial community within the GIT begins early in life with the introduction of
colostrum to the calf. Way of feeding (esophageal tube vs bottle and suckling) colostrum
affects site of initial ingestion and may alter the microbial establishment. The aim of
this project was to characterize development of microbiota in calves and how it is
influenced by feeding method. Calves received the first meal of colostrum (equal to
8.5% birth weight) with either oesphageal tube or bottle. Half of the bottle fed calves
were allowed to suckle for 24 hours whereas the other calves were fed from nipple
buckets onwards. Intestinal contents and mucosal scrapings were collected separately
from six GIT segments (rumen, abomasum, duodenum, ileum, cecum and colon) from 13
2-d old and 12 7-d old calves after euthanasia. Additionally, feces samples from 22
heifer calves were collected at an age of 2, 7, 14, 28, 56 (weaning) and 90 days of age.
Composition of microbiota in milk, intestinal content and mucosal scrapings from
several intestinal sites, together with feces, were assessed by sequencing 16S rRNA
gene amplicons using Hlumina MiSeq. Metabolic profiles of intestinal samples were
generated by Nuclear Magnetic Resonance (NMR) Spectroscopy. Clustering of
bacterial communities and metabolic profiles among samples was assessed with
principal coordinate analysis (PCoA) and analysis of similarity (ANOSIM). Sequencing
revealed that the microbiota composition was strongly linked to both age and intestinal
segment. There were large differences between the proximal and distal parts of the GIT,
but with higher similarity in segments with close proximity to each other. The NMR
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data followed a similar pattern with differences in metabolic profiles between different
GIT segments. Even though there were a large overlap in composition between mucosal
scrapings and intestinal content, specific microbial groups were enriched in either
mucosal scrapings or intestinal content. Results demonstrate that already at 2-d of age
a niche adaptation of the microbiota is evident. Results do not support a major
influence of microbial composition in colostrum, nor feeding method, on intestinal
microbiota establishment. Intestinal microbiota and the influence it has on health in
animal or man is getting more and more attention. An important outcome of this project
is the clear patterns in microbiota development in young healthy calves. How these
patterns relate to calf health and performance in general and how the information can
be used to adopt management routines for improved calf health is a natural
continuation of this project.

Del 2: Rapporten (max 10 sidor)

Inledning

Mikroberna i mag- tarmkanalen har viktiga funktioner och kan paverka hélsa och
valbefinnande hos varddjuret pa flera satt. Mikroberna kan bland annat skydda mot
skadliga mikroorganismer och inflammatoriska sjukdomar och spelar en viktig roll fér
utveckling av tarmslemhinnan och dess immunforsvar (Sommer & Béckhed, 2013).
Saval genetiska (Mayer et al., 2012) som miljorelaterade (Mulder et al., 2009) faktorer
paverkar mikrobpopulationens sammansattning samt infastning till tarmslemhinnan och
fodan har en nyckelroll vid bakteriernas kolonisering av unga individer. Utvecklingen
av bakteriepopulationen i tarmkanalen hos kalvar borjar i samband med intag av
ramjolk (Song et al., 2019). Hur ramjolken paverkar det mikrobiella samhéllet som
utvecklas i kalven ar dock inte klarlagt.

Utfodring och skotsel under mjélkutfodringsperioden kan paverka djurets
produktionskapacitet langre fram i livet. Kalvar med hogre tillvaxt fore avvanjning
tenderar att producera mer mjolk under forsta laktationen. Naringstillforseln ar
avgOrande for tillvaxten men &ven halsan &r viktig. En kvigkalv som &r frisk under
uppvaxten har hogre tillvaxt vilket leder till 6kad mjolkproduktion senare i livet
(Soberon et al., 2012). Mikrobernas kolonisering av kalvens mag-tarmkanal kan
paverka tillvaxten, liksom mottaglighet for infektioner i tarmkanalen (Oikonomou et al.,
2013). Mag-tarmsjukdomar &r en av de vanligaste dodsorsakerna hos unga kalvar i
Sverige (Svensson et al., 2006).

Den nyfodda kalven saknar nastan helt immunforsvar vid foédseln och férses med
antikroppar via ramjolken. Tarmslemhinnans genomslapplighet for antikroppar
minskar drastiskt under forsta levnadsdygnet och darfor ar det viktigt att kalven far
ramjolk tidigt efter fodseln. For att sakerstalla tillforseln av ramjclk har det i en del
lander, daribland Sverige, anammats rutiner dar man forser samtliga nyfédda kalvar
med ramjolk via svalgsond (Persson Waller et al., 2013). Utfodring med svalgsond ar
annars en metod for att forse svaga kalvar med ramjélk. Att utfodra alla kalvar med
sond kan ifragasattas ur djurvalfardssynpunkt, vilket undersoks i ett parallellt projekt
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vid SLU (Formas, Dnr 221-2013-308). Vid utfodring med flaska, eller vid digivning,
stimuleras kalvens strupranna varvid mjolken hamnar direkt i Idpmagen. Vid utfordring
med svalgsond sluts inte struprannan vilket innebar att mjolken forst hamnar i den
outvecklade vommen, vilket skulle kunna paverka mikrobernas etablering i mage och
tarm.

Syftet med det har projektet vara att undersoka hur mikrobpopulationen i olika delar av
mag-tarmkanalen hos kalvar utvecklas under de forsta levnadsveckorna och da speciellt
hur utfodringsrutinen av ramjolk paverkar utvecklingen.

Material och metoder

Djur, inhysning och skotsel

I studien ingick tjur- och kvigkalvar foédda vid Forskningscentrum fér lantbrukets djur,
SLU, i Lovsta utanfor Uppsala. Kalvarna som inkluderades foddes utan komplikationer
av friska kor som ej sintidsbehandlats. Totalt 25 tjurkalvar av rasen Svensk Holstein
(SH,10 st) och Svensk réd och vit boskap (SRB,15 st) ingick i studien. Tio av
tjurkalvarnas modrar var forstagangskalvande kor och 15 var flergangskalvande. Av de
22 kvigkalvar som ingick i studien var 10 av rasen SH och 12 av rasen SRB. Av
kvigkalvarnas modrar var 8 forstagangskalvande och 14 flergangskalvande.

Infor kalvning placerades korna i ensamboxar. De utrustades med juvernat for att
forhindra de nyfédda kalvarna fran att dia. Ko och kalv stannade i kalvningsboxen i tva
timmar efter fodsel. Korna mj6lkades i boxen inom 1 timme efter kalvning. Ramjclken
forvarades i spann och lagrades vid 4 ° C innan den, strax fore utfodring, varmdes upp
till 38 ° C. Den forsta ramjolksgivan, motsvarande 8,5 % av kalvens levandevikt,
utfodrades 4 timmar efter fodseln med en av foljande utfodringsrutiner:

1. forsta malet ramjolk med svalgsond och féljande mal med napphink,

2. forsta malet med nappflaska och darefter med napphink,

3. forsta malet med nappflaska, sedan digivning fram till ett dygn efter fodseln och
darefter med napphink.

De kalvar som diade aterforenades med kon i kalvningshoxen efter forsta malet. Infor
utfodring med napphink placerades kalvarna i individuella boxar inomhus. Utfodring
skedde tva ganger per dag, 07:00 och 18:00, med 3 kg mjolk per tillfalle. Kalvarna fick
ramjolk fran modern vid de fyra forsta malen och darefter blandad helmjolk fran
besattningen. Tjurkalvarna utfodrades endast med mjolk medan kvigkalvarna hade fri
tillgang till vatten, ho och koncentrat. Vid atta dagars alder flyttades kvigkalvarna till
ensamboxar med hyddor utomhus. Avvanjning skedde vid atta veckors alder varefter
kalvarna flyttades in i det isolerade stallet till en gruppbox dar de stannade till sex
manaders alder.

Provtagning
Tjurkalvarna avlivades vid en alder av 2 (13 st) respektive 7 (12 st) dagar. Trackprov
togs i samband med avlivning. Obduktion med paféljande provtagning fran mag-
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tarmkanalen paborjades direkt efter avlivning. Prover togs fran vom, I6pmage,
tolvfingertarm, tunntarm, blindtarm och nedre tjocktarm. Fran varje tarmsegment
samlades prov fran tarminnehall och skarp fran slemhinna, efter att slemhinnan tvattats
med koksaltlosning. Efter uppsamling placerades proverna pa is och inom 4 timmar
stalldes de i frys (-80° C) dar de lagrades fram till analys. Tréackprov togs ocksa fran
kvigkalvarna vid en alder av 2, 7, 14 och 28 dagar samt vid avvanjning (8 veckor) och
vid 3 manaders alder. Trackprover hanterades som évriga prover.

Analys mikrobiota

DNA isolerades fran proverna med ett kommersiellt extraktionskit, QlAamp Fast DNA
Stool Mini Kit (Qiagen, Hilden, Tyskland) enligt tillverkarens protokoll men med
modifieringen att det enzym/varmebaserade lyseringssteget kompletterades med s.k.
bead beating, en mekanisk metod for att krossa cellvéaggarna. Isolerat DNA lagrades
vid -20° C fram till analys. PCR-fragment genererades med anvandning av 16S rRNA-
genprimers 341F och 805R och DreamTaqg PCR-kemi anvéandes for PCR reaktionerna
(Thermo-Fisher Life Sciences). PCR-produkterna renades fram och anvandes i en
andra PCR-reaktion, dar provspecifika taggar och adaptrar for lllumina-sekvensering
fastes in till varje prov. Efter uppférokning renades dessa PCR-produkter med Ampure-
rening, DNA-koncentrationen mattes och proverna slogs samman. Det sammanslagna
provbiblioteket sekvenserades med Illumina MiSeq vid National Genomics-
infrastrukturen, som &r en del av Science for Life laboratoriet i Stockholm.

Sekvensering

Illumina MiSeq med 300 baspars sekvenslasning processades enligt beskrivning av
Sinclair et al. (2015). Sekvenserna grupperades i operativa taxonomiska enheter (OTU)
med anvandning av 97% sekvenshomologi. Taxonomisk annotering av OTU:erna
utférdes baserat pa SILVA-databasen och prover som innehdll < 2000 sekvenser
inkluderades inte i dataanalysen.

Analys av metabolomik

Fran totalt 160 prover genererades metabolitprofiler med hjalp av karnmagnetisk
resonansspektroskopi (NMR). Bade prover fran slemhinna och tarminnehall
analyserades. Proverna mixades med en fostatbuffert och centrifugerades varpa
supernatanten analyserades med en Bruker Avance 11 600MHz NMR spektrometer
(Bruker Biospin AG, Fallanden, Switzerland). De genererade metabolitprofil-
spektrumen analyserades med multivariat dataanalys.

Statistisk analys

Mikrobiernas strukturella sammansattning anlyserades med multivariata och
univariata statistiska modeller. De multivariata modellerna involverade
huvudkoordinatanalys (PCoA) baserat pa Bray Curtis avstand, och anvéandes for att
identifiera klustermonster bland prover. Analys av likhet (ANOSIM) med Bray Curtis
avstandsmatriser anvandes for att utvardera om det fanns skillnader mellan grupper /
kluster. Univariata statistiska metoder anvandes for att testa skillnader och relativt
overflod mellan grupper. Mann-Whitney-testet anvandes vid jamforelse mellan tva
grupper, medan Kruskal-Wallis-testet anvéandes vid jamforelse av mer an tva grupper.
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Wilcoxon-testet anvandes for parade tester. Endast mikrobiell taxa med i genomsnittlig
> 1% relativt 6verflod ingick i den univariata analysen. Alla statistiska tester utfordes
med hjalp av den statistiska mjukvaran Past.

Awvikelser

| ansokan angavs att vi aven skulle ta prover fran helt nyfodda kalvar och dven prover
fran lunga. En stor utmaning med dessa prover ar dock att méangden bakterier ar
valdigt 1ag, vilket skapar stora utmaningar vid analysen, nagot som vi arbetat mycket
med i en nyligen publicerad studie (Dahlberg et al. 2019). Lungproverna samlades in,
men vi valde att inte analysera de. Det var svart att fa till provtagningen pa ett sterilt
satt och vi beddmde darfor att det fanns stor risk att kontamination skulle kunna ha en
betydande inverkan pa analysresultaten. Samma bedémning gjordes for de helt nyfodda
kalvarna och darfor samlade vi inte in dessa prover.

Resultat och diskussion

Mikrobiota hos tjurkalvar

Tva faktorer hade stor inverkan pa mikrobiotans sammansattning. Dessa var alder pa
kalv (2 respektive 7 dagar, p = 0,0001), samt vilken del av tarmen som proverna
harstammade fran (vom, lépmage, tolvfingertarm, tunntarm, blindtarm, och tjocktarm,
p =0,0001).

Flera bakterieslakten skiljde sig mellan de tva aldersgrupperna. Laktobaciller var det
vanligast férekommande slaktet och dominerade i bade 2-dagars och 7-dagars kalvar,
dock utan nagra signifikanta skillnader kopplat till lder. Hos 2-dagar gamla kalvar
hittades daremot en signifikant hogre relativ andel av Escherichia, Lachnospiraceae,
Clostridiales, Ralstonia och Enterobacteriaceae. Hos de 7 dagar gamla kalvarna fanns
istallet en signifikant hogre andel av Faecalibacterium, Lachnoclostridium,
Alloprevotella, Pelistega och Campylobacter. Resultaten visade att hos de yngre
kalvarna sa var det framférallt fakultativt anaeroba bakterier som dominerade medan
hos de 7 dagar gamla kalvarna hade strikt anaeroba bakterier tagit 6ver. Detta ar i
linje med vad tidigare studier visat dar fakultativt anaeroba bakterier etableras forst
vilket bidrar till att skapa en anaerob miljo i tarmen som senare leder till en 6kad
kolonisering av strikt anaeroba bakterier, vilket ar de bakteriegrupper som sedan
dominerar i aldre individer.

Den multivariata analysen visade ocksa en tydlig skillnad mellan tarmsegment dar
sammansattningen i de bakre delarna av tarmen (tjocktarm, blindtarm, slutet av
tunntarmen samt track) hade en liknande bakteriesammansattning, medan proverna
insamlade fran de framre delarna av mag-tarmkanalen, dvs l6pmage, tolvfingertarm
och vom, inte aterspeglade denna sammansattning. | de framre delarna av mag-
tarmkanalen var det hog likhet i sammansattning mellan [6pmage och tolvfingertarm,
medan vommens mikrobiota skilde ut sig.

Laktobaciller dominerade i ldpmage och tolvfingertarm i bade 2-dagars och 7-dagars
kalvar och var narvarande i signifikant hogre proportioner dar jamfért med alla évriga
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provtagna tarmsegment. Detta beror troligen pa att ramjolk och mjélk innehaller hoga
koncentrationer av laktos och oligosackarider, vilket gynnar tillvéxt av laktobaciller.
De bakre tarmsegmenten hos tva dagar gamla kalvar dominerades av Escherishia, med
signifikant hogre proportioner i slutet av tunntarm, blindtarm, tjocktarm och track
jamfort med vom, I6pmage och tolvfingertarm. | mikrobiotan hos 7 dagar gamla kalvar
fanns istéllet hogre proportioner av Faecalibacterium, Lachnospiraceae, Clostridiales,
Lachnoclostridium och Butyricicoccus i de bakre tarmsegmenten (framst blindtarm,
tjocktarm och track) jamfort med de framre delarna (vom, I6pmage, tolvfingertarm).
Dessa bakteriegrupper associeras sedan tidigare med de bakre delarna av tarmen och
ar vanligtis narvarande i fecesprover. Deras forekomst i den bakre delen av tarmen
beror férmodligen pa den anaeroba miljon och bakteriernas formaga att utnyttja
substrat som undkommer nedbrytning av enzymerna fran matsmaltningen i tunntarmen.

Vi undersokte dven huruvida sammansattningen av bakterier som hittades i
tarminnehall avspeglade vad som hittades pa tarmslemhinnan. Kolonisation av
tarmslemhinna kan vara viktigt for bakteriers persistens i tarmen och det kan aven
innebéra att bakterierna har en storre inverkan pa vardens slemhinna och dess
funktion. Manga patogena mikroorganismer maste normalt fasta vid slemhinnan for att
kunna infektera dess vard. Vi fann att sléktet Lactobacillus var narvarande i hogre
forekomst i tarminnehall &n i slemhinna. Vissa laktobaciller har formaga att binda till
slem, men det kan finnas skillnader mellan olika arter av laktobaciller. Daremot fann vi
Escherichia i hégre proportioner i slemhinneproverna. Escherichia coli ar vanligtvis
narvarande i tarmen, bade som patogena och icke-patogena stammar. Infektionsvéagen
for patogena E. coli-stammar sker genom bindning till tarmslemhinnan. Det &r salunda
troligt att aven icke-patogena E. coli-stammar ocksa har kapacitet att binda till
slemhinnan.

Vi kunde inte finna ndgra samband mellan utfodringsrutinen och sammanséttningen av
mikrobiotan i magtarmkanalen.. Daremot sa kunde vi se att de kalvar som diade under
forsta dygnet hade signifikant lagre andel laktobaciller i I6pmage. jamfort med dvriga
kalvar. Skillnaden gallde framférallt tvadagarskalvarna och var bara kopplad till
I6pmagen, inte till dvriga tarmsegment.

Metabolomik

De metabolitprofiler som genererades vid NMR analysen analyserades med hjélp av
multivariat statistik. PCoA anvandes for att studera hur provtyp och tarmsegment
relaterade till metabolitprofilerna. Data visade tydligt pa skillnader mellan slemskrap-
prover och tarminnehalls-prover (Figur 1). Dataanalysen visade aven att
metabolitprofilerna i olika segment av tarmen skilde sig, och dessa skillnader var
tydligare i tarminnehall an i tarmslemhinneproverna. | kommande dataanalys kommer
vi att identifiera specifikt vilka metaboliter som skiljer sig mellan proverna.

Mikrobiotan hos kvigkalvar

Resultaten fran sekvensanalysen av trackprover fran kvigkalvarna visade pa tydliga
skillnader kopplat till alder dar det sker en utveckling av tarmfloran fran de yngsta till
de aldsta kalvarna, se figur 2. Liksom for tjurkalvarna var enterobakterier dominerande
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dag 2 men minskade sedan i antal ju &ldre kalven blev. Laktobaciller var ocksa en
dominerande grupp under den forsta levhadsveckan men dven detta slakte minskade i
mangd ju aldre kalven blev. Istallet var det de strikt anaeroba bakterierna som tog
dverhanden och proverna som var insamlade efter avvanjning skiljde sig dramatiskt i
sammansattning jamfért med de prover som samlades in under kalvens forsta
levnadsvecka.

Vi forsokte dven studera om de olika utfodringsrutinerna for ramjolk hade nagon
paverkan pa tarmflorans sammanséttning, men vi fann inga sadana samband vilket
ligger i linje med de data som erhallits fran tjurkalvarna.
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Figur 1. Principalkomponentanalys pa metabolitprofildata fran tjurkalvar genererad
med NMR. Varje provs metabolitprofil representeras av en punkt och symboltyp
representerar olika provtyper (tarmslemhinna representeras av fyrkantiga symboler och
tarminnehall representeras av cirklar). De olika fargerna pa symbolerna representerar
de olika tarmsegmenten (ljusbld; vom, bla; I6pmage, lila; tolvfingertarm; gron;
tunntarm, rdd; blindtarm, brun; tjocktarm och svart; track).

Mikrobiota i mjolk

Vi analyserade aven mikrobiota-sammansattningen i prover fran ramjolk och blandad
helmjolk fran besattning. Flera av dessa prover var problematiska att analysera,
troligen pa grund av det laga antalet bakterier som finns i mjolk, vilket medfor problem
i analysen (Dahlberg et al 2019). De data som genererades fran mjolkproverna visade
att Staphylococcus, Acinetobacter och Pseudomonas var de dominerande
bakteriegrupperna. Detta resultat &r i linje med vad man skulle kunna férvanta sig att
hitta i mj6lkprover. Det var dock ganska stor variation mellan olika prover och det var
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variation i sammanséttningen fran mjolkprover insamlade fran samma ko. De bakterier
som dominerade i mjélken var inte bland de bakterier som dominerar i tarmprover
vilket inte tyder pa att bakteriefloran i mjolk inte har sarskilt stor inverkan for
etablering av bakteriefloran i tarm.

® 2 days
@® 7 days
@® 14 days
® 4 weeks
@ 8 weeks
@ 12 weeks

Coordinate 2

220

Coorgirate 1

Figur 2. Principalkomponentanalys av mikrobiota i track fran kvigkalvar. Varje symbol
representerar ett prov och olika farger representerar olika aldrar (bla; 2 dagars alder,

lila; 7 dagars alder, rod; 14 dagars alder, gron; 4 veckors alder, brun; 8 veckors alder,
svart; 12 veckors alder).

Slutsatser

e Den mikrobiella sammansattningen i mag-tarmkanalen hos unga kalvar
genomgar en betydande forandring over tid fram till tre manaders alder.

e Sammansattningen domineras initialt av fakultativt anaeroba bakterier, och
dessa bakterier banar vag for strikt anaeroba bakterier som tar éverhanden och
dominerar hos aldre kalvar.

e Redan vid tva dagars alder finns tydligt utvecklade mikromiljéer i tarmen, dar
mikrobiell sammanséttning saval som metabolitprofiler ar specifika for de olika
segmenten av mag-tarmkanalen.

e Den mikrobiella sammansattningen i track avspeglar inte sammansattningen i
hela mag-tarmkanalen men ger en uppfattning om sammansattningen i
tjocktarm och blindtarm samt och till viss del slutet av tunntarmen.

e Resultaten tyder inte pa att den mikrobiella sammanséttningen i mjélk har
nagon storre betydelse for utvecklingen av mikrobiotan i mag-tarmkanalen.
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e Det fanns ingen paverkar av de olika utfodringsrutinerna pa tarmflorans
sammansattning. Det var daremot skillnad mellan kalvar som fatt dia och kalvar
som skildes direkt fran modern men den skillnaden kunde bara ses i proverna
fran 16pmagen, inte i dvriga segment av tarmen.

Nytta for naringen och rekommendationer

| flera studier har det visats att mikrobiotan och dess etablering i mag-tarmkanalen kan
paverka hélsa och valbefinnande hos kalvar. Resultaten fran det har projektet visar hur
mikrobsammanséttningen utvecklas fran fodsel fram till avvanjningen hos friska kalvar
I en besattning. Resultaten &r en viktig referens i fortsatta studier av mikrobiotan och
dess funktion hos kalvar. Ett nasta steg skulle kunna vara att studera kalvar i flera
besattningar, saval friska som sjuka, for att identifiera likheter och skillnader. Utifran
det skulle skotselrutiner och mojliga behandlingar (t ex pre- och/eller probiotika) som
paverkar mikrobsammansattningen i positiv riktning kunna identifieras.

Att kalvar som diade skiljde sig fran dvriga ar intressant och vért att studera vidare.
Kalvar som diar ater fler mal och mindre per tillfalle och far mer kontakt med kon. Det
kan anses vara mer naturligt for kalven och man kan spekulera om &ven
mikrobpopulationen utvecklas pa ett for kalven mer gynnsamt satt vid digivning. | den
har studien diade kalvarna ett dygn. Det vore intressant att studera hur diande under
langre tid paverkar mikrobiotan och om det har en positiv inverkan pa kalvhalsan.
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