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IZVLECEK

Kljuéne besede: edemska bolezen; ustna tekocina; E. coli; prevalenca; biovarnost

Z neinvazivnim vzoréenjem ustne tekocCine tekacev in pitancev smo ugotavljali prevalenco
edemske bolezni v skupno 37 slovenskih intenzivnih rejah. Na podlagi rezultatov RT-PCR
analize glede prisotnosti in koli¢ine nukleinske kisline Stx2e toksina v vzorcih ustne tekoc¢ine
prasic¢ev smo ugotavljali prevalenco edemske bolezni v rejah prasicev. Rezultate vprasalnikov
za rejce smo primerjali s prevalenco edemske bolezni v stirih starostnih kategorijah tekacev in
pitancev ter primerjali prevalenco glede na velikost in vrsto reje, izvor krme, izvajanje
karantene in glede na predhodno prisotnost edemske bolezni v reji. V Sloveniji je 64,9 %
prevalenca edemske bolezni, povzrocene s sevi E. coli, ki izlo¢ajo Stx2e toksin. Rezultati
statisticne analize so pokazali, da je prevalenca edemske bolezni statisti¢no znacilno povezana
z vrsto reje in izvorom krme, ne pa tudi z velikostjo reje, izvajanjem karantene in predhodno
prisotnostjo edemske bolezni. V prihodnje bodo potrebne raziskave, ki bodo doloéile, koliksen
delez edemske bolezni povzroca patotip EDEC in koliko ostali sevi E. coli, ki imajo prav tako

ustrezen virulentni faktor za izlocanje Stx2e toksina.



Ana Trbovc: Ugotavljanje prevalence edemske bolezni iz vzorcev ustne teko€ine tekaéev in odstavljencev |l
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2024. Raziskovalna naloga.

ABSTRACT

Key words: edema disease; oral fluid; E. coli; prevalence; biosecurity

The aim of this study was to assess the prevalence of edema disease in 37 Slovenian commercial
farms by non-invasive sampling of oral fluid from growers and fatteners. Based on the results
of real-time PCR detection of Stx2e toxin in the samples of pigs' oral fluid and the results of
questionnaires, we compared the prevalence of edema disease in four age groups of growers
and fatteners and the prevalence of edema disease depending on the size and type of farm, the
origin of feed, the presence of quarantine and outbreaks of edema disease in the past. In
Slovenia, the prevalence of edema disease caused by E. coli strains capable of producing the
toxin Stx2e is 64.9 %. The results of the statistic analysis have shown that the prevalence is
statistically significantly related to the type of farm and the origin of the feed and is not
statistically significantly related to the size of the farm, the presence of quarantine and edema
outbreaks in the past. Further studies will be needed in the future to access the prevalence of
edema disease caused by EDEC patotypes, and edema disease caused by other E. coli strains

that also have the ability to produce Stx2e toxin.
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Priloga 1: VpraSalnik o edemski bolezni
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SEZNAM OKRAJSAV IN SIMBOLOV

ABI prism — sistem za detekcijo produktov PCR Vv realnem Casu

AE lezije — pritrditvene in izni¢ujoce lezije (ang. attaching and effacing lesions)

AIDA — adhezin, vpleten v difuzno adherenco (ang. adhesin involved in diffuse adherence)
CFU/g — stevilo kolonij bakterij na gram vzorca (ang. colony forming unit per gram)

CT — kolera toksin (ang. cholera toxin)

Ct — stevilo ciklov v PCR reakciji, potrebnih, da fluorescencni signal preseze bazalno vrednost
(ang. cycle threshold)

DEAE — dietilaminoetil (ang. diethylaminoethyl)

dNTP — deoksinukleotidni trifosfati (ang. deoxynucleotide triphosphates)

dUTP — deoksinukleotidni trifosfat z uracilom

EAST 1 — toksin, ki ga izlo¢a podtip enteroagregativne E. coli

E. coli — bakterija Escherichia coli

EDEC — E. coli, ki povzro¢a edemsko bolezen

EHEC — enterohemoragi¢na E. coli

ELISA —encimska imunoabsorbcijska preiskava (ang. Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)
EPEC - enteropatogena E. coli

ETEC — enterotoksigena E. coli

ETT2 — tip 3 sekrecijskega sistema 2 bakterije E. coli (ang. Escherichia coli type 11l secretion
system 2)

EXPEC — ekstraintestinalna patogena E. coli

FAM — fluorescenc¢no barvilo (ang. fluorescein amidites)

FTA — kartice za ohranjanje nukleinske kisline v vzorcu (ang. Flinders Technology Associates)
FUT-1 — gen, ki kodira a-1,2-fukoziltransferazo

GALT - ¢revesno limfati¢no tkivo (ang. gut-associated lymphoid tissue )

Gb4 — glikolipid celicne membrane eritrocitov
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IL-1 —interlevkin 1

IL-6 — interlevkin 6

LPS — lipopolisaharid

LT — termolabilen toksin

PAIs — otocki patogenosti (ang. pathogenicity islands)

PCR — polimerazna verizna reakcija (ang. polymerase chain reaction)

PED - prasi¢ja virusna driska (ang. porcine epidemic diarrhea)

PEDV - virus prasi¢je virusne driske (ang. porcine epidemic diarrhea virus)
PWD - poodstavitvena driska (ang. post-weaning diarrhoea)

Rn — koli¢nik fluorescenénega signala in signala pasivnega referencnega barvila (ang.
normalized reporter value)

ARn — razlika med Rn vrednostjo vzor¢ne reakcije in Rn vrednostjo spodnje meje signala
aparature

ROX — barvilo karboksi-X-rodamin (ang. carboxy-X-rhodamine)

RT-PCR — polimerazna verizna reakcija v realnem ¢asu (ang. real time - polymerase chain
reaction)

ST — termostabilen toksin

STEC —E. coli s sposobnostjo tvorbe shiga toksina (ang. shiga toxin producing E. coli)
Stx2e — shiga toksin tip 2e

TET — fluorescen¢no barvilo tetraklorofluorescin (ang. tetrachlorofluorescein)

TGE — virusno vnetje zelodca in ¢revesja pri prasic¢ih (ang. transmissible gastroenteritis)
TNF-a — tumorski nekrozni faktor alfa (ang. tumor necrosis factor alpha)

VTEC - E. coli s sposobnostjo tvorbe verotoksina (ang. verotoxin producing E. coli)

VT2e — verotoksin tip 2e

PRUREY

respiratory syndrome)

UNG — uracil DNA glikozilaza (ang. uracil DNA glycosylase)
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UTI — infekcija secil (ang. urinary tract infection)

Zn0O — cinkov oksid
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1 UvOD

1.1 ESCHERICHIA COLI

V druzino Enterobacteriaceae, v katero spada Escherichia coli (v nadaljevanju E. coli), so
razvrscene po Gramu negativno obarvane fakultativno anaerobne palicaste bakterije. Kolonije
so lahko gladke, hrapave ali mukoidne. Bakterija ima flagele s premerom 1 pm in dolgo prezivi

v zunanjem okolju z nizko temperaturo in visoko vlago.

E. coli so glede na prisotnost virulentnih faktorjev razdeljene na nepatogene in patogene seve,
razlikovanje med obema skupinama lahko otezuje interpretacijo rezultatov diagnosti¢nih testov
(Fairbrother in Nadeau, 2019). Le manjsi del sevov je patogenih zaradi izloCanja virulentnih
faktorjev. Nekateri sevi imajo virulentne gene v kombinacijah, ki zaenkrat §¢ nimajo znane

povezave z boleznimi, in se lahko obravnavajo kot potencialno patogene (ECL, 2004).

Nepatogeni sevi E. coli predstavljajo 90 % vseh E. coli v ¢revesju toplokrvnih Zivali in so
pomemben del normalne aerobne crevesne mikroflore prasicev. Z gostiteljem vzdrzujejo
komenzalni odnos, Kkjer imata korist tako gostitelj kot bakterija (ECL, 2004; Kaper in sod.,
2004; Fairbrother in Nadeau, 2019; Ramos in sod., 2020; Do in sod., 2022). Patogene E. coli
se od nepatogenih razlikujejo po tem, da imajo adhezijske faktorje za kolonizacijo tankega

Crevesja in vsaj en eksotoksin, kar omogoca nastanek bolezni (Fairbrother in Nadeau, 2019).

Vsem sevom E. coli ne glede na patogenost je skupno, da lahko imajo gene za odpornost na
antibiotike (ECL, 2004). Prav tako lahko dolgo prezivijo v zunanjem okolju z nizko
temperaturo in visoko vlago, zato sta rutinsko ¢iS€enje in dezinfekcija obi¢ajno neucinkovita
(Fairbrother in Nadeau, 2019). Po ¢iS¢enju in dezinfekciji prasiliS¢ z benzalkoniumkloridom,
glutaraldehidom, formaldehidom in D50® (univerzalno razkuZilo za povrSine in opremo) niso

zaznali povecane odpornosti E. coli na razkuzila ali antibiotike (Maertens in sod., 2020).
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1.2 DELITEV E. COLI

Znotraj vrste E. coli obstaja poleg delitve na nepatogene in patogene seve vec razli¢nih
razdelitev na podskupine glede na povrsinske antigene bakterije ali glede na gene, ki kodirajo

virulentne faktorje (Fratamico in sod., 2016; Fairbrother in Nadeau, 2019).
1.2.1 Serotipizacija

Popolna serotipizacija bakterije je klasi¢na metoda razvrstitve z uporabo antiserumov proti
povrsinskim antigenom E. coli in vkljucuje somatski (O ali polisaharid), kapsularni oziroma
mikrokapsularni (K), flagelarni (H) in fimbrijski (F) antigen (Fairbrother in Nadeau, 2019; Baek
in sod., 2023). Sevi E. coli, ki imajo skupen en antigen, se imenujejo seroskupine (ang.
serogroups). Sevi s skupno kombinacijo antigenov se imenujejo serotipi (Fairbrother in Nadeau,
2019). Seroskupine se lahko doloc¢ajo poleg uporabe testa aglutinacije z zaj¢jim antiserumom
proti specificnim povrSinskim antigenom tudi z uporabo PCR reakcije (ang. polymerase chain

reaction) ali drugimi molekularnimi metodami (Byun in sod., 2022).
1.2.2. Virulentni faktorji

Pri razvrstitvi E. coli so danes bolj kot tradicionalna razdelitev na O in H serotipe v uporabi
virulentni faktorji. Virulentni faktorji ali faktorji virulence so geni, ki kodirajo patogene
lastnosti in so neposredno povezani s patogenezo bolezni. Imajo jih samo patogeni sevi E. coli.
Uporabljajo se za diagnostiko z molekularnimi metodami. V razli¢nih kombinacijah dolocajo

patotipe glede na mehanizme virulence (Fairbrother in Nadeau, 2019).

Najpomembnejsi patotipi pri prasicih so enterotoksi¢ni patotip (ETEC), verotoksi¢ni patotip
(VTEC ali STEC), enteropatogeni patotip (EPEC) in ekstraintestinalni patogeni patotip
(EXxPEC). STEC patotip se deli na podskupino patotipov, ki povzroc¢ajo edemsko bolezen in
fatalni Sok (EDEC), ter na podskupino enterohemoragi¢nih patotipov (EHEC). Patotip ETEC
izlo€a najmanj en enterotoksin, ki povzroc¢a sekretorno diarejo prasSi¢ev. Enterotoksini so lahko
termolabilni (LT) ali termostabilni (ST). Obstaja tudi delitev na virotipe na podlagi kombinacij
virulentnih faktorjev za posamezen izolat (Fairbrother in Nadeau, 2019; Byun in sod, 2022,
Pokharel in sod., 2023). Edemsko bolezen torej povzroca patotip STEC z virotipom
Stx2e:F18ab:(AIDA) in hemolizin pozitivnimi O serotipi 138, 139 in 141 (ECL, 2004). AIDA

(ang. adhesin involved in diffuse adherence) je avtotransportni glikozilirani protein na zunanji
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membrani, ki sodeluje pri pritrjevanju bakterije na gostiteljsko celico (Charbonneau in Mourez,
2008).

1.3 PATOGENI SEVI E. COLI

Patogeni sevi E. coli pri prasic¢ih povzrocajo razli¢na bolezenska stanja, ki so odvisna od starosti
okuzenega gostitelja. Ekonomsko najpomembnejse oblike so neonatalna driska, driska sesnih
pujskov ter poodstavitvena driska ali poodstavitvena entericna kolibaciloza (PWD, ang. post-
weaning diarrhoea) in edemska bolezen (ang. oedema disease), ki se pojavita v istem starostnem
obdobju, to je po odstavitvi (Luppi, 2017; Fairbrother in Nadeau, 2019; Byun in sod., 2022).
Pri ostalih kategorijah se pri posameznih prasi¢ih pojavljajo z E. coli povzro¢ene infekcije secil
(UTI oziroma ang. urinary tract infection), mastitis-metritris-agalakcija sindrom (MMA),

septikemija in poliserozitis ter driske pri starejsih zivalih (Fairbrother in Nadeau, 2019).

Patogene E. coli se od nepatogenih razlikujejo po tem, da imajo adhezijske faktorje za
kolonizacijo tankega ¢revesja in vsaj en eksotoksin. E. coli povzroc¢a v obdobju po odstavitvi
dve klini¢ni sliki. Prva izmed njiju je poodstavitvena driska, ki jo povzroc¢a patotip ETEC z
enterotoksini, pri ¢emer funkcijo adhezina opravljata obi¢ajno fimbrijski adhezin F4 ali F18, v
manjs$i meri pa jo lahko povzroca tudi patotip EPEC brez posebnih virulentnih faktorjev.
Poodstavitvena driska, ki se pojavi 2-3 tedne po odstavitvi, povzroca drisko in visok pogin
(Luppi, 2017; Fairbrother in Nadeau, 2019). Drugo klini¢no sliko, edemsko bolezen, povzro¢a
patotip STEC, ki izlo€a toksin Stx2e. Slednji pri prehajanju v krvni obtok Zivali poskoduje stene
krvnih Zil, zato nastane makroskopsko viden edem razli¢nih lokacij telesa, klini¢ne Zivéne

znake pa povzro¢a edem mozganov (Fairbrother in Nadeau, 2019; Berger in sod., 2023).

Okuzbe s patogenimi sevi E. coli v reji prasi¢ev povzroc¢ajo velike ekonomske izgube zaradi
visoke obolevnosti in smrtnosti. Bolni praSi¢i bistveno slabSe priras¢ajo zaradi driske ali
centralnih motenj, ki jih povzroca edemska bolezen, v nekaterih primerih pa je vzrok
kombinacija obeh oblik edemske bolezni. K visokih stroSkom pripomore tudi nakup vakcin in
prehranskih dodatkov (Verdonck in sod., 2003; Fairbrother in Nadeau, 2019; Nguyen in sod.,
2016; Byun in sod., 2022).

PRURES

medtem ko ima lahko patotip EDEC kot podskupina STEC, ki povzroca edemsko bolezen,
poleg STx2e oziroma VT2e toksina tudi fimbrije podtipa F18ab ali F18ac. Crevesje prasi¢ev
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kolonizira patotip EDEC s fimbrijskim adhezinom F18, ki se veze na komplementarne
sluzni¢ne receptorje tankega Crevesja od sredine jejunuma do ileuma (Fairbrother in Nadeau,
2019). Slednji se niso povsem identificirani in raziskani za razliko od receptorjev za fimbrijske
adhezine 4. Znano je le, da so F18 receptorji pomembni za nastanek edemske bolezni in da je
dovzetnost kolonizacije prebavil s patotipom F18 EDEC uravnana z dominantnim alelom ter
zavrta z recesivnim alelom (Frydendahl in sod., 2003). Ta alela se nahajata na lokusu na
kromosomu 6 v blizini lokusa za dovzetnost praSiCev za stres. Dovzetni prasi¢i so nosilci
dominantnega alela, odporni prasi¢i pa vsaj enega recesivnega alela. Dovzetnost za bolezen je

odvisna tudi od FUT1 gena, ki kodira alfa(1,2)-fokuzil transferazo (Bao in sod., 2011).

1.4 EDEMSKA BOLEZEN

1.4.1 E. coli kot povzrociteljica edemske bolezni

Edemsko bolezen pri prasic¢ih najpogosteje povzroca patotip STEC s fimbrijskim adhezinom
F18 (ECL, 2004), ki obstaja v podtipih F18ab (86 % podtipov) in F18ac, ali s fimbrijskim
adhezinom AIDA, ki izloca toksine shiga toksin 2e (Stx2e) ter verotoksin 2e (VT2e), EAST1
(enteroagregacijski toplotno stabilni enterotoksin 1) in alfa-hemolizin. Spada v O seroskupine
0138, 0139, 0141 in O147 (Taylor, 2013; Fairbrother in Nadeau, 2019; Byun in sod., 2022;
Berger in sod., 2023).

Diagnostiko in zdravljenje otezujejo meSane okuzbe z razli¢nimi patotipi E. coli. Okuzba s
patotipom ETEC s fimbrijskim adhezinom F4 povzroca enteri¢no kolibacilozo in Sok pujskov
pred ali po odstavitvi. ZabeleZene so hkratne okuzbe s F18 STEC in F4 ETEC, kjer so zaznavni
klini¢ni znaki ter posmrtne najdbe, povezane tako s poodstavitveno drisko kot z edemsko
boleznijo, in hkratne okuzbe s F18 ETEC in F4 ETEC (Prager in sod., 2004; Fairbrother in
Nadeau, 2019).

Virulentni geni E. coli se lahko nahajajo na plazmidih, v bakteriofagih, transpozonih (odseki
molekule DNA, ki se premikajo z enega mesta v genomu na drugo mesto znotraj istega
kromosoma ali med razli¢énimi kromosomi) in otockih patogenosti (ang. PAIs ali pathogenicity
islands), in se lahko prenesejo na nove seve bakterij. To vodi v nastanek novih kombinacij
virulentnih faktorjev (Kaper in sod., 2004), zato lahko klini¢ne znake edemske bolezni povzroci
tudi okuzba z enterotoksi¢nimi patotipi E. coli (ETEC), ki izlo¢ajo verotoksin, ali pa slednjega

v kombinaciji z drugimi enterotoksini izlo¢ajo drugi sevi E. coli (Taylor, 2013). Na plazmidih
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so lahko geni za enterotoksine, fimbrije in pile. Bakteriofagi so prenasalci gena za Stx toksin,
na otockih patogenosti so zapisi za AE lezije (lezije, ki nastanejo zaradi pritrjanja E. coli na
sluznico cCrevesja, ki mu sledi unicenje SCetkastega obrobka in izpostavitev apikalne
membrane); pri patotipu EXPEC se zapisi za hemolizin, citotoksine in fimbrije nahajajo na

kromosomih. Plazmidni prenos je in vivo prisoten izjemno redko (Fairbrother in Nadeau, 2019).

Zaradi prenosa virulentnih faktorjev med bakterijskimi sevi znotraj vrste lahko verotoksicne
linije E. coli hkrati z verotoksinom izloc¢ajo tudi enterotoksin, ki pri prizadetih zivalih povzroca
drisko in kataralni enteritis. Problemati¢ni serotipi so O139:K12:H1, O138:K81:NW,
0141:K85ab H4 in 0141 K854, cH4 (Taylor, 2013).

1.4.2 Epidemiologija edemske bolezni

Edemska bolezen se v rejah prasi¢ev pojavi v starosti 4-8 tednov (Taylor, 2013) oziroma v
starosti od 4—12 tednov (Yoshimura in sod., 2023) oziroma v povprecju deset dni po odstavitvi
sesnih pujskov, v nekaterih primerih pa lahko tudi kasneje (Fairbrother in Nadeau, 2019).
Edemska bolezen in poodstavitvena driska se pojavljata v istem starostnem obdobju. Tekaci se
vec¢inoma okuzijo peroralno (Fairbrother in Nadeau, 2019; Byun in sod., 2022). Eden izmed
razlogov za razmnoZevanje patogenih sevov E. coli je upad maternalnih protiteles (Fairbrother
in Nadeau, 2019), drugi pa neustrezna sestava krme za tekace, ki vsebuje preve¢ ogljikovih
hidratov in beljakovin. TakSen obrok je energetsko zelo bogat in povzro¢i neravnovesje v
fizioloski ¢revesni mikroflori, kar vodi v razmnozitev patogenih sevov bakterij, med njimi tudi

E. coli.

Prizadeti so posamezni prasi¢i v boksu ali celotna skupina z incidenco od 10 do 30 % v
posamicnih rejah po celem svetu (Taylor, 2013). Bolezen se obicajno pojavlja sporadi¢no ali v
manjsih izbruhih v specifi¢nih starostnih skupinah prasicev. Pogin je med 50 in 90 % (Casanova
in sod., 2018; Fairbrother in Nadeau, 2019), ponekod pa lahko doseZe tudi 100 % populacije
tekaCev. Poleg tekacev in pitancev lahko izredno redko zbolijo tudi svinje; pogosteje pri
krmljenju krme z visoko vsebnostjo beljakovin in brez prehranskih dodatkov (Taylor, 2013),
kot so oves kot vir prehranske vlaknine, organski ali anorganski zakisljevalci vode ali krme,
cinkov oksid in plazemske beljakovine (Neumann in sod., 2020). Dejavnik, ki poleg prisotnosti
enteri¢nih receptorjev za fimbrijske adhezine, odsotnosti maternalnih protiteles v kolostrumu

in mleku, tipa obroka ter pogostosti hranjenja vpliva na povzroditelje edemske bolezni, je tudi
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prisotnost morebitnih drugih ¢revesnih patogenov, kot so na primer Rotavirusi (Neumann in
sod., 2020).

1.4.3 Nacini okuzZbe in patogeneza edemske bolezni

Mozen je prenos patogenih sevov E. coli neposredno s praSi¢a na praSi¢a z aerosolom ali
posredno preko kontaminiranega zivljenjskega okolja, kontaminirane vode in krme, prevoza ali
preko drugih zivalskih vrst. Pomemben vir fekalno-oralne infekcije so kontaminirani
odstavitveni boksi ali prasilis¢a. Peroralno zauzite bakterije E. coli kolonizirajo ¢revo in se
razmnozijo do 10° CFU/g. Za nalezljive patotipe veljajo ETEC, EDEC in EPEC.

Po peroralni okuzbi se bakterije serotipov O138, 0139, O141 in O147 v treh do Sestih dneh
pritrdijo na vrhove in strani resic distalnega jejunuma ter ileuma, ki jih kolonizirajo (Fairbrother
in Nadeau, 2019). S fimbrijskima adhezinoma F18ab in F18ac se pritrdijo na F18 receptorje
S¢etkastega obrobka iz diferenciranih epitelijskih celic in se namnozijo (Coddens in sod., 2009;
Taylor, 2013; Fairbrother in Nadeau, 2019). Slednji so pod vplivom individualno variabilne
genetske regulacije, zato so nekateri prasici na bolezen odporni (Coddens in sod., 2009; Taylor,
2013). Na ¢revesnih resicah v srednjem delu jejunuma obolelih prasic¢ev je okoli Stiri milijarde
patogenih E. coli; najve¢ teh bakterij kolonizira tanko ¢revo dva dni po peroralni okuzbi in pred

pojavom klini¢nih znakov edemske bolezni (Taylor, 2013).

Kolonizacija ¢revesja s patotipom F18 STEC doseze vrh 3—5 dni po okuzbi in poteka pocasneje
kot pri okuzbi s F4 ETEC, kjer je vrh Ze 2 dni po okuZzbi. Toksin Stx2e se absorbira v sistemsko
cirkulacijo in povzro€i poskodbe endotelija krvnih Zil ter celic tarénih organov. Vezava toksina
na Gb4 (glikolipidni povrsinski receptor na eritrocitih, ki sluzi kot vezavno mesto za verotoksin
ob toksemiji) eritrocitov povzroci podaljSano izpostavljenost toksinu. Slednjega dokazemo z
imunoloSkimi metodami v vzorcu endotelija malih Zil prebavil in membrane resic enterocitov
in bazicitov. V normalnih pogojih absorpcija toksina iz ¢revesnega lumna ne poteka, saj poleg
same prisotnosti toksina patogenezo omogoci predvsem stopnja crevesne prepustnosti.
Selektivnost celicne prepustnosti v ¢revesju je v primeru edemske bolezni, Se posebej pa
multifaktorielnih gastrointestinalnih obolenj, prizadeta zaradi pretirane namnozitve patogenih
sevov bakterij, ki izlo¢ajo razli¢ne toksine. V krvni obtok se zato absorbira veliko toksina, ki
se ne nahaja neposredno v krvni plazmi, temvec se veze na Gb4 eritrocitov ter se raznese do

ostalih obcutljivih tkiv. Drugi dejavnik, ki vpliva na koli¢ino absorbiranega toksina, je
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individualna predispozicija prasica (Matise in sod., 2003). Nekateri sevi patotipa EDEC
prehajajo skozi prebavila v mezenterialne bezgavke in tam izloc¢ajo toksin Stx2e, ki se na tej
lokaciji tudi absorbira (Fairbrother in Nadeau, 2019). Blago povecana prepustnost stene krvnih
zil zaradi degenerativne angiopatije malih arterij in arteriol omogoca nastanek transudata z
nizko vsebnostjo beljakovin, kar vodi v nastanek makroskopsko vidnih edemov (Fairbrother in
Nadeau, 2019; Berger in sod., 2023).

Nastali verotoksin se med toksemijo absorbira v razli¢ne celice in tkiva, vklju¢no z gladkimi
sintezo beljakovin. To povzroci angiopatijo submukoze krvnih zil in povi$an krvni tlak (Kaper
in sod., 2004; Taylor, 2013; Fairbrother in Nadeau, 2019). Prve lezije so zaznavne dva dni po
okuzbi in vkljucujejo otekanje in vakuolizacijo endotelija krvnih zil, subendotelialno odlaganje
fibrina, perivaskularni edem, nastanek mikrotrombov, odmiranje tunice medie, proliferacijo
endotelija, lahko pa tudi poSkodbe submukoznega Zivénega pleteza. Posledice perivaskularnih
lezij v centralnem zivénem sistemu so makroskopsko vidne kot obrazni edem in centralne
motnje (Taylor, 2013; Fairbrother in Nadeau, 2019). Klini¢éna znamenja sistemske absorpcije
toksina Stx2e iz Crevesja pri okuzbi s patotipom EDEC so enaka kot pri eksperimentalni
Kilogram telesne mase zivali, dvakrat vecji odmerek pa je letalni odmerek za prasice (Taylor,

2013).

Pri meSanih okuzbah z ETEC tvorijo bakterije ob stiku s ¢revesno sluznico enterotoksine, ki
spremenijo razmerje med vodo in elektroliti v tankem Crevesju. To pospesi ¢revesno sekrecijo
in vodi v dehidracijo, metabolno acidozo in pogin. Enterotoksini, ki jih izlo¢ajo sevi iz patotipa
ETEC, so ST a/b, LT in EAST-1, ki se pojavijo tudi pri edemski bolezni, povzroceni z bakterijo
z F18:Stx2e (Fairbrother in Nadeau, 2019; Byun in sod., 2022).

Fatalni Sok je oblika okuzbe z E. coli, ki jo povzrocajo F4 ETEC ali Stx2e toksin-proizvajajoci
sevi, ki so povezani z edemsko boleznijo. Potek bolezni je tako hiter, da prasi¢i poginejo zaradi
Soka Se pred pojavom driske ali cerebralnega edema. Zaradi sprostitve velike koli¢ine LPS
kolonizirajo¢ih ETEC, ki vsebujejo lipid A, se ob mnozi¢ni agregaciji in degranulaciji
nevtrofilnih granulocitov sintetizira ter sprosti velika koli¢ina mediatorjev vnetja.

Najpomembne;jsi za nastanek klini¢nega obolenja so TNF-a, IL-1 in IL-6. Produkti vnetja
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poskodujejo Zilni endotelij in povzrocijo izgubo tekocine, hipovolemicni Sok in modulacijo

koagulacije, odlaganje fibrina ter nastanek krvnih strdkov (Fairbrother in Nadeau, 2019).
1.4.4 Klini¢na znamenja edemske bolezni

Edemska bolezen se v reji ve¢inoma pojavi v prvih tednih po odstavitvi, in sicer sporadi¢no ali
v perakutnih izbruhih z nenadnim poginom brez opaznih klini¢nih znamenj (Fairbrother in

Nadeau, 2019; Berger in sod., 2023).

Klini¢no najbolj znacilen je akuten potek bolezni. V zacetni fazi je zaradi edema glasilk prisoten
znacdilen cvile¢ glas; rektalna telesna temperatura je sprva povisana do 40 °C, nato pa se zniza
na fizioloske meje. Rejci najprej opazijo nenaden pogin med tekaci, ki so v najboljsi kondiciji,
prezivele obolele zivali pa v rasti zaostajajo za vrstniki in kazejo znacilna klini¢na znamenja
obraznega edema, zlasti vek in Cela, ter razlino stopnjo prizadetosti centralnega Zivénega
sistema, lahko se pojavita tudi driska ali zaprtje. Lezije centralnega Zivénega sistema se navzven
kazejo z otopelostjo, slepoto in tis€anjem glave v stene, kasneje, Se posebej ob hranjenju,

moteno koordinacijo gibanja in izgubo ravnotezja.

Kasneje se pojavita pareza in paraliza. Prasi¢i obleZijo v bo¢nem polozaju in veslajo z nogami,
¢emur sledita koma in pogin v 4-36 urah po pojavu prvih klini¢nih znamenj bolezni. Prasici
lahko popolnoma okrevajo ali ostanejo paralizirani. Slednje je treba ob mocno prizadeti
zmoznosti hoje evtanazirati. (Cornick in sod., 2000; Taylor, 2013; Berger in sod., 2023).

Klini¢ni znaki v ¢redi so prisotni 414 dni, sledi okrevanje ali pogin; pogosta je rekurenca.

Pri blagi obliki bolezni se pojavita podkoZni edem in srbez. Slednji izzveni v primeru, da prasi¢
okreva. Pri posami¢nih prasi¢ih v terminalni fazi se lahko pojavijo tudi dispneja, smrcanju

podobni zvoki ob dihanju, in vodena driska s strdki sveze krvi (Fairbrother in Nadeau, 2019).

Pri subklinicnem poteku bolezni lahko najdemo lezije krvnih Zil, ki eksperimentalno
povzrocajo zavrto rast (Fairbrother in Nadeau, 2019; Leneveu in sod., 2019; Berger in sod.,
2023) pri odstavljenih prasicih s telesno maso 8—30 kg (Leneveu in sod., 2019; Berger in sod.,
2023).

Kroni¢na oblika se pojavi pri manjSem Stevilu praSiCev, ki okrevajo po akutni edemski bolezni
ali poodstavitveni driski, ki so jo povzrocili sevi, ki izlo¢ajo tudi Stx2e. Pojavi se stanje, ki je

bilo pred ugotovitvijo povezave z edemsko boleznijo imenovano cerebrospinalna angiopatija,
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in se kaze z razli¢nimi zivénimi znaki, kot so krozenje, trzanje z glavo in atrofija misic okon¢in

s progresivno Sibkostjo. Redko je viden tudi subkutani edem.

Obstaja tudi atipicna oblika edemske bolezni, kjer se pojavlja terminalna krvava driska

(Fairbrother in Nadeau, 2019).

Ena izmed najnevarnejsih oblik okuzbe z E. coli je fatalni Sok. Poleg F4 ETEC jo povzrocajo
tudi z edemsko boleznijo povezani sevi E. coli, ki izlo¢ajo toksin Stx2e. Gre za enteri¢no
kolibacilozo, Ki ji sledi $ok; pojavi se pri mladih pujskih pred ali po odstavitvi. Infekcija poteka
tako hitro, da prasSici poginejo Se pred pojavom mozganskega edema (Fairbrother in Nadeau,

2019).
1.4.5 Patoanatomske, patohistoloSke in patocitoloske lezije

Na patoloskih sekcijah so poginjeni prasic¢i obi¢ajno v dobri kondiciji in imajo poln zelodec
sveze suhe krme (Taylor, 2013; Fairbrother in Nadeau, 2019). Redko je opazna cianoza koze
(Taylor, 2013). Pri nenadnem poginu vidimo edem vek in obraza ter patognomoni¢en znak
edemske bolezni, in sicer edem velike krivine Zelodca med sluznico in misi¢no plastjo oziroma
zelatinozni submukozni edem kardije zelodca ali fundusa, ki je lahko komaj opazen ali pa
dosega debelino do 2 cm (Fairbrother in Nadeau, 2019; Miller in Porter, 2021). Pogoste najdbe
so tudi Zelatinozni edem kolonovega oporka (Taylor, 2013; Fairbrother in Nadeau, 2019; Miller
in Porter, 2021), v€asih tudi mezenterija tankega Crevesja in Zol¢nika (Fairbrother in Nadeau,
2019; Miller in Porter, 2021), grla ter kapsule ledvic (Taylor, 2013; Fairbrother in Nadeau,
2019; Miller in Porter, 2021). Vidna je tudi bistra serozna teko¢ina z malo fibrina v perikardu,
plevralni in peritonealni votlini ter ishemija ledvi¢ne skorje in kongestija sredice ledvic (Taylor,
2013; Fairbrother in Nadeau, 2019), pa tudi edematozne ter polnokrvne bezgavke kolona in
mezenterija (Kanengoni in sod., 2017; Fairbrother in Nadeau, 2019). Ob prisotnosti enteritisa

lahko edem po poginu prasicev izgine in na sekciji ni viden (Taylor, 2013).

Tanko ¢revo je prazno, kolon pa je lahko blago napolnjen ali obstipiran. Vidne so razli¢ne
stopnje pljuénega edema. Znacilna je nepopolna sublobarna kongestija plju¢, mozne so
posamic¢ne epikardialne ali endokardialne petehije, ki so podobne petehijam pri bolezni
murvastega srca, a pri slednji za razliko od edemske bolezni segajo v miokard. Nekateri prasici
razvijejo hemoragi¢ni gastroenteritis. V tem primeru so vidni edem kardije, sluznice spodnjega

dela tankega Crevesja in zgornjega dela debelega Crevesja, kjer so tudi obseZzne krvavitve. Pred
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poginom je pri takih prasi¢ih opazna vodena driska s krvnimi strdki (Fairbrother in Nadeau,

2019).

Pri atipi¢ni obliki edemske bolezni najdemo hemoragi¢ne lezije kardialne regije zelodca,
ileuma in debelega crevesja. Akutni hemoragi¢ni gastroenteritis se pojavi tudi ob
eksperimentalni aplikaciji visoke doze toksina Stx2e. Primarno se pojavi nekroza malih arterij
in arteriol, ki vodi v luminalno krvavitev, sekundarno pa epitelialna nekroza (Fairbrother in
Nadeau, 2019).

Pri fatalnem Soku so makroskopsko vidni minimalni klini¢ni znaki, kot je cianoza ekstremitet,

lahko pa tudi rumenkasta ali rjavkasta driska (Fairbrother in Nadeau, 2019).

Na patohistoloskih rezinah tkiva je viden edem stene Zelodca in mozganov, kjer so poudarjeni
perivaskularni prostori. Ob kroni¢nem obolenju patologi najdejo encefalomalacijo, hialino
degeneracijo in fibrinoidno nekrozo arterij in arteriol, lahko tudi proliferativno angiopatijo, ¢e
pogin ni bil takojSen. Spremembe so lahko zaznavne tudi pri subklini¢no bolnih zivalih (Taylor,
2013). Mikroskopsko zaznavne lezije v zgodnjem poteku edemske bolezni obsegajo
neenakomerne plasti bakterij, pritrjenih na sluznico distalnega dela jejunuma in ileuma. Glavna
znaka bolezni sta degenerativna angiopatija malih arterij in arteriol ter edem okoliskih tkiv.
Pogosto so vidne spremembe arterij mezokolona ob bezgavkah mezokolona (Fairbrother in
Nadeau, 2019). Spremembe krvnih Zil so bolje vidne pri subkliniénem poteku bolezni in pri
prebolevnikih akutnega poteka, kjer so lahko spremenjeni le segmenti krvnih Zil (Matise in sod.,

2000; Fairbrother in Nadeau, 2019).

v w

kar nakazujejo piknoticen in kariorekticen jedrni debris (Matise in sod., 2000) ter hialine
spremembe citoplazme ter fibrinoidni depoziti v nekaterih spremembah Zilne stene. Pri
akutnem poteku edemske bolezni po eksperimentalni okuzbi se je pojavil edem mehkih
mozganskih ovojnic in perivaskularnih prostorov mozganov (Fairbrother in Nadeau, 2019;
Miller in Porter, 2021) ter nekroza endotelijskih celic v mozganih (Casanova in sod., 2018).
Spremembe sten krvnih Zil moZzganov so lahko obkrozene z eozinofilnimi PAS + kapljicami,
starejSe lezije pa nakazujejo na proliferacijo tunice adventitie in tunice medie krvnih zil.
Opaznih tromboz obi¢ajno ni (Fairbrother in Nadeau, 2019). Ob hemoragi¢nem gastroenteritisu

so prisotne spremembe krvnih zil, ki so podobne ¢loveskemu hemoragi¢nemu kolitisu ob
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okuzbi z EHEC, in sicer oteklina, vakuolizacija in proliferacija endotelnih celic,
subendotelialno odlaganje fibrina, nekroza tunike medije, perivaskularni edem in mikrotrombi.
Prebolevniki edemske bolezni imajo multifokalno encefalomalacijo na obmocju mozganskega
debla in ob spremembah krvnih zil, ki je najverjetneje posledica ishemije. Kot pri ostalih
obolelih prasicih so tudi tu prisotne tipi¢ne lezije malih arterij in arteriol (Fairbrother in Nadeau,

2019; Miller in Porter, 2021).

Na patoanatomski sekciji prasicev s fatalnim Sokom je opazna omejena kongestija tankega
¢revesja in stene Zelodca ter s krvjo pomesSana vsebina prebavil. Mikroskopsko je zaznavna
kongestija sluznice Zelodca in tankega ¢revesja zaradi mikrovaskularnih fibrinskih trombov. Na
preparatih ¢revesja sta v tezkih primerih edemske bolezni opazni nekroza ¢revesnih resic z
omejeno infiltracijo nevtrofilnih granulocitov in ob¢asno krvavitve lamine propriae jejunuma

in ileuma (Fairbrother in Nadeau, 2019).
1.4.6 Prirojena in pridobljena imunost

Prasici lahko aktivno humoralno imunost proti edemski bolezni pridobijo z naravno okuzbo ali
s cepivi, ki vsebujejo povrSinske antigene verotoksi¢ne E. coli ali njihove dele. Pasivno
humoralno imunost pridobijo pujski s kolostrumom mater ali z zauzitjem ali parenteralno
aplikacijo protiteles iz hiperimunega seruma ali krvne plazme praSicev, ki so bolezen ze

preboleli (Fairbrother in Nadeau, 2019).

Okuzeni in oboleli tekaci pridobijo lokalna sluznicna sekretorna protitelesa imunoglobulinov
razreda M proti F18 in F4 E. coli. Kasneje se pojavijo tudi protitelesa imunoglobulinov razreda
A. Po podatkih iz razli¢nih raziskav obstaja razli¢na stopnja navzkrizne zasc¢ite med protitelesi
proti fimbrijskem adhezinu F18ab in F18ac. PraSi¢i, ki prezivijo naravno okuzbo, imajo v
manj$i meri tudi zaSCitna protitelesa proti podenoti B toksina Stx2e, ki so zaznavna z ELISA
testom (Taylor, 2013; Fairbrother in Nadeau, 2019). Eksperimentalna aplikacija toksoida Stx2e
je prasice ucinkovito zascitila pred pojavom edemske bolezni ob eksperimentalni okuzbi

(Fairbrother in Nadeau, 2019).

1.4.7 Diagnostika edemske bolezni
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Sum edemske bolezni se postavi na podlagi anamneze, klinicnih znamenj in patoloskih ter
patohistoloSkih preiskav poginjenih praSi¢ev. Nenaden pogin odstavljencev in poviSana
temperatura, subkutani edem vek in obmoc¢ja nad frontalnimi kostmi, klini¢na znamenja motenj
centralnega zivenega sistema, kot sta delna ataksija in zanaSanje pri hoji, ter nekrvava driska
prezivelih obolelih prasi¢ev so anamnesti¢ni podatki, ki napeljejo na sum edemske bolezni,
prav tako velika vsebnost beljakovin in ogljikovih hidratov v obroku, krmljenje ad libitum in
slaba tehnologija reje ter nezadostni biovarnostni ukrepi, kar omogoca vnos in obstanek
verotoksi¢ne E. coli v reji. Ce se je huda driska pojavila pred ostalimi klini¢nimi znaki, je edem

pogosto odsoten (Fairbrother in Nadeau, 2019).

Do kon¢ne diagnoze edemske bolezni vodijo tipi¢ne lezije, opisane v prej$njih poglavjih,
pozitivna bakterijska kultura na mikrobioloskem gojis¢u, dokaz vzroéne E. coli in potrditev
dolocenega faktorja virulence. Danes se virotipizacija bakterij uporablja pogosteje kot

serotipizacija (Frydendahl in sod., 2001; Fairbrother in Nadeau, 2019; Barth in sod., 2021).

Za vzoréenje edemske bolezni se pri Zivih prasicih najpogosteje uporablja feces odstavljencev,
ki naj bi imel najvi§jo vsebnost patogenih E. coli sevov (Barth in sod., 2021; Berger in sod.,
2023). Vzor¢i se lahko tudi rektalni bris ali pa se uporabi skupinski vzorec fecesa v boksih pri
vzor¢enju z obujki ali ustno tekocino obolelih prasSi€ev, pridobljeno z oZemanjem bombaznih
vrvi, ki so bile obesene v boksih. Vsi nasteti postopki sodijo med neinvazivne nacine vzoréenja
in se nadaljnje uporabijo za nasaditev na bakterioloska gojis¢a ter molekularne preiskave.
Preiskava je smiselna v primeru, da prasici v ¢asu odvzema vzorcev niso prejemali antibiotikov.
Najuporabnejsi so vzorci, odvzeti akutno bolnim prasic¢em z najbolj izrazenimi klini¢nimi

znamenji bolezni, in sicer v prvih dneh po okuzbi.

Pri poginjenih prasicih se vzorc¢i bris ¢revesne sluznice distalnega jejunuma, ileuma ali kolona.
Vzorce je treba pri poginjenih ali evtanaziranih prasi¢ih vzeti ¢imprej, sicer gojisS¢e prerastejo
ostale bakterije iz ¢revesne mikroflore. Vzorci naj bodo pred preiskavo skladis¢eni v sterilnih
ohlajenih posodah s temperaturo 4-6 °C ali zamrznjeni, optimalen ¢as transporta do laboratorija
je 3 ure. V kolikor je predviden transport daljsi od 24 ur, je priporocljiva uporaba transportnega
gojisca po Stuartu (Barth in sod., 2021).

Bakterijska kultura tankega Crevesja se uporablja za diagnostiko okuzbe s patotipom ETEC, ki

je glavni povzrocitelj edemske bolezni pri divjih prasi¢ih (Petit in sod., 2020), kulturi tankega
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¢revesja in kolona pa za diagnostiko edemske bolezni pri domacih prasi¢ih in okuzbe s
patotipom EPEC, kjer po inkubaciji zraste obi¢ajno (skoraj) Cista kultura hemoliti¢ne E. coli v
primeru edemske bolezni ali nehemoliticne E. coli v primeru rasti EPEC kulture. Prisotnost
hemolize izklju¢i okuzbo z EPEC in nekaterimi F4-ETEC ter vodi v postavitev suma na

diagnozo edemske bolezni in poodstavitvene driske (Fairbrother in Nadeau, 2019).

Ker vecina izolatov iz patotipa EDEC izloc¢a a-hemolizin, se za izolacijo povzrocitelja edemske
so sorbitol MacConkey agar, agar po Drigalskem, Gassner ali Hektoen agar. E. coli iz skupine
serotipa O157:H7 niso bile sposobne fermentirati sorbitola, zato je bil sorbitol MacConkey agar
ucinkovit za razlikovanje sumljivih kolonij od nesumljivih. Danes se v klini¢ni praksi pojavljajo
tudi posamezni sevi iz tega serotipa, ki so sposobni fermentirati sorbitol (imenovani sevi SF-
0157), zato ta biokemijski test izgublja pomen (Barth in sod., 2021).

Tezave pri interpretaciji rezultatov se pojavijo ob dokazovanju subklini¢ne edemske bolezni,
kjer gre za meSano infekcijo s hemoliti€énimi in nehemoliti¢nimi patotipi ETEC, in pri meSanih
infekcijah edemske bolezni v kombinaciji z drisko, ki so danes vse pogostejSe. Pri starejSih
prasi¢ih s subklini¢énim ali kroni¢nim potekom edemske bolezni je bakterijska kultura manj
pomembna, ker patotip EDEC ob pojavu klini¢nih znakov ni ve¢ dominanten sev v prebavnem
sistemu in je lahko Stevilo bakterij iz tega patotipa na gojiS¢u manjse. Negativen bakterioloski
test na patotip EDEC zato ne izkljuCuje edemske bolezni. Diagnozo se postavi na podlagi
znakov kroni¢ne angiopatije in fokalne encefalomalacije, kar v vecini primerov pomeni potrebo
po vecjem Stevilu post mortem preiskav prasi¢ev in njihovih patohistoloskih preparatov. VEasih
prasi¢i poginejo zaradi kapi ob rupturi mo¢no spremenjenih arteriol. Predilekcijsko mesto za

slednje je v bazalnih ganglijih na corpus striatum (Fairbrother in Nadeau, 2019).

TKivne rezine se impregnira s parafinom in fiksira v formalinu, nato pa pregleda na vidno
kolonizacijo z bakterijami, lahko tudi po dodatnem imunohistokemi¢nim barvanju rezin. Lahko
se uporabi zamrznjence za indirektno imunofluorescenco. Odsotnost bakterijske kolonizacije

ne izkljucuje okuzbe prasicev s patotipoma ETEC in EDEC (Fairbrother in Nadeau, 2019).

Izolacija serotipov O139:K81, O139:K12 in O141:K58 iz tankega Crevesja je dokaz prisotnosti
E. coli, a je za potrditev edemske bolezni nujna Se identifikacija genov za VT2e in F18. VT2e

se dokaZe v supernatantu kulture, v kolonijah z DNA lovkami ali s PCR sekvenciranjem. V
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uporabi je tudi ELISA za detekcijo VT2e v fecesu in rekombinantni VT2e za dokaz protiteles

v serumu prasi¢ev 2—3 mesece po okuzbi (Taylor, 2013).

Preiskava v mikrobioloskem laboratoriju je dopolnjena z molekularnimi metodami detekcije,
ki vkljucujejo izolacijo DNA in duplex PCR test (PCR metoda za hkratno pomnoZzevanje dveh
razli¢nih odsekov genskega zapisa). Slednji je specifien, hiter in prakti¢en za izvedbo, saj
doloci vsebnost specificnih genov za fimbrijski adhezin F18 in verocitotoksin Stx2e, kar v
primerjavi s klasiénim PCR, kjer se hkrati testira le na en gen virulence, mo¢no poveca
senzitivnost in specifi¢nost diagnostike ter skrajSa Cas testiranja pri delu z velikim Stevilom
vzorcev (Barth in sod., 2021; Berger in sod., 2023). Prednost molekularnih metod pred
bakterioloskimi testi je tudi manjSe biovarnostno tveganje, saj je delo z izolati STEC v vecini
evropskih drzav klasificirano kot biovarnostni razred 3. Nekateri sevi so potencialno biolosko

oroZzje, zato morajo biti laboratoriji, ki z njimi delajo, dobro zavarovani (Barth in sod., 2021).

Ena izmed novejSih metod je fluorescencna PCR metoda s 5' nukleazno aktivnostjo Taq
polimeraze, ki se uporablja za diagnostiko genov za razli¢ne faktorje virulence v genomu E.
coli, izolirane iz vzorcev prasi¢ev. Mozne tarce so faktorji kolonizacije, kot so gen za fimbrijski
antigeni F4, F5, F6, F18, F41 ali gen za intimin ali geni za toksine, ki jih bakterija izloca, in
sicer termostabilni toksini Sta, STh in EASTL, termolabilni toksin LT in verotoksin VT2e.
Rezultati taksnega PCR testa se interpretirajo na podlagi primerjave z referen¢nimi sevi E. coli,
ki so bili predhodno pregledani s fenotipizacijo in DNA hibridizacijo, ter na podlagi primerjave
s sevi E. coli s terena, ki so bili predhodno karakterizirani. V primerjavi s klasiéno PCR metodo
je metoda s 5' nukleazno aktivnostjo polimeraze hitrejSa in bolj specificna, zato je primerna za
detekcijo virulentnih genov E. coli v veterinarski laboratorijski diagnostiki. Pri klasiéni PCR
metodi ob izvajanju dodatnih preiskav, kot sta blotting in restriction fragment analysis, je velika

nevarnost kontaminacije s PCR produktom (Frydendahl in sod., 2001).

DNA polimeraza s 5' nukleazno aktivnostjo razgradi fluorescenc¢no probo, ki je specificna za
iskani gen. Proba ima na 5' koncu reporter dye in na 3' koncu quencher dye. Ko je proba
intaktna, fluorescencno barvilo na 3' koncu absorbira signal, ki ga oddaja fluorescenc¢no barvilo
na 5' koncu. Ko se probi pribliza DNA polimeraza med procesom elongacije pomnozevane
DNA verige, s svojo 5' nukleazno aktivnostjo razgradi probo in fluorescen¢no barvilo na 3'

koncu ne absorbira ve¢ signala s 5' konca, zato je signal mozno zaznati in zabeleziti kot
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pozitiven PCR rezultat v realnem ¢asu. Koli¢ina PCR produktov je premo sorazmerna z jakostjo
signala, ki ga oddaja barvilo na 5' koncu probe (Frydendahl in sod., 2001).

Za razlikovanje izolatov E. coli, ki povzro¢ajo edemsko bolezen, od izolatov, ki povzrocajo
kolibacilozo, se uporabljata metodi PCR in southern blot. Z njima se dolo¢i, ali je prisoten
celoten otocek patogenosti ETT2 (E. coli type three secretion system 2), kar nakazuje na izolat,
ki povzroca edemsko bolezen, ali prisotnost zgolj z delecijo nastalega podtipa ETT2, ki je bil

dokazan pri izolatih, povezanih s kolibacilozo in ne z edemsko boleznijo (Prager in sod., 2004).
1.4.8 Diferencialne diagnoze

Ob nenadnem poginu tekacev nekaj tednov po odstavitvi moramo vedno posumiti na edemsko
bolezen; poleg slednje pa diferencialno diagnosti¢no pridejo v postev bolezen murvastega srca,
sréni zastoj, klasic¢na prasSic¢ja kuga in antraks, ki prav tako povzrocijo nenaden pogin prasicev
v dobri kondiciji. Ob povisani telesni temperaturi in obraznem edemu ter klinicnih motnjah
centralnega zivénega sistema je treba izkljuciti ostale patoloske procese v centralnem zivénem
sistemu. To so TjeSinsko-Talfanska bolezen, meningitis pri okuzbi s Streptococcus suis,
Salmonella enterica serovar Choleraesuis ali Glaesserella parasuis, bolezen Aujeszkega,
zastrupitev s kuhinjsko soljo, selenom ali svincem, organoarzenske zastrupitve in huda
dehidracija (Barth in sod., 2021; Taylor, 2013; Fairbrother in Nadeau, 2019).

Diferencialne diagnoze pri vseh nekrvavih driskah so rotavirusne okuzbe, salmoneloza, TGE
(ang. transmissible gastroenteritis), PED (ang. porcine epidemic diarrhea), pri starejSih tekacih
in pri pitancih pa proliferativna enteropatija, ki jo povzroca znotrajceli¢na bakterija Lawsonia

intracelullaris (Fairbrother in Nadeau, 2019).
1.4.9 Zdravljenje edemske bolezni

Zdravljenje edemske bolezni je redko uspesno, ko se Ze pojavijo klini¢na znamenja, saj se je
takrat toksin Stx2e Ze absorbiral in vezal na receptorje (Taylor, 2013; Fairbrother in Nadeau,
2019). Za zdravljenje edemske bolezni se uporabljajo antibiotiki, ki se aplicirajo bodisi
parenteralno ali peroralno v vodo za pitje. Slednji morajo v lumnu prebavil doseci terapevtsko
koncentracijo, to je zadostno koncentracijo antibiotika za protimikroben ucinek proti
bakterijam, da je terapija uspeSna. Obi¢ajno so antibiotiki izbora tetraciklin, streptomicin in

ampicilin (Taylor, 2013) ali amoksicilin s klavulansko kislino, ciklosporini, apramicin,
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neomicin, ceftiofur in trimetoprim oziroma kot zadnja moznost tudi 3. in 4. generacija
cefalosporinov in fluorokinoloni (Fairbrother in Nadeau, 2019). Glede na hiter razvoj rezistence
E. coli na antibiotike se za uspe$no terapijo in preprecitev nadaljnjega razvoja rezistence
priporoc¢a izbor antibiotika na podlagi antibiograma. Moc¢no prizadeti prasi¢i obi¢ajno ne jedo
in pijejo ali pijejo zelo malo, zato se elektroliti in antibioti¢na terapija aplicirajo parenteralno.

Kasneje se lahko metafilakti¢no uporabi peroralna terapija (Fairbrother in Nadeau, 2019).

Antibioti¢na profilaksa je v nekaterih drzavah Se vedno prisotna kljub neodobravanju
potrosnikov, selekciji vse odpornejsSih bakterij in slabsi imunosti Zivali. Rezistenca bakterij se
pojavi v nekaj dneh do nekaj tednih po uporabi antibiotikov. Med najbolj rezistentne bakterijske
bolezni. Kot kemoprofilaksa se parenteralno aplicirajo aminoglikozidi ali kolistin. V' zadnjih
letih se je na kolistin po svetu pojavila visoka rezistenca bakterij, zato se ga poskus$a uvrstiti na

seznam kritiéno pomembnih antibiotikov 2. kategorije (Fairbrother in Nadeau, 2019).

Protimikrobna zdravila so naju¢inkovitejSa v kombinaciji z zmanjSano konzumacijo krme, ki
jo rejci nadomestijo z vkljuc¢evanjem vlaknine v obrok, in uporabo organskih kislin v krmi ali
pitni vodi. Na ta nac¢in zmanj$ajo $tevilo bakterij v tankem ¢revesju in tako ublazijo klini¢na

znamenja (Taylor, 2013).

Postenje prasSi¢ev ob pojavu prvih klini¢nih primerov bolezni onemogoci pojav novih klini¢nih
primerov, ker prepre¢i kolonizacijo prebavil s patogenimi sevi E. coli (Taylor, 2013;
Fairbrother in Nadeau, 2019). Za zniZevanje krvnega pritiska se uporablja melperon v odmerku
4-6 mg/kg telesne mase Zivali (Taylor, 2013). Glukoza, glicin, citronska kislina in monokalijev
fosfat v izotoni¢ni raztopini se uporabljajo kot tekocinska terapija praSi¢ev. KoliCina prejete
teko€ine mora biti enaka izgubljeni koli¢ini tekoCine in ne sme preseci 25 % telesne mase

pacienta (Fairbrother in Nadeau, 2019).
1.4.10 Preventiva edemske bolezni
Zaradi omejenih moZnosti za uspe$no terapijo bolezni je bistvena preventiva edemske bolezni.

1.4.10.1 Tehnologija reje

Pomembna dejavnika preventive sta dobra higiena z ustreznimi biovarnostnimi ukrepi in

pokladanje narascajoce koli¢ine lahko prebavljive krme pred odstavitvijo.
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Dobre prakse tehnologije reje prasicev vkljuCujejo vse noter-vse ven sistem reje, ustrezno
gostoto naselitve v boksih, ustrezno vlago in temperaturo bivalnega okolja ter gibanje zraka v
hlevu, ¢iScenje in razkuzevanje boksov pred vsako zamenjavo skupine prasicev, razkuzevanje
vodovoda s Soknim kloriranjem in odstavljanje prasi¢ev s ¢im manjSim okoljskim stresom, ki
sicer nastane ob meSanju gnezd, prehladnem okolju, transportu ali novih ogradah (Fairbrother

in Nadeau, 2019).

Sestava obroka je poleg Cistega bivalnega okolja in prisotnosti povzrocitelja najpomembne;jsi
dejavnik pojava edemske bolezni. Nujna je regulacija koli¢ine in pogostosti zauzite krme,
vsebnosti in sestave beljakovin, aminokislin, vlaknine, pH obroka in specificnih krmnih

dodatkov.

Prehranska preventiva proti pojavljanju poodstavitvene driske in edemske bolezni vkljucuje
restrikcijo hranjenja in dodatek vlaknine v obrok, pogosto v obliki hranjenja vlaknine po volji.
Manjsa nutritivna vrednost hrane z vnosom 15-20 % vlaknine in manjso vsebnostjo beljakovin
ter prebavljive energije do polovice normalne vrednosti v primerjavi z obi¢ajnim obrokom naj
bi zmanj$ala pojavnost okuzb z E. coli. Mozen je tudi dodatek vlaknine obstoje¢emu obroku ali
uporaba visoko kvalitetne lucerne z restrikcijo dnevnega vnosa krme (Fairbrother in Nadeau,
2019). Krmljenje z vecjo vsebnostjo vlaknin v obroku je kljub ucinkovitosti pri preventivi
edemske bolezni problemati¢no, saj prasi¢i ob zauZivanju ve¢ vlaknine pocasneje priras¢ajo,
hkrati pa je v Crevesju zaradi zmanj$anega Stevila bakterij premalo antigenega substrata za
ucéinkovit specificen odziv imunskega sistema (Taylor, 2013). Dieta z malo beljakovin in
dodatkom aminokislin bi lahko zmanjSala nastanek toksi¢nih beljakovinskih presnovkov, ki so
povezani z nastankom poodstavitvene driske. Zivalske beljakovine zaradi veéje prebavljivosti
in stimulacije apetita §c¢itijo pred pojavom poodstavitvene driske; uporaba mle¢nih beljakovin
na primer zniza incidenco poodstavitvene driske in zniza smrtnost (Fairbrother in Nadeau,

2019).

Nizja smrtnost zaradi enterotoksemije z E. coli in ve¢;ji prirast sta zabelezena pri obrokih z niZjo
kislinsko vezalno kapaciteto ali z dodatkom organskih kislin, saj nizji pH pomembno omejuje
razvoj bakterij v prebavilin. Smrtnost zaradi edemske bolezni se ob vnosu organskih ali
anorganskih kislin s hrano ni zmanjsala, ker je pH v lumnu v blizini ¢revesne sluznice mo¢no
reguliran. Uzivanje 2400-3000 ppm cinkovega oksida (ZnO) zmanj$a pojavnost driske in

smrtnost ter poveca prirast prasicev, na celicnem nivoju pa deluje protimikrobno, inhibira
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adhezijo bakterij in spodbuja ter uravnava izrazanje genov za citokine. Vseeno pa je mozna
povezava med uporabo ZnO in rezistenco bakterij na antibiotike (Fairbrother in Nadeau, 2019;
Pejsak in sod., 2023). V Evropski uniji je uporaba ZnO od leta 2022 prepovedana, ker prevelik

odmerek ali predolga uporaba delujeta toksi¢no in nevarno okolju (Pejsak in sod., 2023).

Potencial za uporabo v preventivi proti edemski bolezni kazejo tudi nekateri drugi pripravki.
Nekateri avtorji navajajo, da P-glukani iz celi¢nih sten kvasovk zmanjSajo dovzetnost
odstavljenih prasicev za F4 ETEC infekcijo (Fairbrother in Nadeau, 2019), drugi, da krmljenje
tekacev z B-glukani ne doseze ucinka ZnO: in v primerjavi s kontrolnim obrokom ne kaze
opaznih razlik (Conway in sod., 2022). Dovzetnost za infekcijo s F4 ETEC podobno zmanj$ajo
endogene ali eksogene proteaze, ki zmanjSajo Stevilo F4 receptorjev v tkivih praSicev.
Bromelain iz stebel ananasa, ki deluje kot proteaza, ob peroralni uporabi zmanjsa vezavo F4
ETEC na receptorje. Njegova ucinkovitost je odvisna od doze. Protimikrobni peptidi
gostiteljevega obrambnega sistema bi lahko v prihodnosti nadomestili uporabo antibiotikov.
Minerali gline, esencialna olja in rekombinantno pridobljeni encimi so zaenkrat nezanesljivi in
manj ucéinkoviti kot antibiotiki. Kolicin E1 je bakteriocin, ki ga proizvajajo sevi bakterije E.
coli proti drugim sevom E. coli. Dodan v prehrano mladih prasicev je zvisal prirast in znizal
incidenco ter intenzivnost poodstavitvene driske, povzroene s F18 ETEC. Prebiotiki
selektivno stimulirajo koristne bakterije v prebavilih; toplotno inaktivirani in posuSeni
Enterococcus faecalis na primer mo¢no zmanjsa incidenco klini¢ne edemske bolezni zaradi
patotipa STEC. Probiotiki, kot je iz prebavil prasi¢ev izoliran Lactobacillus sobrius, so
potencialno koristne bakterije, ki mo¢no zmanjsajo Stevilo bakterij iz patotipa ETEC in poviSajo
dnevni prirast odstavljencev ob okuzbi s F4 ETEC. Lactobacillus plantarum ob uporabi v
zgodnjem zivljenju pujskov izboljsa prirejo in zmanjSa pojavnost driske ob okuzbi s F4 ETEC,
ker imajo takSne Zivali bolje razvito ¢revesno bariero in zascito selektivne crevesne prepustnosti
ter morfologijo prebavil. Pediococcus acidilactici in Saccharomyces cerevisiae boulardii
zmanj$ata adhezijo F4 ETEC na sluznico ileuma. Vsaj P. acidilactici modulira tudi ekspresijo
¢revesnih vnetnih citokinov, ki se sproscajo ob infekciji s F4 ETEC. Nekatere raziskave niso
zabelezile ucinka ob krmljenju Lactobacillus sp, E. faecium in Bacillus cereus sev toyoi.
Fermentirana sojina zrna z glivami iz rodov Rhizopus in Baeillus zmanjsajo ekskrecijo patotipa
ETEC in znizajo incidenco, trajanje ter resnost driske pri obolelih odstavljencih in tekacih
(Fairbrother in Nadeau, 2019).
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Preventivna uporaba antibiotikov v krmi in vodi nekaj dni pred predvidenim pojavom edemske
bolezni lahko ublazi izid izbruha (Taylor, 2013; Fairbrother in Nadeau, 2019).

Zaenkrat Se ni mozno selekcionirati odpornih praSi¢ev na komercialni ravni. Povecevanje
ekspresije rezistentnih lokusov F18 in F4 za preprecitev dovzetnosti za poodstavitveno drisko
in edemsko bolezen Se vedno predstavlja izziv. Obstaja nevarnost, da bi prasice hkrati nehote
selekcionirali na nezelene lastnosti, ki se nahajajo v blizini teh dveh lokusov. V kolikor bi se v
populaciji pojavil pomemben delez prasicev, selekcioniarnih na odpornost proti E. coli, je tezko
napovedati, ali bi sledil razvoj bakterij z novimi nacini adhezije ali z novimi razli¢icami ze
obstojecih nacinov adhezije, ki bi se zato lahko vezale na nove, Se neznane receptorje. Drugi
aktualen problem selekcioniranja odpornih prasicev je nedostopnost tehnik za masovno
selekcijo. Trenutno je pri nekaterih genetskih in razmnozevalnih podjetjih v uporabi omejeno
Stevilo genetskih markerjev, ki se Ze uporabljajo za poveCevanje deleza F4 in F18 odpornih

prasicev v populaciji.

1.4.10.2 Preventivno cepljenje

Za preprecevanje izbruhov edemske bolezni so v uporabi metode, ki dosezejo pasivno ali
aktivno imunost prasicev. Sistemska protitelesa so manj u¢inkovita pri zaviranju bolezni kot
lokalna sluzni¢na protitelesa, ki nastanejo pri naravni okuzbi. Parenteralno aplicirana cepiva, Ki
sprozijo samo nastanek sistemskih protiteles, so zato manj ucinkovita kot cepiva, aplicirana
peroralno. Sistemskih protiteles ni dovolj za ucinkovito zascito in lahko celo zavrejo lokalni
imunski odziv. Parenteralno apliciranje serumskih IgA protiteles lahko poveca koli¢ino
sekretornih IgA protiteles v prebavilih, a u€inkuje le, dokler je prisoten sistemski odziv, ker v
prebavilih ni za antigen specifi¢nih proizvodnih celic protiteles v GALT-u (ang. gut-associated
lymphoid tissue) (Fairbrother in Nadeau, 2019).

Eksperimentalno je bila u¢inkovita zas¢ita s serumskimi protitelesi proti toksinu Stx2e. Ta so
bila aplicirana sesnim pujskom direktno kot antiserum svinj, ki so bile tretji in peti teden pred
prasitvijo parenteralno cepljene s toksinom z dvojno mutacijo beljakovinske podenote A
toksina Stx2e, ali pa so jih pujski zauzili s kolostrumom svinj, ki so bile v ¢asu brejosti cepljene
s toksoidom Stx2e. Sesni pujski takih svinj so pasivno zasciteni pred edemsko boleznijo do
enega meseca po odstavitvi, saj kakovosten kolostrum in krvna plazma vsebujeta visok titer
specifi¢nih protiteles proti toksinu Stx2e (Taylor, 2013; Oanh, 2012). Pujske se lahko krmi tudi

s suSeno krvno plazmo svinj, cepljenih s STEC F18. Zgoraj omenjeni nacini pasivne



Ana Trbovc: Ugotavljanje prevalence edemske bolezni iz vzorcev ustne tekocine tekacev in odstavljencev
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2024. Raziskovalna naloga.

20

imunizacije zmanjSajo bakterijsko kolonizacijo ¢revesne sluznice in toksemijo, povzroceno s

toksinom Stx2e (Oanh, 2012; Pifieyro 2016).

Pri tehnologiji reje zgodaj odstavljenih pujskov (odstavljeni v 10. dnevu starosti) bi se za vecji
prirast in manj drisk lahko uporabljala dieta na osnovi suSene prasi¢je plazme, ki vsebuje
specificna anti-ETEC protitelesa. Znano je, da ima takSna dieta tudi zaviralen uc¢inek na
enterotoksemijo zaradi E. coli, a samo neposredno znotraj obdobja zauzivanja plazme. Plazma
se v Severni Ameriki in evropskih drzavah v praksi sicer ne uporablja zaradi moznosti prenosa
PEDV (ang. porcine epidemic diarrhea virus). Mozna preventiva proti edemski bolezni so IgY
protitelesa iz jajénega rumenjaka, pridobljenega iz jajc cepljenih kokosi, za humoralno zas¢ito
pred F4 in F18 pozitivno kolonizacijo E. coli, a uporaba ni bila u¢inkovita v vseh klini¢nih
Studijah. Ucinkuje tudi uporaba antiseruma s toksoidom Stx2e senzibiliziranih konjev

(Fairbrother in Nadeau, 2019).

Aktivni nacini imunizacije vkljucujejo cepljenje s STEC Stx2e gensko atenuiranimi sevi,
bakterini ali z inaktiviranim toksinom. Pujskom se lahko dva dni pred odstavitvijo peroralno
aplicira mutiran sev STEC Stx2e v kapsulah, ki po $tiri dni trajajo¢i revakcinaciji zagotavlja
popolno zascito proti edemski bolezni. Novejse cepivo vsebuje gensko spremenjen STEC Stx2e
sev, ki je sposoben izlocati spremenjen toksin Stx2e. Aplicira se dva dni pred odstavitvijo.
Cepljeni pujski razvijejo sistemska IgG protitelesa in visok titer specifi¢nih IgA protiteles proti
toksinu Stx2e, ki so zaznavna v fecesu. U¢inkovita je tudi uporaba toksina Stx2e, inaktiviranega
z gluteraldehidom, in apliciranega prvi in tretji teden po prasitvi. Cepivo s tako inaktiviranim
toksinom $e ni komercialno dostopno, a njegova uporaba prepreci pojav klini¢nih znamen;

bolezni (Oanh, 2012; Pifieyro, 2016)

V Evropi in Kanadi se za prepreevanje pojava edemske bolezni trenutno uporabljajo
rekombinantna cepiva in cepiva z gensko spremenjenim toksoidom Stx2e. Pujskom se
aplicirajo Cetrti dan po prasitvi. Tri tedne po cepljenju se pojavijo nevtralizacijska protitelesa,
ki so prisotna do tri mesece po cepljenju, in ob eksperimentalni okuzbi s patotipom EDEC
preprecijo pojav subklini¢ne in klini¢ne edemske bolezni (Pifieyro, 2016; Fairbrother in
Nadeau, 2019).

Eksperimentalno se za kontrolo izbruhov drisk odstavljencev uporablja tudi komponentno

cepivo s precisenimi F4 E. coli, ki lahko vsebuje tudi F18 fimbrije in adjuvantni sluzni¢ni
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kolera toksin (CT), ki je sposoben spodbujati nastanek specificnega lokalnega imunskega
odziva proti drugim antigenom v prebavilih in zmanjsa fekalno ekskrecijo patogenih F4 E. coli,
ne pa tudi F18 E. coli (Fairbrother in Nadeau, 2019). Razvita so tudi specificna komponentna
cepiva proti F18 fimbrijskem adhezinu, a tudi ta so le delno uc¢inkovita, saj sprozijo nastanek
protiteles proti delu fimbrijskega adhezina F18, kar pa ne zadostuje za popolno preprecitev
adhezije bakterije na sluznico tankega ¢revesja (Oanh, 2012; Pifieyro, 2016).

Ziva atenuirana cepiva so udinkovita proti F4 in F18 pozitivnim sevom E. coli. V drzavah
Severne Amerike za nedavno odstavljene praSiCe proti edemski bolezni komercialno
uporabljajo preventivna Ziva peroralna cepiva na osnovi F18 E. coli, za katera zaenkrat Se ni
raziskav o ucinkovitosti. Kanadski rejci uporabljajo bivalentno cepivo proti Zivemu
atenuiranemu F4 in F18 pozitivnem sevu E. coli, ki je registrirano za F4 in F18 poodstavitveno
drisko in F18 edemsko bolezen. V Evropi je registrirano komercialno peroralno Zivo cepivo
proti F18ac E. coli (Fairbrother in Nadeau, 2019).

V Sloveniji je proti edemski bolezni na voljo Vepured® suspenzija za injiciranje pujskov od
drugega dne starosti, ki vsebuje rekombinantni modificiran in inaktiviran verotoksin 2e in dva
adjuvansa. To sta aluminijev hidroksid, ki spodbuja tvorbo serumskih protiteles
(Charerntantanakul, 2020), in dietilaminoetil (DEAE), ki je polikationski derivat dekstrana, ki
izbolj8a primarni imunski odziv z zmanjSanjem Casa, potrebnega za zacetek IgG produkcije, ter
spodbuja tvorbo protiteles (Petrovsky in Cooper, 2012). Samo en odmerek cepiva nudi
dolgotrajno imunsko zas¢ito pred edemsko boleznijo, ki traja od odstavitve do konca pitanja.
Prisotnost maternalnih protiteles ne zavre imunskega odziva na cepivo. UspeSno vakcinirani

pujski kazejo manj kliniénih znamenj in izgub zaradi poginov ter manjSega prirasta.

1.5 EDEMSKA BOLEZEN V SLOVENUI IN SVETU TER PREDHODNE
RAZISKAVE PREVALENCE

V Sloveniji do danes Se ni bilo izvedenega sistemati¢nega nadzora, s katerim bi ugotavljali

prevalenco edemske bolezni pri tekacih in pitancih, zato stopnja pojavnosti bolezni ni znana.

Geografsko najblizjo raziskavo o prevalenci edemske bolezni so nedavno objavili v Nemciji
(Berger in sod., 2023), kjer so v 99 rejah prasi¢ev z neznanim zdravstvenim statusom za
edemsko bolezen vzor¢ili tekace, stare 5-8 tednov. V vseh rejah so vzoréili po pet boksov

tekacev iz te starostne skupine, in sicer vzorce fecesa in brise Skornjev (ang. boot swabs), kar
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pomeni neinvazivno metodo vzoréenja skupinskega vzorca fecesa s tal boksa. Najbolj uporabni
plasticno nogavico za enkratno uporabo in polietilensko prevleko na zunanji strani, s katerimi
se hodi po boksu (Barth in sod., 2021). V 50 rejah so z bombaznimi vrvmi vzor¢ili tudi ustno
tekocino. Izolacijo STEC iz bakterijske kulture so kombinirali z duplex PCR za glavna faktorja
virulence patotipa STEC, to sta gen za toksin Stx2e in gen za fedA beljakovinsko podenoto
fimbrijskega antigena F18. Prisotnost toksina Stx2e je bila s tema metodama potrjena na 53,5
% vzorcenih rej, od tega v 35,1 % vzorcenih boksov, medtem ko so patotip EDEC potrdili s

37,4 % prevalenco v 24,9 % vzoréenih boksov.

V Zdruzenih drZzavah Amerike so leta 2012 izvedli longitudinalno Studijo, kjer so v vzorcih
fecesa 150 pitancev dokazovali prisotnost patotipa STEC. Vzor¢iti so zaceli, ko so bili prasici
stari 10 tednov, in zakljucili, ko so bili stari 24 tednov. Vzor¢ili so v treh zaporednih skupinah
pitancev. Najvecjo prevalenco povzrocitelja edemske bolezni so zaznali v 14., 16. in 18. tednu
starosti; STEC izolati so bili odkriti pri vsaj enem izmed zaporednih vzorcev pri 65,3 %

pitancev (Tseng in sod., 2014).
2 NAMEN DELA IN HIPOTEZE

Glavni cilj raziskovalne naloge je ugotoviti, koliksna je prevalenca edemske bolezni v
slovenskih rejah praSicev, ki imajo vsaj 20 plemenskih svinj. Hkrati smo Zeleli preveriti, kako

na pojavnost edemske bolezni vpliva izvajanje biovarnostnih ukrepov.

V okviru raziskovalne naloge smo postavili naslednje hipoteze:

1. Prevalenca edemske bolezni v slovenskih rejah prasicev je primerljiva z ostalimi drZzavami.

2. Prevalenca edemske bolezni je vi§ja v vecjih rejah (reje z ve€ kot 500 prasic¢i) kot v manjsih

rejah (reje z manj kot 500 prasici) praSicev.
3. Hlevske reje imajo nizjo prevalenco edemske bolezni kot reje z izpustom.

4. Reje, kjer sami meSajo krmo, imajo vi§jo prevalenco edemske bolezni kot reje, kjer

uporabljajo komercialno krmo.

5. V rejah, kjer kupljene praSi¢e namestijo v karanteno, redkeje dokazemo povzrocitelja

edemske bolezni kot v rejah brez karantene.
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6. Reje, ki so v preteklosti ze imele izbruhe edemske bolezni, imajo vi§jo prevalenco bolezni.

7. Najvisja prevalenca edemske bolezni je pri tekacih, starih 5-6 tednov, in tekacih v starosti

7-8 tednov.

3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

Za izvedbo raziskovalne naloge smo anketirali rejce prasi¢ev in vzorcili ustno tekocino tekacev
in pitancev, pridobljeno z ozemanjem bombaznih vrvi iz diagnosti¢nega kompleta Verocheck®

Spanskega proizvajalca Hipra.
3.1.1 Reje

V obdobju od 4. januarja 2024 do 7. maja 2024 smo obiskali skupno stiriindvajset komercialnih
rej prasicev, od tega Sestnajst v Stajerski statisti¢ni regiji in osem v prekmurski statisti¢ni regiji.
Vse reje so imele minimalno dvajset plemenskih svinj. Dodatno smo anketirali $e trinajst
predhodno vzorcenih komercialnih rej, prav tako z vsaj dvajsetimi plemenskimi svinjami, in
sicer deset iz Stajerske statisti¢ne regije, dve iz dolenjske statisti¢ne regije in eno iz prekmurske

statisti¢ne regije.

Reje so bile izbrane naklju¢no na podlagi Stevila plemenskih svinj in privoljenja lastnikov. V
istem dnevu smo obiskali najve¢ Stiri reje; zaradi biovarnostnih ukrepov je vsak izmed

vzorcevalcev vstopil le na eno izmed rej na dan.
3.1.2 Ustna tekocina in Verocheck®

Ustno tekoc€ino tekacev in pitancev smo vzor€ili z Verocheck® testnim kompletom za edemsko
bolezen. Posamezen komplet je vseboval Stiri bombazne vrvi, §tiri plasticne vrecke, Stiri
plasti¢ne epruvete z zamaskom, $tiri plasti¢ne kapalke s prostornino 100 pl, Stiri pare zas¢itnih
rokavic, navodila za vzorcenje, pisemsko kuverto in Stiri zavojcke s FTA testnimi karticami

(ang. fast technology for analysis of nucleic acids).
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Slika 1: Diagnosti¢ni komplet Verocheck/Picture 1: diagnostic kit Verocheck

FTA testne kartice so kartoncki, impregnirani s patentirano meSanico kemikalij, ki ob kontaktu
z bakterijami v vzorcu razgradijo celicno membrano in denaturirajo beljakovine, nukleinske

Kisline pa imobilizirajo in zas¢itijo pred UV zarki ter delovanjem drugih mikrobov in gliv.

Patogeni s tem izgubijo infekcijsko sposobnost, hkrati pa se ohrani njihov genetski material.

Slika 2: FTA kartica/Picture 2: FTA card

Vzoréene so bile 4 starostne kategorije tekacev in pitancev, in sicer prasici, stari 5-6 tednov
(prva starostna skupina), prasici, stari 7-8 tednov (druga starostna skupina), prasici, stari 12
tednov (tretja starostna skupina) in prasici, stari 14 tednov (Cetrta starostna skupina). V kolikor

Vv reji niso imeli katere izmed teh kategorij, smo vzoréili ve¢ boksov iste kategorije ali druge
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kategorije. Vzorcev drugih kategorij nismo uporabili v statisti¢nih analizah. V vsakem boksu
smo obesili eno vrv tako, da je bila v dosegu prasicev in dovolj odmaknjena od tal, da bi

preprecili kontaminacijo. Vrvi smo pustili v boksih vsaj trideset minut.

Slika 4: Vzor¢enje ustne teko¢ine prasic¢ev/Picture 4: Oral fluid sampling in pigs

Vrvi smo po kon¢anem vzorcenju ¢im bolj sterilno prenesli v plasti¢ne vrecke, na katere smo
oznacili starostno kategorijo. Vsako od vrvi smo oZeli v svojo vrecko, vrecko prerezali in
pridobljeno ustno teko¢ino prelili v oznacene epruvete. Pred inokulacijo vzorca na FTA Kartice
smo epruvete vsaj trikrat dobro premesali. Na vsako kartico smo oznacili ime reje, starostno
kategorijo tekacev in pitancev ter datum vzoréenja. Na sredino ozna¢enega kroga na vsaki FTA

kartici smo prenesli 200 pl vzorca tako, da ni segal ez rob kroga. Med posameznimi
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inokulacijami smo zamenjali rokavice, da ne bi priSlo do navzkrizne kontaminacije kartic. FTA
kartice smo susili vsaj eno uro, preden smo jih vstavili v plasti¢ne zavojcke z vezalcem vlage
in jih prilozili v pisemsko kuverto z izpolnjenim vprasalnikom proizvajalca ter jih poslali v

Hiprin laboratorij na naslov Avinguda de la Selva 135, 17170 Amer, Girona, Spanija.

Slika 5: Nanos vzorca ustne tekoCine na FTA kartice/Picture 5: Transfering the pig oral fluid on FTA cards
3.1.3 Vprasalnik za rejce

Med 30-minutnim ¢akanjem na vzorec ustne teko¢ine smo z rejci izpolnili vprasalnik (Priloga
1). Anketirali smo vse rejce rej, ki smo jih osebno obiskali in vzoréili tekace in pitance. Ankete
so bile izvedene preko telefonskega klica ali po elektronski posti poslane lastnikom ali njihovim
izbranim veterinarjem, kjer je bilo vzoréenje z Verocheck® kompletom izvedeno Ze pred
zaCetkom pisanja te raziskovalne naloge. Do konca vzoréenja smo prejeli 31 popolnih in 5

nepopolnih anket rejcev.

Vprasalnik je vseboval splo$na vprasanja o reji in vprasanja o zdravstveni problematiki
edemske bolezni. Razdeljen je bil na 5 sklopov vprasanj, in sicer na sklop splo$ni podatki o reji,
sklop biovarnost, sklop reja in prehrana v vzrejaliscu, sklop zdravstveno varstvo in sklop E.
coli. Za statisti¢no analizo so bili poleg rezultatov analize vzorcev ustne tekocine vzoréenih
tekacev in pitancev uporabljeni podatki o najpomembnejsih dejavnikih, ki vplivajo na

pojavnost edemske bolezni, pridobljeni s to anketo.



Ana Trbovc: Ugotavljanje prevalence edemske bolezni iz vzorcev ustne tekocine tekacev in odstavljencev
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2024. Raziskovalna naloga.

27

1z prvega sklopa smo uporabili podatka o vrsti reje in velikosti reje, iz drugega podatek o izvoru
prasicev in karanteni, iz tretjega podatek o izvoru krme ter iz petega podatek o preteklih

izbruhih edemske bolezni.

3.2 METODE

3.2.1 PCR test

Zbrani vzorci so bili po posti poslani v laboratorij v Girono, kjer so bili pregledani z
modificirano metodo RT-PCR. Kvantitativne in kvalitativne rezultate rej smo prejeli po posti
in jih statistino obdelali. V laboratoriju v Spaniji so inokulirane FTA kartice preiskali z
modificirano fluorescencno real-time PCR metodo za detekcijo prisotnosti in koli¢ine
nukleinske kisline za toksin Stx2e. Ta metoda izkoris¢a 5' nukleazno aktivnost Taq polimeraze
za razgradnjo fluorescen¢no oznacene probe (reporter dye na 5' koncu in quencher dye na 3'
koncu probe) in omogoc¢a hkratno pomnozevanje ter detekcijo produkta. Za spremljanje
potencialnih lazno negativnih rezultatov testa so uporabili 16S rRNA E. coli gen, ki omogoc¢i
detekcijo E. coli iz drugih celi¢nih sestavin tudi v primeru odsotnosti bakterijske DNA v vzorcu
(Frydendahl in sod., 2001).

Uporabljen je bil komplet TagMan® Universal Master Mix 2x (Applied Biosystems), ki
vsebuje AmpliTag Gold® DNA polimerazo, AmpErase® uracil-N-glikozilazo (UNG), dNTP-
je z dUTP, 6-karboksi-X-rodamin (ROX) in optimizirane puferske komponente. ROX je bil
uporabljen za notranjo pasivno fluorogeno kontrolo. Viale za izvedbo 5' nukleaznega testa so
imele prostornino 20 ul. Vsaki je bilo dodano 600 nM primerja za faktor virulence STx2e, 75
nM 16S rRNA primerja, 200 nM probe, oznacene s FAM in TET fluorescen¢nim barvilom, 10
pl TagMan® Universal Master Mixa in sterilna destilirana voda do skupnega volumna 18 pl.
V to zmes sta bila neposredno pred izvedbo testiranja dodana 2 pl razredCenih lizatov,
pridobljenih s FTA Kkartic. Viale so neprodusno zaprli z MicroAmp® opti¢nimi zamaski
(Applied Biosystems). Serija 80-100 vial z vsemi reagenti razen vzoréne DNA je bila za
hitrejSo izvedbo testov in za prepre¢evanje potencialne navzkrizne kontaminacije pripravljena

vnaprej in skladis¢ena z zamrzovanjem na -20 °C (Frydendahl in sod., 2001).

Tako pripravljene viale so bile pred uporabo odmrznjene in jim je bila dodana vzoréna DNA.
Cikel pomnozevanja je vseboval inkubacijo vial 2 minuti na temperaturi 50 °C za optimalno

aktivnost AmpErase® UNG encima, in 10 minut na temperaturi 95 °C za aktivacijo AmpliTaq
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Gold® DNA polimeraze in inaktivacijo AmpErase® UNG encima. Sledilo je 40 ciklov,
sestavljenih iz 15 sekund na 95 °C in ene minute na 60 °C. Pomnozevanje DNA produkta je
bilo izvedeno v ABI prism® 7700 Sequence Detection System, ki je vseboval 96 jamic za
termalni cikel, fluorescencni sistem detekcije DNA produktov in program za obdelavo
podatkov. Med izvajanjem PCR je bila fluorescenca vsake izmed 96 jamic preverjana vsakih 7
sekund (Frydendahl in sod., 2001).

Zadnje tri meritve med pomnoZevanjem DNA so bile uporabljene za izraCun ARn vrednosti.
RN (ang. normalised reporter) je intenzivnost fluorescence, ki jo oddaja reporter dye, deljena s
fluorescenco, ki jo oddaja pasivno referen¢no barvilo. Delta Rn (ARn) je izracunana kot Rn
vrednost minus spodnja meja intenzitete fluorescence reporter dye v prvih nekaj ciklih PCR
reakcije (ang. unreacted sample). Prag je bil avtomatsko dolo¢en z uporabo Sequence Detection
software kot 10 standardnih deviacij nad srednjo vrednostjo osnovne fluorescence v zgodnjih
ciklih PCR reakcije. Kot zgodnji cikli PCR reakcije so bili definirani cikli 3—15. Prazni cikel
PCR (Ct) je bil dolo¢en avtomatsko s Sequence Detection software kot Stevilka cikla, kjer je
ARn vrednost presegla zgoraj omenjen prag detekcije. Ker je Sequence Detection software
sposoben razlikovati valovne dolzine razli¢nih fluorescen¢nih barvil, je mozna hkratna

obdelava vecjega Stevila vzorcev z metodo multiplex PCR (Frydendahl in sod., 2001).

Rezultati real-time PCR so bili pozitivni na prisotnost gena za toksin Stx2e, ¢e je bila izratunana
Ct vrednost manjSa od 38,5, ter razvr§ceni v stiri razrede glede na koli¢ino dokazanega produkta
genetskega materiala. V vzorcih, oznacenih kot NEG, niso zaznali genetskega materiala
testiranega patogena, v vzorcih, oznacenih kot POS (+), so zaznali majhno koli¢ino genetskega
materiala testiranega patogena, v vzorcih, oznacenih kot POS (++), so zaznali zmerno koli¢ino
genetskega materiala testiranega patogena, v vzorcih, oznacenih kot POS (+++), pa so zaznali
veliko koli¢ino genetskega materiala testiranega patogena. Rezultati so bili podani za vzorce

posameznih starostnih skupin odstavljencev in ne za reje kot celoto.
3.2.2 Statisti¢na analiza

Za statisti¢no analizo so bili uporabljeni rezultati vseh 36 rej, ki so imele izpolnjen tudi
vprasalnik. Za analizo prisotnosti edemske bolezni v odvisnosti od posameznih epizootioloskih
dejavnikov tveganja (epizootioloske podatke smo pridobili z vprasalnikom za rejce) smo

uporabili podatek o prisotnosti povzrocitelja edemske bolezni Vv reji kot celoti. Zato smo vsako
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rejo, kjer je bila vsaj ena izmed vzorcenih starostnih skupin tekacev ali pitancev pozitivna na
genetski material za toksin Stx2e, definirali kot pozitivno na prisotnost patotipov E. coli, ki

izlo¢ajo verotoksin.

Za statisti¢no analizo smo uporabili test predznakov, Fisherjev natanéni test, test enakih delezev

in Wilcoxonov test v racunalniSkem programu Software Package Version 4.3.2.

Test predznakov (ang. sign test) je neparametrini test za preverjanje hipoteze o vrednosti
mediane m zvezne slucajne spremenljivke X. Za mediano m velja P(X<=m)=P(X>=m)=1/2 in
je v primeru simetri¢ne porazdelitve enaka povprecni vrednosti. Testiramo, ali ima binomska
porazdelitev enako verjetnost uspeha (= pojav bolezni) in neuspeha (= ni pojava bolezni) ob
stopnji znacilnosti 0,05 (lahko tudi 0,1 zaradi majhnih vzorcev). Interval 95 % zaupanja za

mediano je podinterval [0,1].

Fisherjev natan¢ni test (ang. Fisher's exact test for count data) je neparametri¢ni test, ki preverja
nicelno hipotezo, ali je razmerje delezev uspehov v dveh primerjanih vzorcih enako 1 (= deleza
pojava bolezni v obeh vzorcih sta enaka). Ce je p-vrednost <0,05 (lahko tudi 0,1 zaradi majhnih
vzorcev), to nicelno hipotezo zavrnemo in sprejmemo moznost, da imata primerjana vzorca
razlicna deleza uspehov (= pojav bolezni). Interval 95 % zaupanja za deleZzev uspehov obeh

vzorcev je podinterval [0,neskoncno).

Test enakih delezev (ang. test of equal or given proportions) je neparametricni test, ki preverja
ni¢elno hipotezo, ali sta deleza uspehov v dveh primerjanih vzorcih enaka (= delez pojava
bolezni v 1. vzorcu je enak delezu pojava bolezni v 2. vzorcu). Ce je p-vrednost <0,05 (lahko
tudi 0,1 zaradi majhnih vzorcev), to nicelno hipotezo zavrnemo in sprejmemo moznost, da
imata primerjana vzorca razli¢na deleza uspehov (= pojav bolezni). Interval 95 % zaupanja za

razliko delezev je podinterval [-1,1].

Wilcoxonov test (ang. unpaired two-samples Wilcoxon test ali Wilcoxon rank sum test ali
Mann-Whitney test) je neparametri¢ni test, ki preverja nicelno hipotezo, ali imata dva vzorca
enaki mediani. Ce je p-vrednost <0,05 (lahko tudi 0,1 zaradi majhnih vzorcev), to ni¢elno
hipotezo zavrnemo in sprejmemo moznost, da imata primerjana vzorca razlicni mediani (=

pojav bolezni). Interval 95 % zaupanja za razliko median je podinterval [-1,1].
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Z zgoraj opisanimi statisticnimi testi smo proucili rezultate real time PCR testov in podatke o
rejah iz izpolnjenih anket, in sicer vpliv velikosti reje, vrste reje prasicev, izvora krme,
prisotnosti karantene za praSice, vnesene v rejo iz drugod in predhodne prisotnosti edemske
bolezni na trenutno prisotnost edemske bolezni v rejah. Zanimala nas je tudi primerjava

prevalence med $tirimi vzorcenimi starostnimi skupinami tekacev in pitancev.

4 REZULTATI

4.1 REZULTATI PCR

Iz Hipre smo prejeli rezultate RT-PCR skupno 37 vzorcenih rej. Od tega je bila na 24 rejah na
gen za toksin Stx2e pozitivna vsaj ena izmed vzoréenih starostnih skupin tekacev in pitancev,

torej je v Sloveniji 64,9 % prevalenca edemske bolezni.

Rezultati PCR testa so predstavljeni v sledeci tabeli (Tabela 1).
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Tabela 1: Rezultati RT-PCR analize vzorcev ustne tekoéine/ Table 1: Results of RT-PCR analysis of oral fluid

samples
Reja Starost prasicev
5-6 tednov 7-8 tednov 12 tednov 14 tednov

1 - ++ - -
2 4 = + + +

3 / +++ e / /
4 - - / -
5 - - - /
6 - - + A
7 - + ++ ++
8 / == + ++
9 G +H+ + +
10 / / / -
11 - - - -
12 - - - / /
13 - ++ ++ ++ /
14 : 2 / =
15 / - / +
16 - _ N =
17 - - + _
18 : 2 2 =
19 - - - -
20 = =0=1-= 2 2 === /
21 - - - - - 7
22 ++ + ++ =
23 ++ ++ ++ ++
24 - - / /
25 - - - - / - - - -
26 ++ -+ ++ / /
27 + - ++ -+ -+ -+ ++ / - -
28 - - - - - - - - - / -
29 / + +++ /
30 - - - -
31 + - + +
32 ¥ = = -
33 / + ++ +
34 A== / 4= ++
35 ++ ++ + /
36 1= 4= / +

37
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Legenda za tabelo 1: (-) pomeni, da test ni zaznal genetskega materiala testiranega patogena; (+) pomeni,
da je test zaznal majhno koli¢ino testiranega patogena; (++) pomeni, da je test zaznal zmerno koli¢ino
testiranega patogena; (+++) pomeni, da je test zaznal veliko koli¢ino testiranega patogena; (/) pomeni,
da ni bilo vzorca za testiranje. Ct vrednost za dolocanje prisotnosti genetskega materiala VT2e je bila

manj$a od 38,5.

Legend for table 1: (-) means the test has detected no genetic material of the tested pathogens; (+) means
the test has detected a low quantity of genetic material of the tested pathogens; (++) means the test has
detected moderate quantity of genetic material of the tested pathogens; (+++) means the test has detected
a large quantity of genetic material of the tested pathogens; and (/) means there was no sample to test.

Ct value for positive sample was determined as lower than 38.5.

V nekaterih rejah (reja 3, 8, 15 in 29) pri najmlajsi vzoréeni kategoriji tekacev nismo dobili
zadostne koli¢ine ustne tekoCine za nanos na FTA Kkartice, v reji 14 pa so prasici iz tretje
vzorcene starostne kategorije vrv med vzorcenjem odgriznili in jo povlekli na tla, zato je bil
vzorec kontaminiran s fecesom in neprimeren za nadaljnjo uporabo. Nekatere reje niso imele
vseh ustreznih starostnih kategorij praSiev, zato tam nismo vzor€ili vseh Stirth zahtevanih
starostnih kategorij prasi¢ev. To so bile reje 3, 4, 5, 8, 10, 12, 13, 14, 15, 20, 21, 24, 25, 26, 27,
28, 29, 33, 34, 35 in 36.

4.2 REZULTATI ANKET

Ankete je izpolnilo 36 rejcev, od tega 25 iz $tajerske (S), 9 iz prekmurske (P) in 2 iz dolenjske
(D) statisti¢ne regije. Od tega je 33 rejcev anketo izpolnilo v celoti, 4 samo delno, 1 rejec ankete

ni izpolnil (reja 22). Rezultati anket so prikazani v Tabeli 2.
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Tabela 2: Podatki o rejah in njihovi tehnologiji/Table 2: Information on farms and their technology
Reja Statisti¢na Vrsta reje St. prasicev v Karantena Izvor krme Edemska
regija reji bolezen v
preteklosti
1 S Izpust 700 Ne Lastna Da
2 S Hlev 1200-1400 Ne Lastna Da
3 P Hlev 1100 Da Komercialna Da
4 P Hlev 780 Ne Komercialna Da
5 S Izpust 691 Da Komercialna Da
6 S Hlev 242 Da Komercialna Da
7 S Hlev 390 Ne Lastna Da
8 P Izpust 500 Da Komercialna Da
9 P Hlev 340 Da Komercialna Da
10 S Izpust 300 Da Lastna Da
11 S Izpust 835 Ne Komercialna Da
12 S Izpust 352 Da Komercialna Da
13 P Hlev 315 Da Lastna Da
14 S Izpust <500 Da Komercialna Da
15 P Hlev 385 Da Komercialna Ne
16 P Hlev 740 Ne Komercialna Ne
17 P Izpust 703 Da Komercialna Ne
18 P Izpust 980 Da Komercialna Ne
19 S Hlev 720 Ne Komercialna Ne
20 S Izpust 2500 Da Komercialna Ne
21 S Hlev 1384 Da Lastna Ne
22 P / / / / /
23 S Hlev >500 Da Lastna Da
24 S Izpust <500 Da Lastna Da
25 D Hlev 9200 Da Komercialna Da
26 S Hlev 2258 Da Lastna Da
27 S Izpust 3200 Da Komercialna Ne
28 D Hlev 17500 Da Komercialna Ne
29 S Hlev >500 Ne Lastna Ne
30 S Izpust 121 Ne Lastna Ne
31 S Hlev 598 Ne Lastna Da
32 S Hlev 550 Da Komercialna Da
33 S Hlev 700 Da Lastna Ne
34 S Hlev 300 Da Lastna Da
35 S Izpust 220 Ne Lastna Ne
36 S Hlev 188 Da Lastna Ne
37 S Hlev 450 Ne Lastna Ne
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Legenda za tabelo 2: (S) pomeni $tajersko statistiéno regijo, (P) pomeni prekmursko statistiéno regijo,
(D) pomeni dolenjsko statisti¢no regijo.

Legend for table 2: (S) means Stajerska statistic region, (P) means Prekmurje statistic region, (D)
means Dolenjska statistic region.

4.3 STATISTICNA ANALIZA

4.3.1 Velikost reje

Reje smo razdelili na velike (vsaj 500 prasi¢ev) in majhne (manj kot 500 prasic¢ev). Proucili

smo prevalenco bolezni v dvajsetih velikih rejah in Sestnajstih majhnih rejah. Prevalenca

edemske bolezni v velikih rejah se statisti¢no ne razlikuje znacilno od prevalence v malih rejah.

Preverili smo jo s Fisherjevim natan¢nim testom, testom enakih delezev in Wilcoxonovim

testom za reje kot celoto in za posamezne starostne skupine prasicev, kot je prikazano v Tabeli

3.

Tabela 3: Prevalenca edemske bolezni glede na velikost farme in starostno skupino prasi¢ev/Table 3: Prevalence
of edema disease depending on the size of the farm and the age group of pigs

Starost St. Skupno | St. Skupno Fisherjev Test Wilcoxonov

prasi¢ev | pozitiv. | Stevilo | pozitiv. St. natanéni enakih test (p-
velikih | velikih | majhnih | majhnih | test (p- deleZev (p- | vrednost)
rej rej rej rej vrednost) | vrednost)

5-6 6 17 4 13 1.0000000 | 0.8534930 | 0.81767875

tednov

7-8 8 18 5 13 1.0000000 | 0.8306757 | 0.76090673

tednov

12 6 16 8 11 0.1201119 | 0.3179239 | 0.08222865

tednov

14 7 14 7 12 0.7126881 | 0.8162752 | 0.69882672

tednov

Skupno | 27 65 24 49 0.4524627 | 0.6261244 | 0.43290761




Ana Trbovc: Ugotavljanje prevalence edemske bolezni iz vzorcev ustne tekocine tekacev in odstavljencev 35
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2024. Raziskovalna naloga.




Ana Trbovc: Ugotavljanje prevalence edemske bolezni iz vzorcev ustne tekocine tekacev in odstavljencev 36
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2024. Raziskovalna naloga.

4.3.2 Vrsta reje

Proucili smo prevalenco edemske bolezni v dvaindvajsetin hlevskih rejah in Stirinajstih

hlevskih rejah z izpustom. Statisti¢no znacilna je vecja prevalenca edemske bolezni v hlevskih

rejah v primerjavi s prevalenco edemske bolezni v hlevskih rejah z izpustom, in sicer s

Fisherjevim natan¢nim testom, s testom enakih deleZev in z Wilcoxonovim testom. Prevalenca

edemske bolezni v Cetrti starostni kategoriji v hlevskih rejah je statisticno znacilno vecja od

prevalence v Cetrti starostni skupini v hlevskih rejah z izpustom. To smo prikazali s Fisherjevim

natanénim testom, testom enakih delezev in z Wilcoxonovim testom. Razlika med hlevskimi

rejami in hlevskimi rejami z izpustom pri drugih starostnih kategorijah ni statisti¢éno znacilna.

Rezultati statisticnih analiz vpliva vrste reje na prevalenco edemske bolezni so prikazani v

Tabeli 4.

Tabela 4: Prevalenca edemske bolezni glede na tip reje in starostno kategorijo prasi¢ev/Table 4: Prevalence of

edema disease depending on the type of the farm and the age group of pigs
Starost | H+ H I+ I Fisherjev Test enakih Wilcoxonov test
prasicev natancni test delezev (p- (p-vrednost)
(p-vrednost) vrednost)

5-6 9 20 1 10 0.1007607 0.152399588 0.0631857932
tednov

7-8 11 21 2 10 0.1285003 0.251541324 0.0978318710
tednov

12 12 20 2 7 0.2086957 0.393165360 0.1695706760
tednov

14 14 19 0 7 0.001204013 0.032560039 0.0011761536
tednov

Skupno | 46 80 5 34 0.00002593004 | 0.005153082 0.0000289016

Legenda za tabelo 4: (H+) pomeni Stevilo pozitivnih hlevskih rej; (H) pomeni stevilo vseh hlevskih rej;

(I+) pomeni Stevilo pozitivnih rej z izpustom; (I) pomeni Stevilo vseh rej z izpustom.
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Legend for table 4: (H+) means the number of positive farms with indoor-only husbandry; (H) means
the total number of farms with indoor-only husbandry; (I1+) means positive farms with indoor husbandry
with an access to outside pens; (1) means the total number of farms with indoor husbandry with an access

to outside pens.
4.3.3 Krma

Proucevali smo prevalenco edemske bolezni v devetnajstih rejah, kjer kupujejo komercialno
krmo, in v sedemnajstih rejah, kjer za odstavljence krmo mesajo sami. Prevalenca bolezni je
pri tretji starostni skupini prasicev statisticno znacilno vecja v rejah, kjer krmo mesajo sami.
Preverili smo jo s Fisherjevim natan¢nim testom in Wilcoxonovim testom. S Fisherjevim
natan¢nim testom, testom enakih delezev in Wilcoxonovim testom je bila potrjena tudi
statisti¢na znacilnost pogostejSega pojavljanja edemske bolezni v rejah, kjer krmo mesajo sami,
ne glede na starostno kategorijo tekacev in odstavljencev. Pri ostalih posameznih starostnih
kategorijah razlika ni bila statisti¢no znacilna. Rezultati statisticnih testov prevalence glede na

izvor krme so prikazani v Tabeli 5.

Tabela 5: Prevalenca edemske bolezni glede na izvor krme in starostno kategorijo prasi¢ev/Table 5: Prevalence
of edema disease depending on the origin of the feed and the age group of pigs

Starost | K+ K L+ L Fisherjev Test enakih Wilcoxonov
prasicev natan¢ni test delezev (p- test (p-
(p-vrednost) vrednost) vrednost)
5-6 3 16 7 14 0.1216391804 0.20067887 0.079168122
tednov
7-8 4 16 9 15 0.0731727515 0.20520133 0.055068144
tednov
12 3 13 10 14 0.0213009079 0.12952439 0.014791530
tednov
14 7 15 8 11 0.2462949253 0.49528307 0.203114836
tednov
Skupno | 17 60 34 54 0.0003056372 0.02166418 0.000221345




Ana Trbovc: Ugotavljanje prevalence edemske bolezni iz vzorcev ustne tekocine tekacev in odstavljencev
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2024. Raziskovalna naloga.

38

Legenda za tabelo 5: (K+) pomeni §tevilo pozitivnih rej, ki uporabljajo komercialno krmo; (K) pomeni
skupno Stevilo rej, ki uporabljajo komercialno krmo; (L+) pomeni Stevilo pozitivnih rej, ki uporabljajo

lastno krmo; (L) pomeni skupno $tevilo rej, ki uporabljajo lastno krmo.

Legend for table 5: (K+) means the number of positive farms, which use commercial feed; (K) means
the total number of farms that use commercial feed; (L+) means the number of positive farms which use

their own feed; (L) means the total mumber of farms which use their own feed.

4.3.4 Karantena

Proucili smo prevalenco edemske bolezni v dvaindvajsetih rejah, kjer imajo za nove prasice
urejeno karanteno, v primerjavi s trinajstimi rejami, kjer karantene nimajo. Samo eden izmed
rejcev ne kupuje prasic¢ev in ¢redo obnavlja z mladicami iz lastne reje, zato podatki te reje (reja
16) niso bili uporabljeni v statisti¢ni analizi te hipoteze. Prevalenca edemske bolezni v rejah,
kjer imajo za kupljene prasi¢e uvedeno karanteno, se statisticno znacilno ne razlikuje od rej,
kjer za kupljene prasi¢e nimajo uvedene karantene. Hipotezo smo za skupni vzorec starostnih
kategorij rej preverili s Fisherjevim testom, testom enakih delezev in Wilcoxonovim testom.

Rezultati statisticnih testov glede na prisotnost karantene so predstavljeni v Tabeli 6.



Ana Trbovc: Ugotavljanje prevalence edemske bolezni iz vzorcev ustne tekocine tekacev in odstavljencev
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2024. Raziskovalna naloga.

39

Tabela 6: Prevalenca edemske bolezni glede na izvajanje karantene in starostno kategorijo prasi¢ev/Table 6:
Prevalence of edema disease depending on the presence of quarantine and the age group of pigs

Starost | K+ K B+ B Fisherjev Test enakih | Wilcoxonov
prasicev natan¢ni test | deleZev (p- test (p-
(p-vrednost) vrednost) vrednost)

5-6 6 17 4 12 1.0000000 0.9390482 | 0.93573448
tednov

7-8 7 17 6 13 1.0000000 0.8641878 0.80748438
tednov

12 7 15 6 11 1.0000000 0.8193821 0.71936528
tednov

14 10 14 4 11 0.1159948 0.3420932 | 0.09179341
tednov

Skupno 30 63 20 47 0.6993478 0.7458555 0.60171286

Legenda za tabelo 6: (K+) pomeni $tevilo pozitivnih rej, Kjer izvajajo karanteno; (K) pomeni skupno
Stevilo rej, kjer izvajajo karanteno; (B+) pomeni $tevilo pozitivnih rej brez karantene; (B) pomeni

skupno Stevilo rej brez karantene.

Legend for the table 6: (K+) means the number of positive farms that have quarantine; (K) means the
total number of farms that have quarantine; (B+) means the number of positive farms that do not have

guarantine; (B) means the total number of farms that do not have quarantine.
4.3.5 Predhodni izbruhi edemske bolezni

Proucili smo dvaindvajset rej, kjer so v preteklosti Ze imeli edemsko bolezen, in Stirinajst rej,
kjer edemske bolezni v preteklosti Se nikoli niso imeli. Reje, kjer so v preteklosti ze imeli
izbruhe edemske bolezni, nimajo statisticno znacilno vecje prevalence edemske bolezni kot
reje, kjer bolezni Se nikoli niso imeli. Hipotezo smo preverili s Fisherjevim testom, testom
enakih delezev in Wilcoxonovim testom. Rezultati statisti¢nih testov glede na predhodno

prisotnost edemske bolezni v rejah so predstavljeni v Tabeli 7.
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Tabela 7: Prevalenca edemske bolezni glede na prisostnost izbuhov edemske bolezni v preteklosti in starostno

kategorijo prasi¢ev/Table 7: Prevalence of edema disease depending on the outbursts of edema disease in the
ast and the age group of pigs

Starost P+ P N+ N Fisherjev Test enakih | Wilcoxonov
prasicev natan¢ni test | delezev (p- test (p-
(p-vrednost) vrednost) vrednost)
5-6 7 19 3 11 0.7019952 0.7018833 0.6167552
tednov
7-8 9 19 4 12 0.4840346 0.6173873 0.4622780
tednov
12 9 15 5 12 0.4494818 0.5905363 0.3673237
tednov
14 9 16 5 10 1.0000000 0.8640789 0.7837220
tednov
Skupno 34 69 17 45 0.2524384 0.4516966 0.2308674

Legenda za tabelo 7: (P+) pomeni Stevilo pozitivnih rej, kjer so v preteklosti Ze imeli izbruhe edemske
bolezni; (P) pomeni $tevilo vseh rej, kjer so v preteklosti Ze imeli izbruhe edemske bolezni; (N+) pomeni
pozitivne reje, kjer v preteklosti Se niso imeli izbruhov edemske bolezni; (N) pomeni vse reje, kjer v

preteklosti $e niso imeli izbruhov edemske bolezni.

Legend for the table 7: (P+) means the number of positive farms that had outbreaks of edema disease in
the past; (P) means the total number of farms that had outbreaks of edema disease in the past; (N+)
means the number of farms that had outbreaks of edema disease in the past; (N) means total number of

farms that had outbreaks of edema disease in the past.
4.3.6 Prevalenca glede na starost praSicev

Uporabili smo 31 rezultatov iz prve starostne skupine tekacev, 32 rezultatov iz druge starostne
skupine tekacev, 28 rezultatov iz tretje starostne skupine pitancev in 27 rezultatov iz Cetrte
starostne skupine pitancev. Za noben primerjan par starostnih skupin nismo nasli statisti¢no

znacilne razlike v prevalenci in ne moremo trditi, da se edemska bolezen pogosteje pojavlja v
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kateri izmed Stirih raziskovanih starostnih kategorij v primerjavi z drugimi. Hipoteza je bila
preverjena z vsemi tremi statisticnimi testi: Fisherjev test, test enakih delezev in Wilcoxonov
test. Rezultati statisti¢ne primerjave parov starostnih skupin teka¢ev in pitancev so prikazane v
Tabeli 8.

Tabela 8: Primerjava prevalence edemske bolezni med starostnimi skupinami prasi¢ev/Table 8: Comparisson of
the prevalence of edema disease among the age groups of pigs

Starostne skupine | Fisherjev natancni | Test enakih delezev | Wilcoxonov test (p-

prasicev test (p-vrednost) (p-vrednost) vrednost)

5-6 tednov in 7-8 0.6088432 0.6592330 0.5111830
tednov

5-6 tednov in 12 0.1957754 0.3844993 0.1686092
tednov

5-6 tednov in 14 0.2889572 0.4296001 0.2165980
tednov

7-8 tednov in 12 0.6050609 0.6545164 0.4565256
tednov

7-8 tednov in 14 0.6059726 0.7114586 0.5439829
tednov

12 tednov in 14 1.0000000 0.9433563 0.9070209
tednov

5 RAZPRAVA

Z raziskovalno nalogo smo Zeleli ugotoviti prevalenco edemske bolezni v slovenskih
komercialnih rejah prasicev in odvisnost pojavljanja bolezni od tehnologije reje ter izvajanja
biovarnostnih ukrepov. Vzorcili smo 37 komercialnih rej prasicev, ki so imele vsaj 20
plemenskih svinj. Malo slovenskih rej dosega ta kriterij, hkrati pa se nahajajo predvsem v
prekmurski in Stajerski statistini regiji, zato je bil vzorec majhen in je obsegal reje prasicev, ki

so si geografsko precej blizu.
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Prevalenca edemske bolezni v Sloveniji je 64,9 % in visja od prevalence, izraCunane v nemskih
rejah prasicev, kjer pri tekacih porocajo o 53,5 % prevalenci patotipa STEC, ki izlo¢a STx2e
(Berger in sod., 2023). Nekoliko visja prevalenca v Sloveniji je najverjetneje posledica dejstva,
da rejci praSi¢ev ne posumijo, da imajo v reji prisotnega povzrocitelja edemske bolezni, ker
bolezen lahko poteka subklini¢no, in svoje ¢rede posledi¢no ne cepijo proti patotipu EDEC (25
rejcev od 33 vprasanih ne cepi). Poleg tega veliko rejcev prasicev, vkljucenih v Studijo, ne
izvaja nikakrSnega preventivnega cepljenja proti boleznim prasic¢ev (8 od 33 vprasanih ne cepi
proti nobeni bolezni). Zaznali smo slabo znanje in izvajanje ukrepov zunanje in notranje
biovarnosti, vklju¢no z izvajanjem karantene (karanteno izvaja 24 od 33 vpraSanih rejcev),
pranjem in razkuzevanjem brejih svinj, preden se jih prestavi v prasitveni boks (17 rejcev od
33 vprasanih vsaj opere ali razkuzi svinje, preden se jih prestavi v prasitveni boks), ter odsotnost
¢iS€enja vodovodnih sistemov v reji (vodovodni sistem Cisti 10 od 33 vprasanih rejcev). Vsi
anketirani rejci odistijo prasitvene bokse pred naselitvijo breje svinje, a to ni dovolj za
preprecitev prenosa patogenih mikrobov s svinje na pujske, ¢e ne operejo in razkuzijo tudi breje
svinje. Trije rejci od 33 vprasanih ne ocistijo boksov, preden vanje naselijo nov turnus tekacev.
Od 30 rejcev, ki bokse za tekace ocistijo in razkuZijo, jih 13 uporablja samo Ekocid®, 2 rejca
kombinirata Ekocid® in Virocid®, 5 rejcev uporablja samo Virocid®, 2 rejca uporabljata

A4

gluteraldehid in aktivno klorovo peno za ¢is€enje, 1 rejec uporablja Agacid, 1 rejec uporablja
uporabijo samo vodo. Znano je, da imajo sevi E. coli  sposobnost tvorbe biofilmov. Na
uspesnost razkuzil proti biofilmom vplivajo starost biofilma, kontaktni ¢as in sestava razkuZila.
Proti E. coli delujeta najbolje VirkonS in Virocid (Osland in sod., 2020) oziroma razkuzZila, ki
vsebujejo gluteraldehid in kvartarne amonijeve spojine ter klorokresol (Montagnin in sod.,
2022). K visji prevalenci edemske bolezni prispeva tudi velik delez rejcev, ki iz lastnih polj$¢in
ob dodatku komercialnih vitaminsko-mineralnih premiksov pripravijo krmni obrok tekacev, ne
da bi poznali natan¢no sestavo in kakovost krme (4 rejci od 14 vprasanih rejcev, ki sami
pripravljajo krmni obrok, poznajo sestavo obroka). Prehrana je namre¢ pomemben dejavnik, ki
lahko s sestavo obroka in pogostostjo hranjenja vpliva na prevalenco edemske bolezni
(Neumann in sod., 2020). Pomemben potencialen vir za vnos povzrocitelja je tudi podatek, da
vsi rejci razen enega kupujejo praSie (vecinoma breje ali nebreje mladice) iz tujine brez

poznanega zdravstvenega statusa.
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V nemski raziskavi so vzor¢ili samo prasice v starosti 5-8 tednov (Berger in sod., 2023), mi pa
smo vzor¢ili tudi tekace oziroma pitance v fazi predpitanja, stare 12 in 14 tednov. Samo v §tirih
od sedemintridesetih vzorCenih rej je bil verotoksin prisoten pri tretji in Cetrti starostni
kategoriji, ne pa tudi v prvi in drugi, zato menimo, da so rezultati obeh raziskav primerljivi.
Poleg tega je vzorcenje ustne tekoCine neinvazivna metoda, ki je preprosta za uporabo in vodi
do zanesljivih diagnosti¢nih rezultatov, zato bi lahko bila v prihodnje zanimiva za rejce, ki bi
se pogosteje odlocali za testiranje ¢rede. To bi omogocilo hitrejSo diagnostiko (subklini¢nih)
bolezni in hitrejse ukrepanje, posledi¢no pa manjSe izgube v rejah prasicev. Poleg prevalence
sevov E. coli, ki izlo¢ajo verotoksin Stx2e, so v Nem¢iji preverjali tudi prisotnost patotipa
EDEC in dolo¢ili prevalenco 37,4 %, kar nakazuje na pomemben deleZ primerov edemske
bolezni, povzro¢ene z drugimi patotipi E. coli kot z EDEC, ki zaradi prenosa virulentnih
faktorjev med patotipi tudi izlo¢ajo toksin Stx2e in povzrocajo enako klini¢no sliko kot z EDEC
povzrocena edemska bolezen (Kaper in sod., 2004; Taylor, 2013). Zanimive bi bile nadaljnje
raziskave istih slovenskih rej, da bi dolo¢ili prevalenco EDEC patotipa v primerjavi z ostalimi

patotipi, ki morda tudi izlo¢ajo toksin Stx2e.

Dokazali smo statisticno znacilno razliko v prisotnosti verotoksina v ustni tekocini
odstavljencev med rejami, kjer so vse kategorije prasi¢ev izklju¢no vhlevljene, in rejami, kjer
ima vsaj ena izmed kategorij moznost izpusta. Glede na statisticno obdelavo rezultatov je bila
prevalenca E. coli v izklju¢no hlevskih rejah bistveno vecja od prevalence v rejah, kjer je imela
vsaj ena izmed kategorij moZnost izpusta, zato smo hipotezo, da imajo hlevske reje nizjo
prevalenco v primerjavi z rejami z izpustom, ovrgli. Razpoke v tleh in stenah dotrajanih ter
slabo vzdrzevanih boksov sluzijo kot odli¢en substrat za nastanek biofilmov, ki jih sevi E. coli
dokazano tvorijo. Z nara$cajoco starostjo bakterijskih biofilmov se povecuje tudi tezavnost
njihove uspesne odstranitve (Osland in sod., 2020). Glede na to, da 4 rejci od 33 vprasanih
bokse pred vselitvijo tekacev ocistijo le z vodo, 3 rejci pa jih pred menjavo turnusov sploh ne
ocistijo, obstaja velika verjetnost, da so biofilmi v teh rejah prisotni ze dolgo, zato so visoko
odporni na mehansko ¢i$¢enje in predstavljajo vir okuzbe za tekace. Pomanjkljivo ¢is¢enje brez
razkuzevanja jih ne more odstraniti, zato Se povzrocitelj edemske bolezni v taks$nih rejah
ohranja. V 16 rejah, kjer so prasitveni boksi pred vselitvijo o¢is¢eni in razkuzeni, sama svinja
pa ne, se sicer Cisti prasitveni boksi lahko naknadno kontaminirajo z vselitvijo neociscene in
nerazkuzene svinje. 23 rejcev od 33 vprasanih nikoli ne oc¢isti vodovodnih sistemov, ki so zaradi

visoke vlage in nizke temperature potencialno okolje za tvorbo odpornih bakterijskih biofilmov
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(Fairbrother in Nadeau, 2019). Glede na nizko prevalenco povzrocitelja v rejah z izpustom je
okuzba prasicev ob stiku z drugimi zivalskimi vrstami ali posredno s kontaminirano krmo ali

vodo, s katero so bile druge zivalske vrste v stiku, v slovenskem prostoru malo verjetna.

Dokazali smo tudi statisti¢no znacilno razliko v prisotnosti verotoksina v ustni tekocCini tekacev
in pitancev med rejami, kjer tekace krmijo s komercialno krmo, in rejami, kjer krmo mesajo
sami, ter doma pridelanim zitaricam in stro¢nicam dodajajo le komercialne mineralno-
vitaminske premikse. Tako smo potrdili hipotezo o vi§ji prevalenci edemske bolezni v rejah,
kjer krmo pripravljajo sami, v primerjavi z rejami, kjer krmo kupujejo. Deset rejcev od skupno
Stirinajstih, ki krmo meSajo sami, ne pozna to¢ne sestave krme, polovica vprasanih rejcev, ki
pripravljajo svojo krmo, pa ne tehta prasicev, zato nimajo realnega vpogleda v kakovost in
ustreznost krme, ki jo pripravijo. V izogib pojavu klini¢ne in subklinicne edemske bolezni je
pomemben nadzor nad sestavo krme in koli¢ino hranilnih snovi v krmi, predvsem beljakovin,
ki so vir toksi¢nih presnovnih produktov (Faibrother in Nadeau, 2019; Neumann in sod., 2020),
zato bi morali rejci v pregled sestave krme in hranilne vrednosti poSiljati vzorce krme pred
zaCetkom pokladanja prasicem. Poznavanje sestave premiksov, ki jih rejci dodajajo doma
pripravljenem krmnem obroku z neznano sestavo, ni dovolj za oceno ustreznosti sestave
celotnega obroka. Velik delez tekacev ima na voljo krmo ad libitum (27 rejcev od 33 vprasanih),
kar tudi prispeva k pogostejsi prevalenci edemske bolezni (Fairbrother in Nadeau, 2019), hkrati
pa prispeva k manjsi higieni boksov in Se posebej pri rejcih, ki uporabljajo mokro krmo,

predvsem v poletnih mesecih vodi v hitrejSe kvarjenje krme.

Samo 6 od 33 vprasanih rejcev dodaja v krmo ali vodo poleg vitaminsko-mineralnih dodatkov
tudi eteri¢na olja, probiotike ali organske kisline. Trije rejci uporabljajo probiotike in organske
kisline, en rejec samo organske kisline, dva rejca pa organske kisline, probiotike in eteri¢na olja
origana, poprove mete in komarcka. Prasi¢i z dostopom do kislinskih dodatkov in eteri¢nih ol]
v obroku so bolje priras¢ali z manjSo prevalenco enterotoksemije zaradi okuzb z E. coli,
zabelezene pa so tudi koristi uporabe probiotikov v krmnem obroku (Fairbrother in Nadeau,
2019; Pejsak in sod., 2023).

Velikost reje, starostna kategorija tekacev in pitancev, prisotnost karantene in obolevnost
prasicev z edemsko boleznijo v preteklosti so dejavniki, ki na prevalenco niso imeli statisti¢no

znacilnega vpliva. ManjSi pomen velikosti reje na prevalenco edemske bolezni je najverjetneje
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posledica velikih razlik med rejci glede znanja o nalezljivih boleznih prasSicev in izvajanju

biovarnostnih ukrepov v rejah.

Nasploh je upostevanje ukrepov zunanje in notranje biovarnosti, kot so lo¢evanje posameznih
kategorij prasicev po prostorih (27 rejcev od 33 vprasanih ima prasice razli¢nih kategorij lo¢ene
po prostorih), uvedba proizvodnega ritma (29 rejcev od 33 vpraSanih ima uveden proizvodni
ritem), uvedba sistema vse noter-vse ven (23 rejcev od 33 vpraSanih ima uveden sistem vse
noter-vse ven), kupovanje prasic¢ev z znanim zdravstvenim statusom (30 rejcev od vpraSanih
kupuje prasice iz virov, ki jamcijo za zdravstveni status prasicev), pranje in razkuzevanje svinj
pred premikom v prasilisce (17 rejcev od 33 vprasanih vsaj opere ali razkuzi brejo svinjo pred
prestavitvijo v prasitveni boks) ter preventivno cepljenje proti najpogostejSim boleznim
prasic¢ev Se vedno precej razli¢no zastopano med razlicnimi rejami, kar zagotovo bolj vpliva na

pojavnost bolezni kot sama velikost reje.

Od 33 vprasanih rejcev jih 17 cepi zoper mikoplazemsko pljucnico, 2 rejca zoper atrofi¢ni
rinitis, 11 rejcev zoper parvovirusne okuzbe, 7 rejcev zoper rdec¢ico, 11 rejcev zoper circoviruse
tipa 2, 8 rejcev zoper edemsko bolezen, 2 rejca zoper PRRS (ang. porcine reproductive and
respiratory syndrome), 5 rejcev zoper klostridijske okuzbe in 1 rejec zoper Glasserjevo bolezen.
Reje smo sicer razdelili na velike in majhne z mejo 500 praSicev, a so vse zelo majhne v
primerjavi z rejami v tujini. Najve¢ja reja ima stalez 17.500 praSicev, najmanjSa pa 121
prasicev. Slovenski rejci prasicev se Se vedno redko odlocajo za ugotavljanje zdravstvenega
stanja v svojih ¢redah, zato ne poznajo dobro zdravstvenega statusa ¢rede in ne cepijo prasicev.
Se posebej je to problemati¢no pri boleznih, ki se pojavljajo v subklini¢ni obliki, kot je edemska

bolezen v rejah, ki so bile predmet proucevanja.

Edemska bolezen naj bi se pogosteje pojavljala neposredno po odstavitvi kot nekaj tednov po
njej (Fairbrother in Nadeau, 2019), a v naSi raziskavi nismo ugotovili statistiéno znacilne
povezave med starostno skupino tekacev in prevalenco edemske bolezni. Toksin Stx2e ni bil
statisti¢no znacilno pogosteje odkrit pri tekacih iz prve in druge starostne skupine v primerjavi
S pitanci iz tretje in Cetrte starostne skupine, kar morda prikazuje na stalno prisotnost
povzrocitelja v reji ne glede na starost praSi¢ev. Hipoteze o vi$ji prevalenci edemske bolezni
pri 5-6 tednov starih tekacih in 7—8 tednov starih tekacih v primerjavi s pitanci v starosti 12 in

14 tednov nismo potrdili.
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6 SKLEPI

e V Sloveniji je 64,9 % prevalenca edemske bolezni, povzrocena s sevi E. coli, ki izlo¢ajo
toksin Stx2e,

e Hlevskarejabrez izpusta in krmljenje z lastno krmo sta dejavnika, ki statisticno znacilno
povecata moznost za nastanek edemske bolezni,

e Velikost reje, uvedena karantena za kupljene prasice in prisotnost edemske bolezni v
preteklosti so dejavniki, ki niso statisticno znacilno povezani s prevalenco edemske
bolezni,

e Edemska bolezen ni statistino znacilno pogosteje prisotna v starosti 5-8 tednov v
primerjavi s starej§imi tekaci in pitanci,

e Znanje rejcev o edemski bolezni in njeni preventivi je v Sloveniji slabo, zato bo treba

rejce izobraziti na tem podrocju.

7 POVZETEK

Cilj raziskovalne naloge je bil ugotoviti prevalenco edemske bolezni pri tekacih in pitancih v
komercialnih rejah z vsaj 20 plemenskimi svinjami v Sloveniji. Vzorci ustne tekocine so bili
pridobljeni z uporabo neinvazivne metode vzorcenja z bombaznimi vrvmi v 37 rejah v Stajerski,
prekmurski in dolenjski statisticni regiji. [zvedli smo RT-PCR fluorescen¢ni test s 5' nukleazno
aktivnostjo DNA polimeraze. Rezultate RT-PCR testa smo primerjali z odgovori anketnih
vprasalnikov, ki smo jih izpolnili v rejah, in statisticno obdelali s Fisherjevim natan¢nim testom,
testom enakih delezev in Wilcoxonovim testom. Ugotovili smo 64,9 % prevalenco edemske
bolezni, povzroene s sevi, ki izlo¢ajo toksin Stx2e, in statisticno znacilno povezavo med visjo
prevalenco bolezni v hlevskih rejah brez izpusta, in rejami, kjer rejci sami mesajo krmo za
tekace in pitance. Velikost reje, izvajanje karantene za kupljene prasice in prisotnost edemske
bolezni v preteklosti niso statisti¢cno znacilno povezane s prevalenco edemske bolezni, hkrati
pa se bolezen ne pojavlja statisticno znacilno pogosteje pri 5-6 in 7-8 tednov starih tekacih v

primerjavi z 12 in 14 tednov starimi pitanci.

8 ZAHVALE
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Priloga 1: VpraSalnik o edemski bolezni
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Kraj (naslov) in datum:

NEONATALNE DRISKE IN EDEMSKA BOLEZEN — ANKETA

Splo$ni podatki o reji

1. Vrsta reje (hlevska/izpust...)

2. Koliko je vseh prasicev v reji?

3. Koliko plemenskih svinj je v reji?

4. Koliko pitancev je v reji?

5. KolikSen je odstotek pogina v

A. prasiliS¢u

B. vzrejaliséu

C. pitaliscu

6. Koliksno je Stevilo zivorojenih pujskov na gnezdo?
7. Koliksno je Stevilo odstavljenih pujskov na gnezdo?
8. Koliks$ni so prirasti v

A. prasiliScu

B. vzrejalis¢u

C. pitaliscu

9. Uporabljate

o naravni pripust

. semenitev

o oboje
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10. Kolik$no je stevilo gnezd na leto na svinjo?

Biovarnost
1. Ali je reja ograjena?
A. Da

B. Ne

2. Ali se pred vstopom v rejo vedno preoblecete in preobujete?
A.Da
B. Ne
3. Ali dovolite obiskovalcem vstop v rejo?
A.Da
B. Ne
4. Ce da, ali se ti vedno preoblecejo in preobujejo (velja tudi za veterinarja)?
A.Da
B. Ne

5. Ali je ob vstopu na posest namescena dezinfekcijska bariera in ¢e da, kakSne vrste (npr.
Sobe, kanal z razkuZilom...)?

A. Da

B. Ne

6. Ali so pred vhodom v posamezne objekte in sobe namescéene dezinfekcijske bariere?
A.Da
B. Ne
7. Kako pogosto menjate razkuZzilo v dezinfekcijski barieri?
A. Vsak dan
B. Vsak drugi dan
C. Vsak teden

D. Drugo

8. Ali so kategorije prasicev loene po prostorih?
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A. Da

B. Ne

9. Ali je uveden proizvodni ritem?

10.

11.

12.

13.

A. Da

B. Ne

Ali se izvaja sistem reje vse noter/vse ven?
A.Da
B. Ne
Ali ima katera izmed kategorij izpust?
A.Da
B. Ne
Ali imajo prasici, ki jih uvajate v rejo, poznan zdravstveni status?
A.Da
B. Ne
Imate za novoprispele Zivali urejeno karanteno ter kje so nastanjene in kako dolgo?
A.Da

B. Ne

14.

15.

Ali ima reja bolnisni¢ne bokse?
A. Da
B. Ne

Kako pogosto se izvajata dezinsekcija in deratizacija?

16.

Kako pogosto odistite in razkuZite vodovodne sisteme v reji?

17.

Kako je shranjena krma in kako je zasc¢itena pred okoljem in drugimi Zivalmi?
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18. Kaksen je sistem odstranjevanja gnoja in gnojevke v reji, kje se shranjujejo ter kako
pogosto se Cisti bokse?

19. Ali ima oseba, ki dela v prasilis¢u predhodno stik z drugimi kategorijami prasicev ali hodi v
drug hlev?

A. Da

B. Ne

Reja in prehrana v vzrejalisc¢u

1. Koliksna je temperatura v pitalis¢u?

2. Ali krmite prasice po volji (ad libitum)?
A. Da
B. Ne

3. V koliko dneh po odstavitvi preidejo prasici na novo krmo?

A. Ali krmite s komercialno krmo?

A. Da

B. Ne
5. Kaksna je sestava krme tekacev? Beljakovine (%) , vlaknine (%) , metionin
(%) lizin(%)

6. Ali imajo tekaci na voljo vodo z dodatkom organskih kislin?
A. Da
B. Ne

7. Ce da, katere kisline uporabljate in kaksen je ciljni pH vode?

8. Ali v reji uporabljate probiotike?
A. Da
B. Ne

9. Ce da, katere probiotike uporabljate?

10. Ali v reji uporabljate etericna olja?

A. Da
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B. Ne

11. Ce da, katera eteri¢na olja uporabljate?

12. Ali v reji uporabljate mineralno-vitaminske dodatke?
A. Da
B. Ne

13. Ce da, katere mineralno-vitaminske dodatke uporabljate?

Zdravstveno varstvo

1. Ali imate v reji zdravstvene tezave? Ce da, dopisite kategorijo prasicev, klini¢no sliko in kako
pogosto se zdravstvene teZave pojavljajo. Da/ne

2. Ali so bili prasici v zadnjem tednu zdravljeni ali preventivno krmljeni z antibiotiki? Ce da,
dopisite kategorijo prasicev, aktivno ucinkovino, odmerek in nacin aplikacije. Da/ne

3. S katerimi pripravki (aktivna ucinkovina in odmerek) ste ocistili in razkuZili bokse pred
vselitvijo odstavljencev?

4. Katera preventivna cepljenja izvajate v reji in pri katerih kategorijah?

E. coli

1. Ali ste v preteklosti imeli izbruhe edemske bolezni?
A.Da
B. Ne

2. Kateri od naslednjih klini¢nih znakov so se pojavili v reji ob izbruhu? Nenaden pogin
(da/ne), zivcni znaki (da/ne), edem vek in Cela (da/ne), znaki okuzbe dihal (da/ne), drugo

3. Ali ste pujske cepili proti STEC?
A.Da

B. Ne




