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1 BAGGRUND

Denne rapport samler de nyeste resultater fra forskning vedrgrende fordgjelsessystem og fgde for dansk
ravildt (Capreolus Capreolus). Projektet er udfgrt i perioden 2018-2020 som et samarbejde mellem
Danmarks Jaegerforbund, DTU FOOD og forskningsgruppen for Smadyr og Vildtpatologi under sektion for
Patobiologi pa Institut for Veterinaer- og Husdyrvidenskab pa Kgbenhavns Universitet. Projektet har
veeret finansieret af forskningsbevillinger fra Miljgstyrelsen og 15. Juni Fonden.

Formalet med denne undersggelse har vaeret at pge forstaelsen for radyrets tarmgkologi, herunder gge
viden om hvilke mikroorganismer, der forekommer i radyrets mave og tarm, og samtidig undersgge
effekten af radyrs adgang til foder pa mave- og tarmkanal og den mikrobielle sammensaetning og
dermed vaere med til at danne grundlag for vidensbaseret vildtforvaltning.

En del af de praesenterede resultater er udarbejdet i forbindelse med specialeprojektet; “Mikrobiota
pilotstudie og det danske ravildts ruminale slimhindeoverfladeareal i relation til saeson, udfodring, veegt
og sygdom” af Jesper Skelbaek Berntsen og Ulrik @rskov, der afsluttede deres speciale pa
veterinzerstudiet i 2019 (Vejledere Anne Sofie Hammer og Carsten Riis Olesen).

Rapporten fremlaegger resultater og inddrager anden litteratur, dels for at gge leeserens forstaelse for de
undersggte problematikker, og dels for at saette resultater i perspektiv til tidligere forskning pa omradet.
Rapporten er udarbejdet i et sprog, som sgger at gge tilgaengeligheden af de fundne resultater for
borgere interesseret i den danske vildtforvaltning, men som ikke har umiddelbare forkundskaber inden
for det veterinzere eller biologiske felt. Hertil har det dog veeret ngdvendigt at foretage visse afvejninger
for stadig at bevare en retvisende ordlyd.

Undersggelsen er baseret pa materiale fra jagtskudte radyr. Vi vil gerne takke jeegere i alle de
involverede omrader for deres store hjzelp og talmodighed i forbindelse med prgveindsamlinger. Mads
Flinterup takkes for kommentering af manuskriptet til rapporten.



2 OPSUMMERING AF RESULTATER O0G KONKLUSIONER

Dette afsnit opsummerer projektets mest vaesentlige resultater og konklusioner.

Undersggelsen tyder pa en generelt hgj sundhedsstatus i maver og tarmkanal hos de undersggte dyr i
alle omrader. Generelt er der i alle omrader, der indgik i undersggelsen, pavist meget fa dyr med
sygdomsmaessige forandringer i formaver, Igbe og tarmkanal hos raske jagtskudte radyr. Kun i ganske fa
dyr, der blev nedlagt i forbindelse med almindelig jagtmaessig aktivitet, er der pavist milde
sygdomsmaessige fund i vom og tarmkanal.

Blandt de dyr der indgik i undersggelsen havde i alt 17 dyr sygdomsmaessige forandringer. Ud af disse
dyr havde 6 meget milde og formodentlige ubetydelige lejlighedsfund og 5 dyr havde tegn pa diarre og
afmagring. Hovedparten af dyrene med diarre var fra Fyn. Hvor syge dyr indgar i analyserne er det
angivet. Det var i gvrigt ikke muligt at pavise en hgjere andel af sygdomsmaessige fund hos jagtskudte
dyr med adgang til udlagt foder, sammenlignet med dyr der ikke havde adgang til foder.

Ved parasitologisk undersggelse af 58 dyr fra 3 omrader blev isaer pavist gastrointestinale parasitter
(hyppigst Strongylide og Capillaria-seg). Massiv forekomst af parasitter blev kun pavist hos raske dyr og
ingen af de undersggte syge dyr havde sygdomsmaessige fund, der tyder pa massive/alvorlige
parasitinfektioner i lever, formaver, Igbe eller tarm. Der er generelt pavist meget stor individuel variation
i parasitologiske fund (bade hvad angér arter og antal), men der er i de undersggte omrader ikke fundet
indikationer p3, at arter eller antal er pavirket af geografiske forhold eller fodring. Der er heller ikke pavist
flere parasitter eller andre arter hos syge dyr (herunder dyr med ravildtsyge) eller hos dyr med adgang til
foder. Denne undersggelse tyder heller ikke pa, at parasitinfektion er den udlgsende arsag til diarre og
afmagring hos de fynske radyr. Dette underbygges bade af de generelt varierende parasitologiske fund,
hvor de syge dyr ikke skiller sig ud, hverken nar det gaelder arter pavist eller patologiske fund der kan
relateres til parasitinfektioner i de syge dyr. Andre mulige arsager, som endnu er uafklarede, kunne veere
enteropatogene virusinfektioner.

Slimhindens overflade i vommen blev undersggt hos adulte og raske danske radyr (n=63), som var
inddelt i 6 kategorier efter arstid (forar, efterar og vinter) og dyr med adgang til udlagt korn og
majskerner (kornfodrede eller ikke-kornfodrede). Dyrene blev opdelt i kornfodrede og ikke-kornfodrede
ud fra, om vi ved fgdeanalyser finder korn og majskerner i materiale fra dyrets vom. Undersggelsens
resultater viste, at a&ndringen i struktur og ydre form pa papillerne gennem saesonerne, samt aendringen
i vommens slimhindeoverfladeareal bade er markant og signifikant. Overfladearealet er stgrst om
foraret, mindre i efteraret og mindst om vinteren. | vinterssesonen sa vi desuden en signifikant positiv
sammenhang mellem dyr med adgang til foder og et st@rre overfladeareal af vom slimhinden.
Undersggelsen tyder pa, at hvor radyr har adgang til udlagt foder kan detudggre en betydelig del af
dyrenes energioptag i vinterperioden.

Undersggelsen af vom og tarm mikrobiota blev indledt med et metodestudie, hvor forskellige indsamlings-
og analysemetoder blev sammenlignet. Vi sammenlignede indledningsvist to metoder til prgveudtagning
med henblik pa at foretage prgveindsamling fra vildtlevende radyr. Ved prgveudtagningsmetode 1. colon-
metoden - blev et cirka 20 cm. langt stykke af tyktarm (colon) indsamlet i en prgvebeholder og nedfrosset.
Efterfglgende blev tarmindhold udtaget fra tarmstykket. Ved prgveudtagningsmetode 2. colon indholds-
metoden - udtages colon indhold direkte i et prgvergr i felten. Sidstnaevnte metode er mere tidskraevende
i felten og stiller et hgjere krav til hygiejnemassige forhold (rene handsker, underlag og sterile



engangsredskaber til udtagningen), og den er derfor mindre velegnet, hvis jeegere skal udtage prever i
forbindelse med almindelig jagt. Til gengaeld er det ikke ngdvendigt at optp prgven i forbindelse med
udtagning i laboratoriet. Sidstnaevnte metode er derfor mere skansom for prgven. Undersggelsens
resultater viste at colon-metoden resulterer i en signifikant lavere a-diversitet ved shannon-indeks:
125mg: p<0,01 og 50mg: p=0,05 og artsrigdommen (antal observerede amplicon typer [ASV]): 125mg og
50mg: p<0,05. Dog finder vi ogsa, at selvom der er signifikant forskel pa prgveudtagningsmetoden, er
forskellen ikke seerlig stor, jf. en meget hgj grad af korrelation mellem de to metoder for bade Shannon
diversitets indeks(r=0,97) og for artsrigdom (r=0,95). Begge metoder vurderes derfor at vaere anvendelige,
men hvis metoderne kombineres i undersggelser, skal man veere opmaerksom pa eventuel sampling bias.
Til de prgver, der indgik i mikrobiota studier i dette projekt (bortset fra dobbelte prgver, der indgik i
metodestudiet), har vi anvendt den mere skansomme colon indholds-metode ved indsamling. Der blev
indledningsvist ogsa sammenlignet to analysemetoder til mikrobiota analysen, hvori der indgik forskellig
maengde prgvemateriale. Vi fandt, at de to prgvestgrrelser ikke medfgrte signifikant forskel i resultater,
hvorfor der i fremtidige mikrobiota-undersggelser af ravildtets colon-indhold kan anvendes den mindste
og mindre arbejdskraevende prgvestgrrelse.

Undersggelser af mikrobiota i vom og colon omfattede prgver fra i alt 85 radyr, heraf 17 dyr med
sygdomsmaessige forandringer. Undersggelserne har bidraget med ny viden om den mikrobielle
sammensaetning i tarmen hos radyr. Viden om den mikrobielle sasmmensaetning i vom og tarm hos raske
radyr er et ngdvendigt grundlag for at kunne fortolke bakteriologiske fund i tarmen hos syge radyr og
afdaekke sygdomsmaessige sammenhange. Uden kendskab til hvad der er normalfund, vil det ikke vaeret
muligt at afggre, om eventuel paviste bakterier kan vaere relateret til sygdom.

Ved at sammenligne data fra denne undersggelse med tidligere publicerede artikler fandt vi, at colon-
mikrobiota hos europaeisk ravildt adskiller sig fra den, der er beskrevet hos sibiriske ravildt bade pa raekke
(phylum)- og sleegt (genus)-niveau. Endnu stgrre adskillelse sas ved sammenligning af europaeiske radyr
med wapitihjorte, nordamerikanske elge og malkekvaeg. Undersggelsen bekrafter tidligere studier, at
radyr har deres egen vom og tarm mikrobiota, som er forskellig fra den man ser hos andre arter.
Undersggelsen viser ogsa mere overraskende, at der inden for danske radyrpopulationer tilsyneladende
er tydelige geografiske forskelle i vom og tarm mikrobiota. Her var der en tydelig opdeling i forhold til
prgvetagningslokalitet for vom prgver, som indikerer at dyrenes mikrobiota i nogen grad kan
sammenkaedes med lokalitet.

| de efterfglgende analyser har vi undersggt sammenhange mellem mikrobiel ssmmensaetning i vom og
tyktarm og koncentrationen af en raekke naeringsstoffer fundet i dyrene med fokus pa raprotein (FP),
ikke-fordgjeligt fiber (NDF), samt kunstigt foder (AF). Den mest tydelige sammenhaeng fandt vi for
raprotein, hvor vi sa at mikrobiota sammensatningen i bade vom og colon generelt er mere ens for dyr
med hhv. lav, mellem og hgjt raprotein indhold end pa tvaers af disse grupper. Pa Bornolm er der pavist
laveste niveauer af raprotein, hvilket er foreneligt med at radyrene ikke havde adgang til udbragte
fodermidler som korn og majskerner og, at disse heller ikke fandtes ved de udfgrte fgdeanalyser (pa neaer
hos et enkelt dyr).

Nogle dyr, seerligt fra Fyn, udviste symptomer pa diarré eller havde pa anden made sygdomsmaessige
forandringer der indikerede sygdom i mave og tarmsystemet. Disse dyrs mikrobiota ser tilsyneladende
ud til at gruppere sig samlet, sarligt for prgver taget fra vommen. Da det stgrste antal syge dyr (diarre
m.m.) blev indsamlet pa Fyn, sammenlignede vi mikrobiota i dyr fra Fyn med alle andre dyr. Her fandt vi
at kun slaegten Anaerovibrio spp. adskilte de to grupper med signifikant hgjere relativ forekomst af



denne sleegt i vom-indhold i dyr fra Fyn sammenlignet med de andre lokaliteter. | Colon fandt vi ved
direkte sammenligning (Man Whitney test) ogsa en signifikant forskel for Anaerovibrio spp. Anaerovibrio
er lipolytiske bakterier der nedbryder triglycerider og hydrolysater af triglycerider. Anaerovibrio spp. er i
litteraturen beskrevet som en vom og tarmbakterie der kan have mulig effekt pa stofskiftet, samt kan
have en negativ effekt pa veegtggning og give diarre hos grise. Det er desuden beskrevet hos far og
malkekvaeg, at niveauer af Anaerovibrio spp. i vom mikrobiota kan stige som fglge af tilpasning til en
letfordgjelig, kornholdig dizet.

Konklusivt er der ikke pavist resultater eller tendenser i analyseresultaterne, der tyder p3a, at diarre og
afmagring hos de fynske radyr kan relateres til en generel ubalance i den mikrobielle sammensaetning i
mave eller tarmkanal hos dyrene, men der er nogen fzlles karakteristika hos syge dyr og dyr fra Fyn, isaer
niveauet af bakterien Anaerovibrio spp. som er interessante at undersgge narmere.



3 INTRODUKTION

3.1.1 Radyret er en ruminant

Radyret er en drgvtygger eller ruminant ligesom eksempelvis kvaeg, hvilket vil sige at den fordgjer sin
fode i 2 trin, farst ved at indtage fede og dernaest gylpe det op, tygge det igen og synke det igen.
Fgdedele, som er delvist nedbrudt af vommens fordgjelsesprocesser, kan separeres og nedbrydes
yderligere, nar drgvtyggeren igen bearbejder det i mundhulen. Drgvtygningen foregar uden for de aktive
adeperioder, nar dyret hviler sig, og kan vare fra ganske kort tid, hvis fgden er let fordgjelig og fattig pa
fibre, til at vare timer, hvis fgden er tungt fordgjeligt og med hgjt fiberindhold. Mikroorganismer i
radyrets formave og tarmsystem nedbryder cellulose til naeringsstoffer, som radyret kan leve af.
Sammenlignet med stgrre domesticerede drgvtyggere er radyrene ikke sa effektiv i sin nedbrydning af
cellulose (Hofmann, 1989). Radyret tilhgrer en gruppe af drgvtyggere, der kaldes "browsere”, og ligesom
elgen har radyret et meget selektivt indtag af fade med hgj naeringsveerdi og lavere fiberindhold (Clauss
et. al, 2008, Hofmann, 1989).

3.1.2 Adgang til foder
Gennem rapporten anvender vi betegnelserne: “radyr med adgang til foder” og “radyr uden adgang til

foder” ud fra det enkelte dyrs fedevalg belyst ved analyser af vomindholdet. Alle radyr der indgar i
undersggelsen, er nedlagt i vintermanederne hvor det er vores vurdering, at adgang til korn- og
majskerner alene er sket som fglge af, at mennesker har udbragt dette foder med formalet at fodre
fasaner eller hjortevildtet. Det er vores antagelse, at dyr der indgar i dette materiale, som ikke har korn-
eller majskerner i vomindholdet, ikke har haft adgang til foder.

3.1.3 Seaesonbetinget fadevalg

Fra begyndelsen af planternes vaekstsaeson har radyr adgang til naturligt forekommende letfordgjeligt
fode.

Modsat er der i vinterhalvaret ikke naturligt adgang til sterre maengder af letfordgjelig fede, og radyrene
ma derfor indtage fgde, der grundet det hgjere celluloseindhold er sveerere at nedbryde (Holand et. al,
1998). Studier pa radyrets fedevalg i vinterhalvaret i forskellige lande har vist, at radyr i Polen aeder op til
90 forskellige plantearter, mens resultater fra Finland og Storbritannien viste hhv. 17 og 11 planterarter.
| Finland sa man desuden, at radyrenes fgdevalg varierede fra ar til ar afhaengigt af snedaekkets tykkelse
(Pekka, 1980). Desuden vil radyrene i vinterperioden dakke op til 20% af deres energibehov med
opbyggede energireserver i kroppen (Holand et. al, 1998).

3.1.4 Vommens anatomiske udformning hos radyr

Hos radyret savel som hos andre drgvtyggere danner overfladevaevet i dyrets vom sakaldte papiller, som
er sma udposninger, der kan gge det absorberende overfladeareal 16-38 gange i forhold til vommens
grundareal uden papiller (Robbins, 1993, Hoppe et. al, 1977), og er dermed afggrende for hvor meget
naering der kan optages.

Biota-producerede flygtige fedtsyrer er en meget vigtig energikilde og kan udggre sa meget som 75% af
en drgvtyggers energiforsyning (Soest, 1994). Fedtsyrerne optages gennem papillernes overflade, hvis
stgrrelse tilpasses efter behovet for optag. Nogle foderemner vil stimulere papillerne til at blive laengere,
mens andre vil ggre dem kortere. Indtager drgvtyggeren fagdeemner, som fgrer til en gget produktion af
flygtige fedtsyrer som smgrsyre og propansyre, stimuleres blodtilfgrslen og celledelingen i papillerne.
Dette forer til veekst af papiller, og vommens overfladeareal vil dermed gges sammen med



nzaringsoptaget. Da andelen af biota-producerede fedtsyrer vil afhaenge af de indtagne fgdeemner, og
da fsdeemnerne varierer i kvalitet med sasonen, vil vompapillerne ogsa aendre sig i stgrrelse alt efter
arstiden (Hofmann, 1989). Et studie fra 2008 viser desuden, at radyr har en mere ensartet stgrrelse og
fordeling af papillerne de forskellige steder i vommen i sammenlighing med muflonfaret, som ogsa er en
drgvtygger. Dette skyldes, at muflonfar i hgjere grad er grazere og indtager en stgrre maengde graes med
et stgrre cellevaegs- og tgrstofindhold (fiberindhold) end radyret, som er en selektiv browser (Clauss et.
al, 2008).

3.1.5 Mikrobiel sammenseaetning af tarmen har betydning for drgvtyggerens forbraending
| drgvtyggeren findes en bred vifte af mikroorganismer, sasom bakterier, svampe og protozoer, som alle
indgar i et symbiotisk forhold med drgvtyggervaerten, hvoraf bakterierne har den vigtigste rolle i
nedbrydning af fede (Russell et. al, 2001, Robbins, 1993). Disse bakterier producerer en rakke
fibernedbrydende enzymer, som drgvtyggeren ikke selv kan producere, og nedbryder saledes planternes
cellevaegge bestaende af cellulose, hemicellulose og lignin til let optagelige sukkerstoffer. De iltfrie
forhold, der er i vommen, resulterer i en anaerob mikrobiel metabolisering, som fgrer til dannelse af
biprodukter som propan- og smgrsyre, der er flygtige fedtsyrer, som for drgvtyggeren er en meget
veerdifuld energikilde (Russell et al., 2001, Robbins, 1993).

Udover at mikrobiotaen muligg@r optagelse af energi, der ellers var utilgaengelig for drgvtyggeren,
inhiberer den ogsa proliferation af patogene bakterier i tarmen, syntetiserer vitaminer, der udnyttes af
veerten, bidrager til udviklingen af immunsystemet, stimulerer til produktionen af antimikrobielle stoffer
og nedbryder toksiske stoffer i fgden (Kim et. al, 2018, Krause et. al, 2013, Russell et. al, 2001).

Drgvtyggere og deres mangfoldige mikroorganismer har gennem millioner af ar udviklet deres symbiose,
og da disse mikroorganismer er yderst kompetitive, er sammensatningen normalt ret stabil (Russell et.
al, 2001). Dog er der sket en @&ndring, siden mennesket begyndte at aendre de domesticerede
drgvtyggeres dit til at indeholde mere korn og kraftfoder. £ndringen har effektiviseret produktiviteten
hos drgvtyggerne, men har ogsa medfgrt en aendring af kompositionen af mikroorganismer i
fordgjelseskanalen og kan bevirke et fald i vommens pH, hvilket kan medfgre en raekke lidelser
(Khafipour et. al, 2016, Russell et. al, 2001).

Der findes efterhanden en del studier pa den bakterielle sammensaetning hos drgvtyggere, der holdes
som husdyr/produktionsdyr - sdsom keger, far, rensdyr og sikahjorte (Castro-Carrera et. al, 2014; Li et. al,
2014, 2013; Sundset et. al, 2007; Wu et. al, 2012). Det er i gvrigt velbeskrevet, at det bakterielle samfund
samt anatomien i drgvtyggernes vom pavirkes af kosten (De Menezes et. al, 2011; Fernando et. al, 2010;
Kong et al., 2010; Nelson et. al, 2003). Undersggelser af far tyder fx pa, at forekomsten af bakterier i vom
og blindtarm er forskellig for lam, der fodres med hvede og majs (Popova et. al, 2013). Tilsvarende
undersggelser findes dog ikke for radyr, og pa trods af ravildtets store udbredelse, ved man kun relativt
lidt om radyrets mikrobiota i fordgjelseskanalen, og hvilken rolle de forskellige mikroorganismer spiller.

| forbindelse med jagt- og vildtforvaltning er det interessant at kende til sammensaetningen af det
danske ravildts tarmmikrobiota, samt hvilken indflydelse adgangen til kunstigt foder har for bestandens
sundhed. Flere nyligt publicerede studier har undersggt vilde drgvtyggeres mikrobiota, men kun fa har
undersggt den mikrobiotiske sammensaetning hos det europaeiske radyr. Med prgver fra endetarmen af
11 nedlagte radyr, og analyse ved sakaldt 16S rRNA gensekventering forsggte vi at kortlaegge
sammensatningen af radyrets mikrobiota.



Tidligere er der kun foretaget enkelte undersggelser af mikrobiota pa dyr der havde adgang til kunstigt
foder og holdt under hegn. Hos 3 sibiriske radyr fandt man, at Firmicutes (51,2%) og Bacteriodetes
(39,4%) var de dominerende phyla (Capreolus Pygargus). Desuden fandt man, at mal for alpha-
diversiteten, som beskriver diversiteten/mangfoldigheden af arter, inden for en prgve eller et dyr, var
signifikant hgjere i tyktarmen end i vommen. | tyktarmen fandt man ogsa uidentificerede bakterier af
Enterobactericeae-familien, og at bakterierne Succinivibrio spp., og Desulfovibrio spp. var mere
dominerende her end i andre dele af fordgjelseskanalen (Li et. al, 2014).

Et andet studie fra 2016 undersggte forskelle i den mikrobiotiske sammensatning i vommen mellem <c,
som er arter, der deler habitat (Khafipour et al., 2016). De to bakterielle phyla, Firmicutes, Bacteroidetes
viste sig ved analysen at veere de dominerende i colon hos de to arter af radyr samt hos wapitihjortene,
mens elg har Firmicutes og proteobakterier og andre arter som dominerende. Dette kan overraske, dader
eksisterer en vis lighed i fgdevalg mellem elg og radyr (pa trods af forskellig kropsmasse). Elgens fgdevalg
kunne maske forventes at vaere lig ravildtets, og dermed ogsa dens mikrobielle sammensaetning i maver
og tarmkanal. | stedet fandtes den overordnede mikrobiota pa phylum-niveau i elgens colon mindre lig
ravildtets end den af wapitihjorten, der klassificeres som ”intermediate opportunistic mixed feeder”
(Hofmann, 1989), hvilket betyder, at den bade vil spise blade og graes. Desuden viste det sig interessant,
at det europeeiske ravildt har sa stor en andel af Bacteroidetes ift. de andre arter, og ca. 4 gange feerre
proteobakterier end det Sibiriske ravildt.
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Figur 3.1. Relativ fordeling af colon mikrobiota pd phylum niveau hos hhv. europzeisk radvildt (n=11), adult
europeaeisk ravildt (n=5), sibirisk ravildt (n=3) (Li et al., 2014 a), koreanske wapitihjorte (n=4) (Kim et al.,
2018), nordamerikansk elg (n=6) (Ishaq et al., 2012) og malkekvaeg (n=6) (Mao et al., 2015).

Forskellene i den mikrobiotiske sammensaetning kan vurderes ud fra parametre som habitat og fgdevalg,
samt pa dyrenes forskellige fysiologi. Nogle studier viser ikke systematisk forskel i fgdevalg arterne
imellem, hvilket kan tyde pa, at vommens fysiologi ma vaere den mest sandsynlige arsag til forskelle i
mikrobiotasammensaetning (@stbye et. al, 2016). Et andet studie har dog fundet, at de tre arter kun direkte



deler 20-30% af deres fgdeemner (Mysterud, 2000), hvilket kan betyde, at det ikke kun er vommens
fysiologi, der er en afggrende faktor, men ogsa fedevalget. Hertil skal det dog navnes, at metodetilgangen
ved de forskellige analyser kan have stor indflydelse pa resultatet (Khafipour et al., 2016). Det er derfor
vanskeligt med sikkerhed at sige, hvori forskellene ligger.

Ser man pa malkekvag, er andelen af Firmicutes vaesentlig mere markant end hos de andre drgvtyggere.
Flere studier har vist, at overdreven fodring med korn gger den relative forekomst af Firmicutes over
Bacteroidetes og aendrer altsa ratioen mellem de to bakteriephyla hos kvaeg (Li et. al, 2012, Mao et. al,
2013). Lignende studier er ikke fundet pa de andre arter. Tager man i betragtning, at wapitihjortene,
udover ad libitum hg, fik adgang til kraftfoder to gange dagligt svarende til 1,8% af kropsveaegt, er det dog
interessant, at disse, ligesom malkekvaeget, har en hgjere andel Firmicutes.

4 MATERIALER

Der blev i alt udtaget data og prgver fra 128 radyr. Blandt de dyr der indgik i undersggelsen havde i alt

17 dyr sygdomsmaessige forandringer. Ud af disse dyr havde 6 meget milde og formodentlige
ubetydelige lejlighedsfund og 5 dyr havde tegn pa diarre og afmagring. Hovedparten af dyrene med
diarre var fra Fyn. Hvor syge dyr indgar i analyserne, er det angivet. Det var i gvrigt ikke muligt at pavise
en hgjere andel af sygdomsmaessige fund hos nedlagte dyr med adgang til udlagt foder, sammenlignet
med dyr der ikke havde adgang til foder.

Kun dyr, hvor prgver kunne indsamles umiddelbart i forbindelse med aflivning og hvor vom og tarm ikke
var skudt i stykker, som indgik i mikrobiota, vomvaegs og vomindholdsundersggelserne.

I analyser af vomindhold indgik kun de omrader, hvorfra der var indsamlet flest dyr.

Det er i hvert enkelt afsnit angivet, hvor mange dyr der indgik i den pagaldende undersggelse og det er
angivet, hvorvidt bade raske og syge dyr indgik.

5 RESULTATER OG DISKUSSION

5.1.1 Sygdomsforekomst og parasitologiske undersggelser

Sygdomsforekomsten vurderes lav blandt de undersggte dyr efter undersggelse af alle 4 maver samt af
leveren. Hos de enkelte syge dyr er der blandt andet fundet tilbagedannelse af vompapiller, samt tegn pa
arvaevsdannelse i vommen, hvilket kan vaere forarsaget af tidligere inflammation i vommen grundet
acidose, ogsa kaldet “sur vom”. Desuden viste et dyr med skummende vomindhold tegn pa sakaldt
"trommesyge”. Disse sygdomme kan opsta som fglge af for hgjt indtag og/eller et pludseligt skifte til
letfordgjelig féde. Ved ”"sur vom” kan indtagelse af ggede maengder letfordgjelig fgde fgre til vaekst af
organismer, der danner laktat, frem for dem, der danner de flygtige fedtsyrer. Laktatdannelsen vil fa pH i
vommen til at falde. En fiberrig fede vil modsat stimulere muskelsammentraekninger i vommen, samt
rebning, drgvtygning og spytsekretion, der alle modvirker forsuring (Russell et. al, 2001). Ved et
pludseligt skifte til letfordgjelig féde vil der ogsa ske et skifte i den mikrobiotiske sammensaetning i
vommen. Fra at vaere rig pa de sakaldte gram-negative bakterier, der kan nedbryde cellulose, altsa
planternes fiberrige cellevaegge, vil floraen skifte til at have en gget maengde gram positive bakterier,



som blandt andet streptococcus bovis og lactobacillus spp (Zachary et. al, 2012 a, Russell et. al, 2001). Et
vinterdyr, der indtager meget fégde med hgj andel letfordgjeligt kulhydrat, vil derfor vaere darligere til at
udnytte det naturligt tilgeengelige fode med hgjere fiberindhold. Streptococcus bovis producerer
kortkaedede fedtsyrer ved normal pH i vommen, men ved lavere pH skifter bakterien til at producere
laktat, hvorved der opstar en selvforsteerkende effekt med @gget laktat produktion og lavere vom-pH som
felge. En pH lavere end 5 kan lede til alvorlig inflammation i vommen, som kan fgre til abnormal
udseende og atrofi af vompapiller. Ved langsommere overgang til letfordgjeligt foder vil bakterierne
Megaspaera elsdenii og Selenomonas kunne omdanne laktat til kortkaedede fedtsyrer og dermed
mindske faldet i pH og @ge udvindingen af energi (Russell et. al, 2001, Zachary et. al, 2012 b). Hos
drgvtyggere med adgang til en hgj andel letfordgjeligt foder og lav andel grovfoder, vil der ogsa ved
svaere tilfeelde kunne ses tilbagedannelse af papiller og parakeratose (Zachary et. al, 2012 c), som er
sygdom i veevets yderste lag.

Trommesyge kan udvikles ved indtagelse af fgdekilder indeholdende letfordgjelige kulhydrater, og
saponiner (saebelignende stoffer). Det er en tilstand, hvor gas ikke kan forlgses fra vommen som normalt
gennem sveelg eller endetarmsabning, hvorved vommen bliver udspilet af gas. Der kan vaere forskellige
arsager til trommesyge, men i relation til fodring skyldes det gget skumdannelse med hgj
overfladespaending, som blokerer for forbindelsen til spisergret, hvorved gassen ikke kan slippe ud af
vommen (Zachary et. al, 2012 a, Soest, 1994 a).

Hvis et dyr pludselig far adgang til store maengder letfordgjeligt fade som fx kraftfoder, giver det gget
risiko for udvikling af trommesyge. Trommesyge kan veere fatalt som fglge af udspiling der presser
mellemgulvet frem mod brystet og derved giver vejrtraakningsproblemer samt nedsaetter blodets
tilbagelgb til hjertet, hvilket kan fgre til blodoverfyldning i organer og veev (Zachary et. al, 2012, Soest,
1994).

Selvom to syge dyr har patologiske forandringer, der er forenelige med et stort optag af letfordgjelig
fede, har vi ikke kunne sige noget sikkert om disse arsagsforhold. Ligeledes ser det ud til, at de
sygdomsmaessige forandringer hos de to dyr har en negativ sammenhang med det ruminale
slimhindeoverfladeareal. Igen kreever det dog undersggelse af flere syge dyr, fér en eventuel
sammenhang kan konkluderes.

Gastrointestinale sygdomme relateret til vomacidose (sur vom) eller alvorlige/massive parasitinfektioner
vil ofte veere forbundet med patologiske fund. Ved vomacidose/sur vom forarsaget af hgjt optag af
letfordgjelig féde med hgjt energiindhold, kan der ses kroniske laesioner i vomvaeggen i form af atrofi af
vompapillerne, arvaevsdannelse og inflammation (ruminitis).

Der er i denne undersggelse ikke pavist laesioner i Igben og kun fa dyr med relativt milde kroniske
laesioner i vom og tarmkanal. Ingen dyr havde patologiske fund, der kan relateres til massive/alvorlige
parasitere infektioner i lever, formaver, Igbe eller tarm. Undersggelsen tyder pa en generel hgj
sundhedsstatus i mave og tarmkanal hos de undersggte dyr i alle omrader, og uanset om de har haft
adgang til foder eller ej.

Til sammenligning findes der hos domesticerede drgvtyggere meget hyppiggere kroniske laesioner i
tarmkanalen. Undersggelser af voksne danske malkekger undersggt ved slagtning, tyder p3, at kroniske
leesioner i formaverne forekommer hos omkring 20% og lgbesar hos 20-90%.

Ved parasitologisk undersggelse blev der iseer pavist gastrointestinale parasitter (hyppigst Strongylide og
Capillaria-zeg). Ingen af de undersggte dyr havde sygdomsmaessige fund, der tyder pa massive/alvorlige
parasitinfektioner i lever, formaver, Igbe eller tarm. Der er generelt pavist meget stor individuel variation
i parasitologiske fund (bade hvad angar arter og antal af parasitter). Der er ikke i de undersggte omrader
fundet indikationer pa, at arter eller antal er pavirket af geografiske forhold eller fodring. Der er heller



ikke pavist flere parasitter eller andre arter hos syge dyr (herunder dyr med ravildtsyge) eller hos dyr
med adgang til udlagt foder. Denne, og tidligere undersggelser, tyder heller ikke pa, at parasitinfektion
er den udlgsende arsag til diarre og afmagring hos de fynske radyr. Dette underbygges bade af de
generelt varierende parasitologiske fund, hvor de syge dyr ikke skiller sig ud, hverken nar det gaelder
arter pavist eller patologiske fund der kan relateres til parasitinfektioner i de syge dyr. Andre mulige
arsager til diarre og afmagring, som endnu er uafklarede, kunne vaere enteropatogene virusinfektioner.

5.1.2 Vompapillernes saesonvariation hos danske radyr

Viden om samspillet mellem fgde, mikroorganismer og vommens anatomi er afggrende for forstaelse af
radyrets ernaeringsmaessige vilkar. Her kan viden om den arlige variation i stgrrelsen af radyrets
vompapiller hjaelpe til en bedre forstaelse for seesonvariation i fedevalget.

Pa den baggrund undersggte man arealet pa slimhindens overflade i vommen pa 63 voksne og raske
danske radyr, inddelt i 6 kategorier efter arstid og fgdevalg. Alene for 36 dyr nedlagt i vinterperioden
blev fgdevalget analyseret ud fra vomindhold. Disse dyr blev herefter delt op, alt efter om vi fandt korn-
eller majskerner i dyrets vom eller ej. Hvor der ikke fandtes kerner eller dele af korn- eller majs
karakteriserede vi dyrene som uden adgang til udlagt foder. Da prgverne med fgdevalg er taget i
manederne december og januar antager vi, at optagelse af naturligt forekommende spildkorn fra marker
vil veere yderst begraenset.

| studiet af vomslimhinde indgik 63 voksne og raske radyr. Dyrene blev inddelt i fglgende seks grupper:

- Vinterdyr (n=39), nedlagt i december og januar. Gruppen indeholder ogsa grupperne

”o”

“vinter+korn”, “vinter+korn”, samt vinterdyr hvor der ikke er foretaget fgdeanalyse.
- Vinter+korn (n=21), er dyr, hvor der i fodeanalysen er fundet korn.
- Vinter+korn (n=15), er dyr hvor der i fedeanalysen ikke er fundet korn.
- Forarsdyr (n=11), er bukke nedlagt i maj mdned. Ingen f@deanalyse for denne gruppe.
- Efterdrsdyr (n=8), er dyr nedlagt i oktober og november. Ingen fadeanalyse for denne gruppe

- Vinter+foder (n=5), er dyr nedlagt i januar i Statsskovdistrikt pd Bornholm, hvor der ikke fodres
(senere verificeret ved f@deanalyser).

Undersggelsens resultater indikerer, at udfordringen med korn og majskerner kan have forskellig
betydning for vommens slimhindeoverfladeareal.

Resultaterne viser, at den varierende struktur og ydre form pa papillerne gennem sasonerne, samt
a@ndringen i vommens slimhindeoverfladeareal, bade er markant og signifikant. Overfladearealet er
stgrst om foraret, mindre i efteraret og mindst om vinteren. Der er desuden en signifikant positiv
sammenhang mellem det, at dyrene har haft adgang til foder og at deres vom har et stgrre
slimhindeoverfladeareal om vinteren.
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Figur 5.1. Variation i ruminalt slimhindeoverfladeareal hos radyr (n=65) i relation til seeson, adgang til
foder og sygdom. Boxplot viser 50% som kassen, samt gvre og nedre 25 % percentil ved stregerne uden
for kassen. Stregen gennem hver box repraesenterer medianen. X i hver box viser gennemsnitsvaerdien for
gruppen. R@gde prikker viser to slimhindeoverfladeareal hos 2 syge dyr fra Fyn med diarre og afmagring
aflivet i vinterperioden. Som figuren viser ser de syge dyrs slimhindeareal ud til at veere sammenfaldende
med vinterdyr med adgang til ikke-naturligt foder og er derfor ikke afvigende fra hvad vi ville forvente.
Figur fra Berntsen & @rskov (2019)

Undersggelserne viste, at forarsdyr har 25,5% stgrre slimhindeoverfladeareal i vommen sammenlignet
med vinterdyr med adgang til foder. Dette kan veere et udtryk for, at radyrene er i stand til at tilpasse sig
den naturlige seesonvariation i fgdens kvalitet. Som koncentrat-selekterende type (Hofmann 1989), vil
radyret dog altid sgge fgde af bedst mulig kvalitet under forudsaetning af at ressourcen er til radighed i
tilstraekkelige mangde. Det er uvist, hvor store maengder letfordgjelig fede vinterdyrene har haft adgang
til og indtager. Alligevel ser det ud til at adgangen til foder pavirker slimhindearealet i vommen hos
vinterdyrene. Her ses for vinterdyr, at dyr der havde optaget korn eller majs havde et 12,8% st@rre
slimhindeoverfladeareal ift. til dyr der ikke havde optaget korn eller majs, omend sammenhangen
akkurat ikke er statistisk signifikant. Samtidig ses det, at vinterdyr nedlagt i Bornholms Statsskovdistrikt
hvor der ikke fodres har et veesentligt lavere slimhindeoverfladeareal end de andre grupper.

5.1.3 Radyrs fgdevalg belyst ud fra vomprgver fra nedlagte dyr
For at klarlaegge dyrenes fadevalg anvendte vi en metode der i hovedtrak er baseret pa Jensen (1968);

Cederlund et al. (1980); Petersen (1998) og Nichols et. al. (2016). Sa kort tid som muligt efter nedlaegning
(typisk < 1 time) blev mave- og tarmsystem udtaget fra det nedlagte dyr og alt indhold fra vommen
overfgrt til en plasticpose. Posen blev "masseret” for at blande materialet godt sammen, saledes at der
efterfglgende kunne tages en repraesentativ prgve pa op til 1 liter af vomindholdet. Prgverne blev
opbevaret pa frost ved -20 °C indtil undersggelse.



Ved analyse af det optgede vomindhold blev der udtaget en prgve pa 250 ml som blev skyllet i en sigte
med maskevidde pa 4x4 mm. Sigten med vommaterialet blev “pumpet” op og ned i et vandbad saledes,
at alle partikler mindre end maskestgrrelsen blev udvasket. Det frasorterede materiale mindre end 4x4
mm blev ikke gemt, men observeret for eventuelle usadvanlige forhold (ved at holde en sigte med
0,5x0,5 mm maskestg@rrelse under skyllevandet). Det sigtede materiale stgrre end 4 mm blev, sammen
med 1 I. vand haldt over i en sorteringskasse af hvid plast (60 x 40 cm) med feltinddelinger (10 x 10 cm)
fordelt i et jaevnt transparant lag, hvor en overordnet daekningsgrad og identificerede
plantearter/plantegrupper kunne estimeres. Se figur 5.2.

Plantematerialet blev bestemt til art hvis muligt. Graesser blev dog i udgangspunktet karakteriseret
under et som graminoider. Som standart anvendes luplampe og om ngdvendigt stereolup nér materialet
artsbestemmes (artsbestemmelser refererer til K. Hansen (eds.) (1981): Dansk Feltflora og Johannes Lid
(1985): Norsk, Svensk, Finsk Flora). Daekningsgrad vurderes i skala <1%, 1-5%, 10% og herefter i spring pa
5%.

Under bearbejdningen blev materialet normaliseret i forhold til den enkelte prgves overordnede
daekningsgrad og for overskueligheden skyld samlet under 7 grupper: greaes, kerner og kernedele af korn
og majs, roer, naletree-skud, lgvtree blade + skud + bog, urter og uidentificerbart materiale + radyrhar.

Makroskopiske undersggelser af vommateriale fra en drgvtygger er ikke en eksakt videnskab. Det
afggrende er at metoden kan identificere fadeemner af vaesentlig betydning for dyret (ofte refereret til
som plantearter/-grupper der udggr sa store andele som 1/3 af den optagne fgde; (P. Valentin Jensen
1967)).
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Figur 5.2. Fgdevalg bestemt ved analyser af vommaterialet der udvaskes i et 4x4mm sold og fordeles
jeevnt i vandbad for artsidentifikation og bedgmmelse af volumen%. Midterbilledet viser en vomprgve
domineret af graesser og urter, mens der i billedet til venstre ses en prgve fra et dyr der bl.a. har optaget
majskerner.
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5.1.3.1 Resultater

Ved tidligere undersggelser er der ogsa anvendt 4 x 4 mm sold, som umiddelbart virker som et
grovkornet sold, men ved test fandt vi en hgj grad af overensstemmelse mellem volumenprocenter for
identificerede arter/artsgrupper for sorteringsfraktionerne >4x4mm, >3x3mm, samt >2x2mm.
Materialet fra 71 nedlagte dyr fra Fyn og kontrolomrader pa Bornholm, Djursland og i Nordjylland viser
ferst og fremmest, at der er markante individuelle forskelle mellem dyrene, hvilket ogsa er kendt fra
tidligere undersggelser Jensen (1968); Cederlund et al. (1980); Petersen (1998) og Nichols et. al. (2016).
For alle omrader pa Fyn er det almindeligt, at der fodres direkte eller indirekte pa grund af store
fasanudsatninger. Almindeligvis fodres der med hvede eller majs i december/januar hvor prgverne er
taget. Enkelte steder ses dog optagelse af byg med de meget karakteristisk tungere nedbrydelige
skaldele. Det er ikke alle dyr fra omrader med adgang til foder som har optaget "kunstigt” foder forud
for nedlaegningen, hvilket kan vaere fordi adgangen til foder har veeret blokeret af artsfaller eller dadyr,
alternativt at dyret har vaeret i den del af sit homerange hvor foder ikke har veeret tilgeengeligt. Enkelte
dyr har optaget sa store maengder korn og majskerner som lidt over 75 volumenprocent (vol%) af
vommaterialet, men middelvaerdien for dyr fra Fyn ligger pa 22 vol%. Alene for Bornholm ved vi med
sikkerhed, at radyr ikke har adgang til foder i statsskovdistriktet, hvilket ogsa viser sig ved at alle dyr, pa
nzer et enkelt, ingen kunstige fodermidler havde optaget.

Fpdevalget hos radyr pa Bornholm adskiller sig veesentligt. De optager store andele skud og nale fra
naletraeer (middelvaerdi=64 vol%). Samme veerdi i det Jyske og pa Fyn er 21 vol%. De Bornholmske radyr
ader ogsa markant mindre graes end radyr i Jylland og pa Fyn. Fynske radyr skiller sig ud ved, pa trods af
adgangen til foder, at sede relativt store maengder urter (middelvaerdi 23 vol%).

Fgdevalg hos radyr pa Fyn og i kontrolomrader (Jylland og Bornholm) ,vinter (n=71).
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Figur 5.3. Boxplot som viser middelvaerdi, kvartiler og outlayers for hvilke fadegrupper radyr har optaget
alt efter om de har levet pa Fyn, i Jylland eller pG Bornholm.
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5.1.4 Adgang til foder og indflydelse pa fordelingen af naeringsstoffer i vommen

Der er foretaget analyser med henblik pa at undersgge, om der kunne registreres ikke naturlige foderdele i
vomindholdet, og om de i sa fald havde indflydelse pa fordelingen af forskellige nseringsstoffer i radyrenes
vom. | alt 50 prgver er blevet analyseret pa Eurofins Steins Laboratorium A/S for naeringsindhold efter
felgende metoder vist tabel 5.1. De 49 prgver er udvalgt fra omrader hvor der indgik flest dyr, for at undga
for mange geografiske undergrupper.

Tabel 5.1. Analyser for naeringsindhold

Mal Metode

Raprotein % EF 152/2009 / Kjeldahl (titrimetri) Raprotein (N*6,25)
Rafedt % EF 152/2009 / Gravimetrisk Rafedt, syrehydrolyse
Vand % EF 152/2009 / Gravimetrisk Vand i vare

Neutral Detergent Fiber % ISO/CD 16472 / Enzymatisk - gravimetri

5.1.4.1 Resultater
Indholdet af naeringsstoffer i den fgde som det enkelte radyr har optaget, afhaenger tydeligt af hvor meget

foder (korn og majs) det enkelte radyr har haft adgang til. Resultaterne i figur 5.4. illustrerer signifikant
stigende andel protein og fedt i vommaterialet pa baggrund af stigende volumenprocent korn og
majskerner som dyret har optaget (p < 0.01 og p<0.05, monovariansanalyse).

De dyr der ikke havde optaget udlagt korn og majs havde et lavere raprotein niveau centreret omkring 4,2
g/100g, DM, mens de der havde optaget udlagt korn og majs, havde et raprotein niveau centreret omkring
6,0g/100g DM, hvilket giver en forskel pa lidt over 40%.

Nar de 3 variable for analyser af vomindhold (fiber, rafedt og raprotein) stilles op mod hinanden, var
indholdet af raprotein den faktor der havde den steerkeste sammenhaeng med adgangen til foder. Vores
nuvaerende data tyder derfor pa at raprotein kan veere en god og objektiv forklarende variabel for adgang
til foder. For rafedt var der ligeledes en sammenhang, men her var samtidig et stgrre overlap mellem
rafedt data for dyr der havde adgang til foder og dyr der ikke havde. | forhold til naeringsindholdet i de
fleste af vinterens naturlige fédeemner er det forventeligt, at naeringsindholdet i foderet stiger med
optagelse af korn og majskerner.

Det var ikke muligt at pavise en sammenhang mellem adgang til foder og fiberindhold (non-digestable
fiber g/100g DM) i vomindholdet (p = 0.2272), selv om man ville forvente at fiberindholdet ville falde nar
der optages letfordgjeligt kunstigt foder med begraenset indhold af fiberstoffer. En mulig forklaring pa
dette kan vaere, at en del dyr havde optaget byg som pga. ydre skaller har et hgjere fiberindhold end hvede
0og majs.


http://www.eurofins.dk/dk/kontakt/adresser/eurofins-steins-laboratorium-as-holstebro.aspx
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Figur 5.4. Indholdet af protein og fedtstoffer i radyrs fade som funktion af optaget maengde af korn og
majskerner (Volumenprocent i vommateriale) n=49.

5.2 RADYRETS VOM- OG TARMMIKROBIOTA

5.2.1 Mikrobiota metodestudier

Prgveudtagning i forbindelse med mikrobiotaundersggelser udggr en szerlig udfordring i forbindelse med
prgveindsamling fra vildtlevende dyr. Undersggelsen af vom og tarm-mikrobiota blev derfor indledt med
et metodestudie, hvor forskellige indsamlings- og analysemetoder blev sammenlignet. Prgver til
mikrobiotaundersggelse skal udtages uden at de kontamineres med bakterier fra haender eller
omgivelser, og de skal hurtigt nedfryses pa tgris eller flydende kvzelstof, sa den bakterielle vaekst i
prgven standses. Vi sammenlignede indledningsvist to metoder til prgveudtagning med henblik pa at
foretage prgveindsamling fra vildtlevende radyr. Ved prgveudtagningsmetode 1. colon-metoden - blev
et cirka 20 cm. langt stykke af colon indsamlet i en prgvebeholder og nedfrosset. Efterfglgende blev
tarmindhold udtaget fra tarmstykket. Ved prgveudtagningsmetode 2. colonindholds-metoden - udtages
colonindhold direkte i et prgvergr i felten. Sidstnaevnte metode er mere tidskraevende i felten og stiller
et hgjere krav til hygiejnemaessige forhold (rene handsker, underlag og sterile engangsredskaber til
udtagningen), og den er derfor mindre velegnet hvis jeegere skal udtage prgver i forbindelse med
almindelig jagt. Til gengaeld er det ikke n@gdvendigt at opt@ prgven i forbindelse med udtagning i
laboratoriet. Sidstnaevnte metode er derfor mere skansom for prgven. Undersggelsens resultater viste at
colon-metoden resulterer i en signifikant lavere a-diversitet ved shannon-indeks: 125mg: p<0,01 og
50mg: p=0,05 og ved ASV: 125mg og 50mg: p<0,05. Dog finder vi ogsa, at selvom der er signifikant
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forskel pa prgveudtagningsmetoden, er forskellen ikke szerlig stor, jf. Spearmans
korrelationskoefficienter r=0,95 for ASV og r=0,97 for Shannon index. Begge metoder vurderes at vaere
anvendelige, men hvis metoderne kombineres i undersggelser, skal man veere opmarksom pa at undga
for eksempel, at alle kontrolprgver udtages med den ene metode og caseprgver med en anden. Til de
prever der indgik i mikrobiotastudier i dette projekt (bortset fra dobbelte prgver der indgik i dette
metodestudie) har vi anvendt den mere skansomme colonindholds-metode ved indsamling. Der blev
sammenlignet to analysemetoder til mikrobiotaanalysen, hvori der indgik forskellig maengde
prgvemateriale. Vi fandt, at de to prgvest@rrelser hhv. 50mg og 125mg giver ens mikrobiota-resultater,
hvorfor der i fremtidige mikrobiota-undersggelser af ravildtets colon-indhold kan anvendes den mindre
arbejdskraevende 50mg provestgrrelse.

5.2.2 Forskelle pa phylum-niveau

Frai alt 85 dyr blev udtaget prever fra vom og tarm, som indgik i forskellige analyser pa de indsamlede
data i forhold til mikrobiota sammensaetningen. Prgver indsamlet fra hhv. vom og colon fra i alt 85 radyr
fra forskellige lokaliteter blev analyseret for mikrobiel sammensaetning ved sakaldt 16S rRNA
gensekventering. Overordnet fandt vi en forholdsvis hgj a-diversitet af bakteriearter i bade vom og colon
i de enkelte radyr, hvor diversiteten i colon som forventet var en anelse hgjere (p<0,05) end i vommen
(Fig. 5.5A). Vi observerede en vis spredning pa diversiteten i de enkelte dyr men samtidig en meget fin
korrelation mellem diversitet i vom og colon, hvilket altsa fortaeller, at de dyr, der har hgjest diversitet i
vommen, ogsa har hgjest diversitet i colon (Fig. 5.5B). For at visualisere overordnede forskelle i
bakteriesammensatningen (mikrobiota) mellem dyr (kaldet B-diversitet) beregnes en sakaldt
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Figur 5.5. Overordnede forskelle mellem mikrobiel sammensaetning i vom (rumen) og tyktarm (colon) hos
danske vildtlevende radyr (n=85).



afstandsmatrice mellem bakteriesamfundene i hver enkelt prgve. Disse afstande bliver sa visualiseret sa
godt som muligt i det der kaldes et "Principal Coordinate Analysis" plot (PCoA). | et PCoA plot ordineres
data her til 2 dimensioner, hvor man pa x-aksen (PC1) og y-aksen (PC2) inkluderer sa meget af den totale
afstandsvariation som mulig. | et PCoA plot bliver hver enkelt prgve (bakteriesamfund) afbildet som en
prik med en farve der her angiver om prgven er fra vommen eller colon. Hvis prikkerne ligger taet pa
hinanden betyder det, at bakteriesamfundene er mere ens, end hvis de ligger langt fra hinanden.

5.2.3 Forskellei den mikrobielle sammenseetning i vom og tarm

PCoA plot analysen i Figur 5.1C afbilder de overordnede forskelle mellem bakteriesamfund i vommen og
tyktarm (colon). Her ses en meget klar adskillelse mellem de to lokaliteter i fordgjelsessystemet. Hvis vi
ser pa den gennemsnitlige relative forekomst af de mest almindelige bakterielle sleegter (genus) i prgverne
er der tydeligvis ogsa stor forskel (Fig. 5.1D). For eksempel ser vi en meget hgjere forekomst af Prevotella
i vommen sammenlignet med colon.

5.2.4 Forskelle pa genus-niveau

Ser man naermere pa den mikrobiotiske sammensaetning pa genus-niveau hos de europaiske og sibiriske
ravildt samt hos wapitihjorte, findes visse sammenfald og variationer. Hvis visammenligner nogle af de
mest praevalente genus, vi finder i colon fra danske ravildt (Tabel 5.2) med sibiriske ravildt, genfinder vi
kun fire genus ud af syv (Tabel 5.3). Det er ikke det samme som, at de ikke forekommer, men det ma
antages, at genus i hvert fald er af lavere praevalens og mindre betydning hos de sibiriske sammenlignet
med danske radyr. Disse forskelle kan vaere drevet af forskelle i habitat, fpde og genetiske faktorer
(@stbye et. al, 2016 a, Guan et. al, 2017). Nogen af de bakterier der er forskellige fra de
sammenlignede arter kan vaere potentielt sygdomsfremkaldende, herunder colibakterier, streptokokker
og campylobakter. Viden om normal forekomst af disse bakterier hos raske dyr, er et ngdvendigt
grundlag for at fortolke bakteriologiske fund hos syge radyr.

Tabel 5.2. Oversigt over nogen af de mest praevalente bakterier pdvist hos raske jagtskudte radyr (n=85).

Bakteriel Taxonomi

Domain Bakterier

Phylum Bacteroidetes Firmicutes Proteobacteria
Class Bacteroidia Clostridia Epsilonproteobacteria
Order Bacteroidales Clostridiales Campylobacterales

Family Bacteroidaceae Rikenellaceac Porphyomonadaceae = Oscillospiraceae  Ruminococcaceae = Lachnospiraceae = Campylobacteraceae

Genus Bacteroides Alistipes Parabacteroides Oscillibacter Ruminococcus Aerostipes Campylobacter
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Tabel 5.3. Mikrobiel sammensatning pd genus-niveau hos raske jagtskudte dyr: europaeisk radyr
(Caprelous Capreolus) i denne undersggelse, sammenlignet med tidligere beskrevne fund hos sibiriske
radyr (Capreolus pygargus) og Elk/Wapitihjorte (Cervus Canadensis).

Kim et al., 2018

Dette studie, Li et al., 2014 a

“Europaiske radyr Sibiriske radyr

A NaN\E [V Firmicutes 47,1% Firmicutes ca.51% Firmicutes ca. 61%
Bacteriodetes 42,7% Bacteriodetes ca.25% Bacteriodetes ca. 21%
Proteobacteria 4,6% Proteobacteria ca. 17% Proteobacteria ca. 15%

Wapitihjorte

Andre 5,6% Andre ca. 7% Andre ca.3%
Bacteroidetes: Bacteroidetes: Bacteroidetes:
Bacteroides Bacteroidesfundet Bacteroides
Alistipes Alistipes Alistipes
Parabacteroides Parabacteroides

Firmicutes:
Firmicutes: Firmicutes: Ruminococcaceae
Oscillibacte Oscillibacter Streptococcus
Ruminococcus Ruminococcus Clostridium
Aerostipes Aerostipes

Proteobacteria:
Proteobacteria: Proteobacteria: Escerichia
Campylobacter Campylobacter Succinivibrio
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5.2.5 Geografiske forskelle i den mikrobielle sammenszaetning i vom og tarm

Vi opdelte dernaest prgverne afhaengig af, hvilken lokalitet de var indsamlet fra, og fokuserede i fgrste
omgang pa de 3 lokaliteter, hvorfra der var indsamlet flest prgver, nemlig Almindingen pa Bornholm
(BAL, 8 dyr), Brattingsborg gods pa Samsg (BGS, 13 dyr) og den @stlige del af Hals Ngrreskov i Vendsyssel
(HNOE, 11 dyr). Pa baggrund af dette kunne vi se at den gennemsnitlige a-diversitet i de enkelte var
betinget af lokalitet bade i vommen og i colon, hvor vi s, at dyr fra BAL havde signifikant hgjere
bakteriediversitet end dyr fra BGS og HNOE lokaliteterne (Fig 5.2A). Endvidere kunne vi se at strukturen
af bakteriesamfundene ogsa varierede afhangig af indsamlingslokalitet i bade vom og colon (Fig 5.2B-D).
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Figur 5.6. Undersggelse af mikrobiel sammensaetning i vom (rumen) og tyktarm (colon) hos vildtlevende
radyr fordelt pd geografisk oprindelse. Almindingen pa Bornholm (BAL, 8 dyr), Brattingsborg gods pd
Samsg (BGS, 13 dyr), gstlige del af Hals Ngrreskov i Vendsyssel (HNOE, 11 dyr).

Derefter sa vi pa mikrobiota sammensatningen i hhv. vommen og colon pa alle dyrene sorteret efter
landsdel (Fig 5.6A-B). Her var der en tydelig opdeling i forhold til prgvetagningslokalitet for vom prgver,
som indikerer, at dyrenes mikrobiota i nogen grad kan sammenkaedes med deres habitat. Nogle dyr,
seerligt fra Fyn, udviste symptomer pa diarré eller pa anden made et ikke velfungerende tarmsystem.
Disse enkelte dyr er fremhaevet i figuren og lader i nogen grad til at gruppere saerskilt fra de gvrige dyr,
seerligt for prgver taget fra vommen. Efterfglgende analyse af bakteriesammensaetningen i de 4



lokaliteter med flest dyr (Bornholm, Fyn, Vendsyssel og Samsg) viste, at lokaliteterne, til trods for nogen

forskelle (ovennaevnte), i store treek havde ensartet mikrobiota-sammensaetning (Fig 5.6C).

Da de fleste af de syge dyr (diarre m.m.) blev indsamlet pa Fyn, sammenlignede vi mikrobiota i dyr fra
Fyn med alle andre dyr. Her fandt vi, at kun sleegten Anaerovibrio spp. adskilte de to grupper med
signifikant hgjere relativ forekomst af denne slaegt i vom-indhold i dyr fra Fyn sammenlignet med de
andre lokaliteter efter korrektion for multiple testing (ANCOM analyse) (Fig 5.6D). | Colon fandt vi ved
direkte sammenligning (Man Whitney test) ogsa en signifikant forskel for Anaerovibrio spp. (Fig 5.6E).

Anaerovibrio spp. er lipolytiske bakterier der udskiller extracellulzer esterase for at nedbryde

triglycerider og hydrolysater af triglycerider (Yohei et al., 2012; De et al., 2018). Anaerovibrio spp. er i
litteraturen beskrevet som en vom og tarmbakterie der kan have mulig effekt pa stofskiftet, herunder er
beskrevet en negativ effekt pa vaegtegning hos grise (He et al. 2016). Det er beskrevet hos far og
malkekvaeg, at niveauer af Anaerovibrio spp. i vom mikrobiota kan stige som fglge af tilpasning til en
letfordgjelig, kornholdig dizet (Abdelmegeid 2018). Hgje niveauer af Anaerovibrio spp. i tarm mikrobiota
er i en nyere undersggelse blevet relateret til diarre hos grise (Yang 2019).
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5.2.6 Neeringsstoffers indflydelse pa den mikrobiotiske sammensaetning
| de efterfglgende analyser har vi undersggt sammenhange mellem mikrobiel sammensatning i vom og

tyktarm og koncentrationen af en raekke naeringsstoffer fundet i dyrene: raprotein (FP), ikke-fordgjeligt
fiber (NDF), samt ikke naturligt foder (artificial food, AF).

Den mest tydelige sammenhaeng fandt vi for raprotein, hvor vi ser, at mikrobiel sammensatning i bade
vom og colon, generelt er mere ens for dyr med hhv. lav, mellem og hgjt raprotein indhold end pa tveers
af grupperne (Fig 5.9.A-B). Der er dog ogsa en vis sammenhang mellem raprotein indhold og lokalitet
(figur 5.8), hvilket g@r at det er sveert at konkludere om det er raprotein niveau eller lokalitet der er
bestemmende for bakteriesammensaetningen.
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Figur 5.8. Variation i niveauer af raprotein mdlt i vomindhold udtaget fra jagtskudte radyr i 3 omrader:
Bornholm, Fyn og Vendsyssel. Sajlerne viser antal dyr i hver raprotein niveau gruppe (# Animals) i de tre

geografiske omrader.

Tilsvarende ser der ud til at veere en vis sammenhang mellem ikke-fordgjeligt fiber (Figur 5.10) og
adgang til foder (Figur 5.11), men igen er det svaert at konkludere entydigt pa disse observationer
grundet de lokalitetsbestemte sammenhange.
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Nar man ser alene pa fordelingen inden for lokaliteter, eksempelvis Fyn (figur 5.7), ser det ud til at den
samme tendens ggr sig geeldende. Det vil dog veere ngdvendigt med et stgrre antal dyr for med
sikkerhed for at eftervise dette inden for lokaliteterne. Samlet set tyder resultaterne altsa p3, at den
mikrobielle sammensaetning i radyrets vom og tarm pavirkes af adgangen til foder.

5.2.7 Den mikrobielle sammenseetning i tarmen hos dyr med sygdom
Alle dyrene blev ogsa gradueret i forhold til generel sygdomstilstand pa en skala fra 1 til 3, (hvor 3 havde

betydelige sygdomsmaessige fund, og 2 havde milde lzesioner, som formodes at veere af lidt eller ingen
betydning) og igen sammenholdt med mikrobiota sammensatningen (Fig 5.12). Igen ser der ud til at
vaere en vis sammenhang mellem sygdom og mikrobiota, som er mest udtalt for vom mikrobiotaen. Der
er en tendens til, at de mest syge dyr og dyr med mave og tarmsygdom grupperes samlet. Det er sveert
at lave en entydig konklusion, da der samtidig ogsa indgar lokalitetsbestemte sammenhaenge jf. Fig.
5.7A-B.
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Figur 5.12. PcoA plot analyse af sammenhaeng mellem mikrobiota i henholdsvis vom og tyktarm og
sygdomsmeessige fund hos radyr pa Fyn. Dyrene blev gradueret i forhold til generel sygdomsmeaessige fund,
hvor 3 havde betydelige sygdomsmeessige fund, og 2 havde milde lzesioner, som formodes at veere af lidt
eller ingen betydning for dyret, og 1 var raske dyr uden sygdomsmaessige fund.
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Figur 5.13. Sammenhaeng mellem mikrobiel sammensaetning i vommen hos fynske dyr og
sygdomsmeessige fund. Sygdomsmaessige fund hos radyrene fra Fyn blev gradueret i forhold til:
a) Tarmsundhed (healthy gut), hvor 1 er normal og 0 er sygdomsmeessige fund med relation til
mave og tarmkanal (eksempelvis diarre)
b) Huld (nutritional status), hvor 3 er normal, 2 er let afmagret, og 1 er sygeligt afmagret
c) Diarre (Diarrhea), hvor 1 er normal og 2 (bla) havde tegn pd diarre karakteriseret ved
tyndtflydende indhold i tyktarmen og faekal tilsmudsning pa bagkroppen
d) Sygdomsfund forenelige med ravildtsyge (Roedeer Wasting and Diarrhea, RWD), karakteriseret
ved sygelig afmagring og tegn pa kronisk diarre.
e) Sygdom (illness), hvor 3 havde betydelige sygdomsmaessige fund, og 2 havde milde laesioner, som
formodes at veere af lidt eller ingen betydning.
f)  PCoA analyse af sammenhange mellem mikrobiel sammensaetning i vommen hos fynske radyr
og koncentrationen af raprotein (FP) i vomindholdet
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Figur 5.14. PCoA analyse af sammenhaeng med mikrobielle fund i tyktarmen, hos radyr fra Fyn gradueret

efterl:
a)

b)
c)

d)

e)

f)

Tarmsundhed, hvor 1 er normal og 2 er sygdomsmaessige fund med relation til mave og
tarmkanal (eksempelvis diarre).

Huld, hvor 3 er normal, 2 er let afmagret, og 1 er sygeligt afmagret.

Diarre, hvor 1 er normal, og 2 (bld) havde tegn pa diarre karakteriseret ved tyndtflydende
indhold i tyktarmen og feekal tilsmudsning pa bagkroppen.

Sygdomsfund forenelige med rdvildtsyge (Roedeer Wasting and Diarrhea, RWD) karakteriseret
ved sygelig afmagring og tegn pa kronisk diarre

Sygdom (illness), hvor 3 var betydelige sygdomsmaessige fund, og 2 havde milde laesioner, som
formodes at veere af lidt eller ingen betydning.

PCoA analyse af sammenhaenge mellem mikrobiel sammensaetning i tyktarmen hos fynske radyr
og koncentrationen af raprotein (FP) i vomindholdet.



Konklusivt er der ikke pavist resultater eller tendenser i analyseresultaterne, der tyder pa, at diarre og
afmagring hos de fynske radyr kan relateres til en generel ubalance i den mikrobielle sammensaetning i
mave eller tarmkanal hos dyrene, men der er nogen fzlles karakteristika herunder isaer niveauer af
bakterien Anaerovibrio spp. som er interessante at se naermere pa. Denne og tidligere undersggelser
tyder heller ikke pa at parasitinfektion er den udlgsende arsag til sygdom. Dette underbygges bade af de
generelt varierende parasitologiske fund, hvor de syge dyr ikke skiller sig ud, hverken nar det gaelder antal
eller art, samt af manglen pa patologiske fund, der kan relateres til parasitinfektioner. Andre mulige
arsager, som endnu er uafklarede, kunne vaere enteropatogene virusinfektioner.
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