Escherichia coli och tarmflora samt antibiotikaresistens hos bakterier fran
svenska kalvar

Bakgrund

Svensk kalvuppfodning

I den traditionella svenska kalvuppfodningen har den nyfodda kalven skiljts fran kon och
placerats 1 ensambox under mjolkperioden. Nya inhysnings- och skotselsystem har medfort att
denna tradition har forédndrats. Det &r numera vanligt att kalvar fods i forlossningsbox, att de
far tillbringa de forsta levnadsdagarna tillsammans med sin mor och dérefter flyttas over till
en box med flera kalvar i1 grupp. Forlossningsbox och gruppbox innebdr manga férdelar for ko
och kalv, och framfor allt underlittar de ett forhdllandevis naturligt beteende. Ensamboxens
storsta fordel dr att den kan fungera som en partiell isolering av kalven gentemot infektioner.
En overgidng fran system med ensambox till gruppbox medfor dirmed en okad risk for
smittspridning. Sjukdomsutbrott i gruppsystem kan vara svéra att bemdstra eftersom
mojligheten att hejda smittspridning dr begransad.

Infektioner och tarmflora

Bovin neonatal enterit — tarminfektioner hos spiddkalvar; “kalvdiarré” - &r over hela vérlden
kalvens vanligaste och viktigaste sjukdom. Den ekonomiska betydelsen dr avsevird (House
1978, Gunn & Stott 1996) och omfattar 6kad arbetsbelastning, lagre tillvdxt hos kalvar, 6kad
kalvdodlighet samt kostnader for ldkemedel och annan behandling. Sjukdomen ar
multifaktoriell, dvs orsakssammanhanget dr komplext. Miljo och skdtsel har stor betydelse for
om balansgangen mellan immunitet och infektioner ska manifestera sig i sjukdom eller i ett
symtomldst forlopp.

Undersokningar av tarmflorans sammanséttning kan bidra med viktig information 1 studier av
tarminfektioner (Smith 1960, Smith & Crabb 1961, Katouli er al 1995). Begreppet
“diversitet” avser en kvantitativ och kvalitativ bestimning av tarmfloran; ett matt pd hur
ménga kloner av E coli som pévisats och vilka dessa kloner &dr. Diversiteten méts med
PhenePlatel] -analys. Analysen ger upphov till ett index, som ligger till grund for jamforelse
mellan olika kloner (dendrogram). Genom jamforelsen kan olika kloner av E coli sérskiljas
och knytas till beséttningar med olika geografisk lokalisation, vilket kan vara anvindbart vid
smittsparning. Kloner kan ocksa kopplas till olika virulensfaktorer hos E coli.

Rapporter om orsaker till kalvdiarré har publicerats 1 stort antal. Flera olika infektionsagens
har pavisats, varav de vanligast forekommande anses vara rotavirus, coronavirus,
Cryptosporidium parvum och Escherichia coli (Tzipori 1985, Snodgrass et al 1986). E. coli dr
det enda av dessa agens som motiverar anvandning av antibiotika.

Escherichia coli

E. coli hor till tarmens normalflora och f6r en meningsfull diagnostik krivs att
virulensfaktorer och/eller serotyper specificeras. Att bakterien har virulensfaktorer dr en
forutsittning for att de ska kunna framkalla sjukdom (diarré) hos kalven. De tva viktigaste
virulensfaktorerna hos E. coli dr formégan att adherera till och kolonisera tarmslemhinnan
samt formagan att producera toxin som verkar lokalt pa tarmslemhinnans enterocyter och 6kar
sekretionen av vitska och elektrolyter frdn tarmen (Holland 1990, Nagy & Fekete 1999). Hos
kalvar och smagrisar dr fimbriae (pili) pa bakteriens yta de vanligaste adhesionsfaktorna, och
bendmns F4(K88), F5(K99), F6(987P), F41, F42, F165, F17 och F18. Toxiner klassificeras
som virme-labila (LT) och stabila (ST) med ytterligare uppdelning (LTh-I, LTp-I, LTIIa,
LTIIb; STah, STap, STb) beroende pa antigena och biologiska skillnader (Soderlind et al.
1982, Franklin & Mollby 1981, Nagy & Fekete 1999). For kalvar dr F5 (K99) den oftast
rapporterade virulensfaktorn, men flera andra har beskrivits, bl a STa, LT, F17, F41, EAST1



(Myers & Guinee 1976, Contrepois et al 1998, Al-Majali et al 2000). Betydelsen av dessa ar
ofullstandigt kidnd och kan forvintas vara olika 1 olika populationer (Blanco et al 1993).

Internationella studier redovisar olika resultat med avseende pd E. coli F5 (K99). Lag
prevalens har rapporterats av Snodgrass et al (1986) i Skottland och Valheim et al/ (personligt
meddelande) 1 Norge. Gemensamt for tre svenska studier dr avsaknad av samband mellan E.
coli F5 (K99) och diarré. Viring et al 1993 redovisar E. coli F5 (K99) 1 11,5 % av
avforingsprover (frdn mjolkkalvar yngre &n 14 dagar gamla) medan lagre forekomst (0-1 %)
hos lite dldre kalvar (upp till 1 resp 3 manader) rapporteras av de Verdier Klingenberg &
Svensson (1998) samt Bjorkman et al (2003).

I en undersokning pd SVA (2003) av E coli-kolonier frén 52 avforingsprover fran kalvar med
diarré analyserades tio olika virulensfaktorer, savél toxinproduktion som adhesionsforméga.
Resultatet visade att hos 22/52 pévisades EAST, 3/52 STa, 3/52 F41 och 3/52 F5 (K99).

Antibiotikaresistens hos bakterier fran svenska notkreatur

I den nationella Gvervakningen av antibiotikaresistens hos bakterier har andelen resistenta
isolat fran djur i ett internationellt perspektiv varit lagt (t ex SVARM 2000, 2001, 2003),
sannolikt en foljd av en lang tradition av ansvarsfull anvéindning av antibiotika till djur. Hos
bakterier frdn svenska ndtkreatur finns indikationer pd ett gott resistensldge, dels genom
undersokningar av bakterier fran filtstudier av luftvdgsinfektioner hos kalvar (Viring et al.
1986, Franklin et al. 1988, Bengtsson & Viring 2000) och dels fran tarmprover fran friska
ungndt (SVARM 2000).

En annan bild av resistenslidget framkom dock i ett obduktionsmaterial (SVA 1993-2002)
omfattande 220 kalvar. Hir pévisades hos E. coli resistens mot ampicillin (24 %),
enrofloxacin (10 %), streptomycin (42 %), tetracyklin (31 %) och trimethoprim/sulfa (11%)
(SVARM 2002). Dessutom var 21 % av isolaten resistenta mot tre eller flera av de antibiotika
som testades. Siffrorna, som nidrmar sig de som rapporteras for samma bakterie hos kalvar i
Skottland (Gunn & Low 2003), visar att det d&ven bland svenska kalvar forekommer resistens i
stor utstrackning.

Skillnaden mellan de tva bilderna av resistensliaget kan ha flera forklaringar. Troligen var en
stor del av de obducerade kalvarna behandlade med antibiotika vilket innebér en selektion mot
resistenta bakterier. Formodligen tillhorde de obducerade kalvarna en aldersgrupp som i storre
utstrdckning behandlas med antibiotika. Ortman & Svensson 2003 redovisar att 30 % av
kalvar med diarré i1 svenska mjolkbeséttningar behandlas med antibiotika fore 90 dagars &lder.
Skillnader 1 resistenslidge hos bakterier fran notkreatur 1 olika aldersgrupper har visats bland
annat i Frankrike (Martel et al. 1995).

Resistent luftvigsbakterie

Det forsta svenska penicillinresistenta isolatet av Pasteurella multocida isolerades 2003 vid
SVA fran en kalv med lunginflammation. Resistensen fororsakades av sk. beta-laktamas
produktion, en egenskap som kan Overforas mellan bakterier. Vid en undersokning av
besittningen som kalven kom fran isolerades penicilliniresistenta Pasteurella multocida frén
ytterligare tvd av 30 kalvar. Penicillin dr 1 Sverige fOrstahandsval vid behandling av
lunginflammation hos kalv. En spridning av penicillinresistens skulle f4 mycket odnskade
foljder eftersom det skulle bli nddvindigt att anvénda preparat med bredare antibakteriellt
spektrum dn penicillin och ddrmed storre paverkan pa det generella resistensliget.
Penicillinresistenta Pasteurella-bakterier dr vanliga bland kalvar i manga ldnder (Martel &
Coudret 1993, Post et al. 1991, Burrows et al. 1993, Watts et al. 1994) och penicillin dr da
inte ldngre anvindbart vid behandling av lunginflammation. Det ar dérfor viktigt att
undersoka forekomsten av penicillinresistenta Pasteurella-bakterier hos svenska kalvar och
forhindra spridning av dessa bakterier 1 landet.



Syftet med denna studie

Storningar av tarmens funktion medfor ofta en dalig start i spadkalvens liv. Detta kan ge
vidare paverkan i form av oOkad sjuklighet och minskad produktionsférmaga hos djuret.
Effekten for lantbrukaren blir 6kad arbetsbelastning och sdmre ekonomi.

Antibiotikaanvindningen och resistensldget roner globalt ett stort allmidnt och vetenskapligt
intresse. Internationella organisationer som WHO och OIE, liksom LRF i Sverige, podngterar
vikten av en restriktiv och vélgrundad anvédndning av antibiotika, 1 avsikt att bevara
antibiotika som verksamma ldkemedel dven 1 framtiden. Rekommendationer om vilka
antibiotika som skall anvéndas till notkreatur och andra lantbruksdjur maste grundas pa
kunskaper om det aktuella resistensldget. Uppdaterade kunskaper dr en forutsdttning for att
effektiva atgirder ska kunna vidtas om resistensldget forsdmras.

Ett av studiens syften var att undersoka forekomsten och betydelsen hos svenska spiddkalvar
av Escherichia coli —infektioner (inom sjukdomskomplexet neonatal enterit). Ett annat syfte
var att undersoka betydelsen av tarmflorans diversitet. Ett tredje syfte var att undersoka
forekomsten av antibiotikaresistens hos bakterier involverade i luftvigssjukdom (Pasteurella
spp. och Mannheimia haemolytica) samt E coli frdn tarmkanalen.

Vi vill med hjilp av undersokningsresultaten kunna forbattra radgivningen och ge veterinédrer
med notkreaturspraktik ett faktaunderlag vid behandling av neonatal enterit. Avsikten &r ocksé
att skapa underlag for rekommendationer av vilka antibiotika som &r ldmpliga att anvénda till
notkreatur for basta terapeutiska effekt men ocksa for att undvika utveckling och spridning av
antibiotikaresistens.

e Material och metoder

Materialinsamling

Delstudie 1: Proverna insamlades av 62 distriktsveterinérstationer och husdjursféreningar.
Totalt inkom avforings- (faeces-) och néssvabbprover fran 104 kalvar fran mjolkproducerande
besittningar. Varje kalv representerade en unik besittning. Kalvarnas alder var 0-31 dagar.
Besittningarnas kalvhélsa bedomdes som antingen god eller dalig. I besittningar med god
kalvhilsa provtogs en frisk kalv (n=39) och i besittningar med délig kalvhélsa provtogs en
kalv med akut diarré (n=65).

Delstudie 2: For att relatera E. coli till andra tarmpatogener och dirmed belysa en stor del av
det infektiosa neonatal enterit-komplexet gjordes en delstudie av mycket unga (0-7 dagar)
kalvar i xx beséttningar med kalvdiarréproblem. Faecesprover fran 77 kalvar med akut diarré
samlades in av beséttningsveterinérer.

Provinsamlingen pagick under ett ar, frdn mars 2004 till juni 2005. Proverna skickades med
post till SVA. Data om kalvarnas alder, skotselrutiner, inhysningssystem liksom bruk av
antibiotika i beséttningen registrerades pa remiss.

Analysmetoder

Faeces- och nédssvabbprover analyserades vid SVA:s avdelningar for lantbrukets djur,
antibiotika, bakteriologi samt parasitologi.

Faecesproverna - uttagna med bomullspinne eller som prov av trick - odlades pa hastblodagar.
Bakterievéxt efter ett dygn slammades till 1 ml nétbuljong och forvarades fryst (-70 °C) i
avvaktan pa vidare analys. Fran frysta kulturer stroks en ogla till McConkey-agar. Fran var
och en av odlingarna togs 24 indolpositiva kolonier, med morfologi i verensstimmelse E.
coli, for biokemisk subtypning med Phene Plate (Ph Plate, Stockholm AB). Baserat pa
resultatet av subtypningen valdes en koloni, representerande den vanligaste fenotypen, for
undersokning av virulensfaktorer och antibiotikaresistens. Fore resistensundersdkning
konfirmerades isolat som E. coli med indol- och PGUA-tester.




Isolaten testades for virulensfaktorer med en PCR-metod. Tio virulensgener {or
adhesionsforméga eller toxinproduktion undersoktes: F5 (K99), F4 (K88), F6 (987P), F18,
F41, STa, STb, LT, EAST, VT2e. Dessutom testades 82 isolat for VTEC 1 och 2 samt for
ytterligare virulensfaktorer med en genpanel pa Dept. of Food & Environmental Safety,
Veterinary Laboratories Agency, Weybridge (resultat ej klart &nnu).

Resistensundersokning utférdes med mikrodilutionsmetod (VetMICLI, GN-mo, SVA,
Uppsala, Sverige). Testade substanser och koncentrationer framgar av Tabell 2. For att

klassificera isolaten 1 resistenta eller kénsliga anvdndes sk mikrobiologiska brytpunkter
hidmtade frin SVARM-2003.

Dessutom testades faecesproverna fran delstudie 2 for forekomst av rotavirus (ELISA),
coronavirus (ELISA, PCR) och kryptosporidier (ELISA, dipstick).

Néssvabbprover (svabb med Amies kolade medium) frdn 98 kalvar har undersokts. Svabbarna
stroks pa hdstblodagar och kolonier makroskopiskt dverensstimmande med Pasteurella spp.
eller Mannheimia haemolytica renodlades vidare pa blodagar i flera steg. For att pavisa
penicillinresistenta isolat (beta-laktamresistens) ingick odling i ndrvaro av ampicillin genom
att en lapp med ampicillin (10pg, AB BIODISK, Solna, Sweden) lades pd odlingsplattan.
Speciestillhorighet konfirmerades genom att isolat av gramnegativa kockoida stavar med
positiv oxidasreaktion undersoktes med molekyldrbiologisk metod (tRNA-intergenic spacer
PCR) enligt Catry et al. (2004). Sex isolat undersoktes dessutom genom sekvensanalys av 16S
rRNA genen.

For resistensundersokning anvéndes en mikrodilutionsmetod (VetMICL, +/-, SVA, Uppsala,
Sverige). Testade substanser och koncentrationer framgar av Tabell 4. For att klassificera
isolaten i resistenta eller kéinsliga har sk mikrobiologiska brytpunkter anvints. Brytpunkter
angivna i NCCLS (NCCLS 2005), eller, i de fall uppgifter saknas i detta dokument, fran
MARAN-2003 eller SVARM-2001 har anvénts.

Remissuppgifter frdn beséttningarna har sammanstéllts och bearbetas statistiskt (alla resultat
ej klara dnnu).

¢ Resultat

Totalt insamlades 181 faecesprover och 98 nissvabbprover. Véxt av E. coli pavisades i 163
faecesprover (90%) fran 116 besittningar. I 10 % av faecesproverna kunde inte E. coli isoleras
pga overvixt av Proteus. E coli-vixten bedomdes som riklig (n=141), mattlig (n=8) eller
sparsam (n=3). I 66 prover (43 %) vixte E coli i renkultur, medan 86 st (57 %) var i
blandflora. Av isolaten i renkultur var 34 st (62 %) fran kalvar med diarré och 21 (38 %) fran
kalvar utan diarré.

Forekomsten av virulensgener for adhesionsformaga eller toxinproduktion undersoktes hos
163 E coli-isolat, resultatet framgér av Tabell 1. Hos 52 isolat pavisades en eller flera
virulensgener. Hos 5 isolat pavisades gener for bade adhesion och toxin (ETEC). Dessa kalvar
hade diarré, liksom det isolat dér bara F5 (K99) pévisades. Av de 44 isolaten med EAST-gen
kom 31 fran kalvar med diarré (n=98; 31,6 %) och 9 fran kalvar utan diarré (n=46; 19,6 %).

Tarmflorans diversitet undersoktes i 163 E coli-isolat. Diversitetsindex varierade fran 0,000
till 0,938. Medelvirde for kalvar med diarré var 0,424 (n=97) och for kalvar utan diarré 0,445
(n=46). Medelvirde for kalvar i besittningar med god kalvhilsa var 0,452 (n=39), medan
kalvar 1 besdttningar med délig kalvhilsa hade 0,420 (n=124). Statistisk bearbetning av
resultaten pagar.

Tabell 1. Forekomst av virulensgener hos 163 isolat av Escherichia coli fran spadkalvar

Antal  F5 F4 F6  FI18 F41 STa STb LT EAST VT2 VTECI* VIEC2* VLA-

(K99) (K88) (987P) panel*
1 X X X X




4 X X X
1

2 X
44 X
111
6/163 0/163 0/163 0/163 5/163 5/163 0/163 0/163  44/163  3/163 ?/82 2/82 ?/82

* 82 isolat utvaldes. Resultatet ej klart.

Totalt resistensundersoktes 163 isolat av E. coli. Resultatet presenteras 1 Tabell 2 som andel
resistens och fordelning av MIC-vérden. Cirka en tredjedel (35 %) av isolaten var kénsliga {for
alla testade substanser. Tretton, 12 och 9 procent av isolaten var resistenta mot respektive en,
tvd och tre substanser medan 31 procent var resistenta mot fyra eller fler substanser.
Majoriteten (66 %) av de sistnimnda isolaten var resistenta mot streptomycin, sulfa,
tetracyklin och ampicillin férutom andra antibiotika.

Tabell 3 visar andelen resistens nir materialet uppdelats efter kalvens élder, om kalven hade
diarré eller inte samt besittningens anvindning av antibiotika vid behandling av kalvdiarré.

Tabell 2. Fordelning (%) av MIC (mg/L) for 163 isolat av E. coli. samt andel resistenta isolat (%). Skuggade falt
anger de koncentrationer av respektive antibiotikum som testats. Brytpunkter for resistens anges som lodréta
streck.

— % MIC (mg/L)
Antibiotika 00 0370,06 0,12/025 05 1 | 2 | 4 8 16 32 64 128 256 51210242048 >2048
Ampicillin 31.9 | \ 8.0 485 11.7 0.6 1.8 294
Ceftiofur 0.0 0.6 33.7 564 9.2
Kloramfenikol = 6.1 0.6 8.6 76.7 8.0 | (18 43
Enrofloxacin | 8.6 | 16.0 [65.6 55|43 ]49 1206 06 1.2
Florfenikol 0.0 65.6 325 18
Gentamicin 0.0 1239 64.4 104 1.2
Nalidixan 11.7 12 31.3 54.0 1.8 06 25 43 43
Neomycin 5.5 859 74 12 5.5
Tetracyklin | 40.5 | 294282 12 06 0.6 39.9
Streptomycin = 52.1 0.6 12.3 264 49 3.7 (129 11.7|14.1 13.5
Sulfametox.  43.6 393 13.5 3.7 06 18 411
Trimetoprim | 11.7 1344]429 92 106 | 12 11.7

Tabell 3. Andel (%) resistenta isolat av E. coli i relation till forekomst av diarré, till kalvens alder och till bruk av
antibiotika vid behandling av diarré.

Kalven har Kalvens alder DHS-tabletter | Annan antibiotika DHS eller annan
diarré vid diarré in DHS vid diarré| antibiotika vid diarré
e e . 0-3 3-6 >6 . . .
Antibiotika Nej Ja veckor veckor veckor Ja Nej Ja Nej Ja Nej
n=39 | n=124 | n=103 n=20 n=15 n=43 | n=82 n=60 n=62 n=78 n=47
Ampicillin 17.9 36.3 33.0 30.0 13.3 233 | 354 36.7 27.4 28.2 36.2
Ceftiofur 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Enrofloxacin 7.7 8.9 9.7 10.0 0.0 7.0 8.5 5.0 11.3 3.8 14.9
Florfenikol 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Gentamicin 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Kloramfenikol 2.6 7.3 5.8 15.0 0.0 4.7 6.1 33 8.1 2.6 10.6
Nalidixan 12.8 11.3 14.6 10.0 0.0 9.3 12.2 6.7 16.1 6.4 19.1
Neomycin 0.0 7.3 6.8 0.0 0.0 2.3 4.9 33 4.8 2.6 6.4
Streptomycin 359 57.3 51.5 50.0 40.0 442 | 524 51.7 48.4 474 53.2
Sulfametox. 154 52.4 43.7 45.0 20.0 372 | 415 45.0 37.1 38.5 42.6
Tetracyklin 12.8 49.2 44.7 25.0 26.7 349 | 39.0 46.7 30.6 38.5 36.2
Trimetoprim 2.6 14.5 12.6 5.0 0.0 9.3 7.3 11.7 4.8 9.0 6.4

Fran 17 av de 98 ndssvabbarna isolerades Pasteurella-liknande bakterier. Preliminéra resultat
av den molekyldrbiologiska typningen visade att 14 isolat var Pasteurella multocida medan
tre tillhorde genus Acinetobacter. Mannheimia  haemolytica  pavisades inte.
Resistensunderdkning av pasterellaisolaten redovisas 1 Tabell 4.



Tabell 4. Fordelning (antal) av MIC (mg/L) for 14 isolat av Pasteurella spp. samt andel resistenta isolat (%).
Skuggade filt anger de koncentrationer av respektive antibiotikum som testats. Brytpunkter for resistens anges
som lodréta streck.

. . MIC (mg/L)
Antibiotika Yoresistens | 006 012025 05 1 2 4 8 16 32 64 128 >128
Ampicillin 0’ 6 | 8 |
Penicillin-G 0’ \ 12 2
Cefalotin 0' 14 |
Enrofloxacin 0' 14
Erythromycin NR* | 5 6 3
Klindamycin NR* 6 1 7
Spiramycin 433 2 3 3]s
Gentamicin 0! |4 9 1
Neomycin 0? 4 4 2 3 1
Streptomycin NR* 1 5 3 3 2
Tetracyklin 0 13 1
Trim/Sulfa 0' | 14 | |
Kloramfenikol 0' 14 \ |
! Brytpunkt enligt NCCLS; * Brytpunkt enligt MARAN; * Brytpunkt enligt SVARM; * NR = not relevant,
brytpunkt saknas.

I delstudie 2 analyserades fyra tarmpatogena mikroorganismer i 51 faecesprover fran kalvar 0-
7 dagar gamla med akut diarré (30 besittningar med storlek 180 kor i medeltal). Resultatet
redovisas 1 tabell 5. Begreppet ETEC anvinds hir i betydelsen sjukdomsframkallande
formaga hos E. coli och definierar det som forekomst av gener for adhesion plus
toxinproduktion hos ett E. coli-isolat. Fem isolat uppfyller detta krav. De é&r alla isolerade fran
diarrékalvar som dr bara nigra dagar gamla.

Tabell 5. Forekomst av tarmpatogena mikroorganismer i 51 faecesprover fran spadkalvar

Antal rotavirus coronavirus kryptosporidier ETEC

1 X X X
2 X X
6 X X
9 X
5 X
0 X X

13 X
5 X

18/51 8/51 20/51 5/51

¢ Diskussion

Av resultaten fran denna studie vill vi som sdrskilt intressanta framhalla den hdga
forekomsten av tarmpatogena mikroorganismer hos mycket unga kalvar samt den hdga
andelen antibiotikaresistenta E. coli.

Hos kalvar i delstudie 2 var forekomsten av tarmpatogena mikroorganismer overraskande hog
(se tabell 5). Forsoksuppldgget motsvarar nigot av kalvhilsans “worst case scenario”;
eftersom besattningar med hélsoproblem hos mycket unga kalvar utvaldes och kalvar (0-7
dagar) med akut diarré provtogs. Ingen svensk studie av bovin neonatal enterit (kalvdiarré) har
tidigare fokuserat pa problembesittningar med sd unga kalvar. Resultaten indikerar att
kalvhélsoproblemen &r kopplade till forekomst av flera olika tarmpatogena mikroorganismer.
En férekomst hos kalvar med diarré av 15,7 % coronavirus, 39,0 % kryptosporidier och 9,8 %
ETEC ér betydligt hogre dn vad som redovisats i tidigare undersokningar (Viring et al, 1993,
de Verdier Klingenberg & Svensson 1998; Bjorkman et al 2003). Att 35 % av kalvarna
utsondrade rotavirus dr ocksd en hog siffra, men mer jaimforbart med de tidigare studierna. Vi



tolkar resultaten som att saminfektioner hos svenska spddkalvar kan innebédra ett betydande
kalvhélsoproblem.

I Delstudie 1 dr forekomsten av ETEC isolerade fran 0-31 dagar gamla kalvar mycket 1ag.
Detta sagt med reservation for att resultaten frin VLA kan komma att visa annorlunda. I de
fem isolat som kan omfattas av ETEC-definitionen har pavisats gener for F5, STa, F41. F5 ar
internationellt accepterad som den klassiska markoren for ETEC hos kalv. Det forefaller av
véra resultat som att F5 dr en godtagbar markdr dven for ETEC hos svenska kalvar. Detta ar
dock inte hela sanningen. Den hoga forekomsten av EAST-genen (27 %) dr ett intressant
resultat, men statistisk bearbetning for att tolka den kliniska relevansen aterstér.

Tarmflorans sammanséttning (métt som diversitetsindex) visade stor variation mellan olika
kalvar. Inget uppenbart samband mellan kliniska symtom och beséttningens kalvhilsa kunde
visas, men de statistiska berdkningarna ar ej fardiga.

En stor andel av E. coli dr resistenta mot streptomycin, sulfa, tetracyklin eller ampicillin (32-
52 %) (Tabell 2). Andelen resistenta isolat dr av samma storleksordning som i ett material fran
1992-02 baserat pa diagnostiska prover till SVA (SVARM-2002). Men bara cirka hilften av
vad som rapporteras frdn t.ex. Danmark diar 80-90 % av isolaten dr resistenta mot dessa
substanser (DANMAP-2004).

Resultaten kommer att bearbetas statistiskt med Generalised Linear Models. I analysen skall
forekomsten av resistens relateras bl.a. till faktorerna i Tabell 3 men dven till férekomst av
virulensfaktorer. I analysen skall ocksd utvirderas om resistens mot ett visst antibiotikum
innebér okad risk for resistens mot andra substanser, dvs. om resistensen ér kopplad.

Utan en statistisk analys blir utvirderingen vansklig. Men data presenterade i Tabell 3
indikerar att resistens mot streptomycin, ampicillin, sulfa eller tetracyklin &r vanligare hos
isolat fran kalvar med diarré an fran friska kalvar. P4 samma sétt tycks resistens mot dessa
substanser vara vanligast hos isolat fran yngre kalvar. Dessa iakttagelser dverensstimmer
vasentligen med rapporter fran andra lander (Gunn et al., 2003, Hoyle et al., 2004,
DeFrancesco et al., 2004). Det har foreslagits att den hogre forekomsten av resistens hos E.
coli hos unga kalvar inte enbart dr en foljd av selektion genom antibiotikaanvindning utan
delvis beror av att anlag for resistens dr kopplade till egenskaper som okar bakteriens forméga
att kolonisera tarmkanalen hos unga djur (DeFrancesco et al., 2004). Data presenterade 1
Tabell 3 tyder ocksé pa att forekomsten av resistens hos E. coli paverkas av om, och vilka,
antibiotika som ingér i en beséttnings behandlingsrutiner vid diarré hos kalv.

Isoleringsfrekvensen av sjukdomsframkallande bakterier fran ndssvabbarna var forhallandevis
lag, cirka 15 %. Eftersom proverna togs av manga olika provtagare kan den laga
isoleringsfrekvensen bero pa att proverna inte alltid togs pa ett optimalt sitt. Sannolikt togs
provet i manga fall frdn den yttre ndsdppningen och inte, som avsett, frdn nishélans bakre del.
I en liknande undersdkning i1 svenska besittningar isolerades Pasteurella spp. frin en storre
andel, 25-39 %; av uttagna nédssvabbar (Bengtsson och Viring, 2000).

De prelimindra resultaten av den molekyldrbiologiska typningen av bakterier av genus
Pasteurella och Mannheimia tyder pa att den anvdnda metoden (tRNA-intergenic spacer
PCR) kan vara anvindbar dven i rutindiagnostik. Metoden ger storre sdkerhet 1 artbestimning
av dessa bakterier dn de vanligen anvdnda metoderna baserade pd biokemiska tester (Catry et
al.,2004).

Resultatet av resistensundersokningarna tyder pa att Pasteurella spp. fran svenska kalvar i stor
utstrdckning dr kénsliga for de antibiotika som anvinds vid behandling. Resultaten
overensstimmer helt med de frén tidigare svenska undersokningar. I den aktuella
undersokningen pavisades ingen resistens mot beta-laktam antibiotika ss penicillin-G och



ampicillin. Denna typ av resistens har endast pavisats i en svensk besittning (SVARM-2002)
men forekommer 1 t.ex. Tyskland och Nederldnderna hos 2-4 % av Pasteurella multocida och
10-25 % av Mannheimia haemolytica (MARAN, 2004, Wallmann ef al., 2004). Resistens mot
dessa antibiotika innebdr att behandlingen av luftvdgsinfektioner hos kalvar kriver
anviandning av substanser med ett bredare antibakteriellt spektrum vilket leder till ett storre
selektionstryck mot resistens hos ett bredare spektrum av bakterier.

I den aktuella unders6kningen isolerades endast ett fital bakterier av pasteurellatyp. Det gar
darfor inte att med nagon storre sdkerhet uttala sig om resistensldget i stort. Fortsatt
overvakning av resistensldget dr angeldget och kommer att ske inom ramen f6r SVARM-pat,
ett samarbetsprojekt mellan Svenska Djurhdlsovarden och SVA.

Utifrén resultaten i denna studie rekommenderar vi i dagsldget for notkreatursbesittningar
med neonatal enterit:

* Provtagning av 3-5 kalvar med akut diarré for att stélla en etiologisk diagnos
» Undersokning av rotavirus, coronavirus, kryptosporidier och E coli F5 (K99)

= Resistensbestdmning av E coli F5 (K99)-isolat hos spddkalvar med diarré och ev.
behandling med antibiotika enligt resistensmonstret

For terapi vid lunginflammation hos kalv &r penicillin fortfarande forstahandsval.
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= Resultaten kommer att redovisas i artiklar i internationell veterindrmedicinsk tidskrift,
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veterindrer och lantbrukare.
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