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Bakgrund

Kryptosporidier (Cryptosporidium spp) dr en grupp encelliga parasiter som infekterar
tarmslemhinnan och kan orsaka tarmlidanden och diarré, sa kallad kryptosporidios, hos bland
annat notkreatur och ménniska. Parasiternas livscykel omfattar olika utvecklingsstadier i
tarmcellerna hos infekterade individer. S& sméningom utsondras de med avforingen som
mikroskopiska sa kallade oocystor, som dr det smittsamma stadiet av parasiten. En del arter,
framfor allt C. parvum, ar zoonotiska och kan séledes smitta bdde manniskor och djur. Det
finns andra arter som enbart infekterar notkreatur och sddana som enbart infekterar
ménniskor. Smitta sker genom kontakt med infekterade individer eller fororenad miljo och
genom intag av fororenat vatten eller foda [1].

C. parvum-infektion &r en vanlig diarréorsak hos unga kalvar over hela vérlden [2].
Diagnosen kryptosporidios baseras pa kliniska symptom och att oocystor pavisas 1 avforingen.
Under sjukdomsfasen utskiljer en kalv miljontals oocystor och kan pd s& sitt sprida
infektionen sévdl inom besdttningen som till omgivningen. Da oocystorna &r mycket
motstandskraftiga mot alla vanligen anvinda desinfektionsmedel och dr smittdugliga linge
kan smittan finnas kvar 1 miljon under mycket ldng tid [3]. Nyligen har man visat att det man
tidigare trott vara C. parvum hos ndtkreatur egentligen ér tre olika arter, ndmligen C. parvum,
C. bovis och C. ryanae. Det ar framfor allt C. parvum som orsakar sjukdom hos kalvarna,
medan de Ovriga arterna ger subkliniska infektioner [4, 5]. C. parvum ar den enda arten som
kan 6verforas till ménniska.

Vi har 1 tidigare studier visat att kryptosporidieinfektion &r vanlig 1 svenska
mjolkkobesdttningar. Vi fann kryptosporidier 1 96 % av undersokta beséttningar och hos 45-
60 % av kalvarna. Badde C. parvum, C. bovis och C. ryanae férekommer [6]. Parasiterna finns
1 alla aldersgrupper (kalvar, ungdjur och kor), men C. parvum har bara péavisats hos kalvar
upp till nio veckors alder [7-9]. Aven hos dessa unga kalvar var dock C. bovis den vanligaste
arten, till skillnad fran vad man funnit i internationella studier. Vi fann nio olika subtyper av
C. parvum och de tillhdrde alla zoonotiska familjer, vilket innebédr att de kan infektera
ménniskor.

Risk for betesburen smitta

Kryptosporidier dr ocksd en viktig orsak till vattenburen, och ibland livsmedelsburen,
sjukdom hos ménniskor runt om i vérlden. Fragan om i vilken utstrdckning betande ndtkreatur
utgdr en risk for vattenburen smitta till ménniskor dr hégaktuell. For att besvara den fragan
maste en ordentlig riskanalys baserad pa infektionslidget hos notkreaturen som halls pa
betesmark genomforas. For att detta ska kunna goras krdvs kunskap om infektionslaget 1 véra
notbesittningar.

Den viktigaste aldersgruppen 1 detta sammanhang ar unga djur upp till sex ménaders alder. Vi
vet att zoonotiska kryptosporidier forekommer hos kalvar i dikobesdttningarna men inte hur
vanliga de dr. Det gar inte att utifrdn den information vi har om mjolkbeséttningarna uppskatta
smittldget dikobesittningarna av flera orsaker. Kalvar i mjolkkobesittningar halls tatt
tillsammans inomhus vilket goér att smitta ldtt Overfors genom  direktkontakt.
Kontaminationsgraden i ndromgivningen blir ocksa hog eftersom smittan sprids pa en liten



yta. Det har bedomts att samtliga kalvar i en kryptosporidieinfekterad mjolkkobeséttning blir
smittade fore tre veckors alder [10]. Dikalvar, & andra sidan, gar tillsammans med mamman
pa storre ytor inomhus och pé bete, vilket gor att infektionsdosen blir l4gre och risken for att
en kalv att bli smittad sannolikt minskar. Detta kan ge en mer laggradig infektion och ddrmed
minskad utsondring av oocystor fran infekterade individer. Det finns ocksa indikationer pa att
artforekomsten hos di- och mjolkkalvar skiljer sig [11] vilket dr ytterligare en anledning till
att zoonosrisken kan variera.

Malsattning

Malsdttningen med studien var att klarligga hur vanlig kryptosporidier dr i svenska
dikobeséttningar samt vilka arter och subtyper av parasiterna som féorekommer.

Material och metoder

Besdttningar, prover och djurdgarintervjuer

Rekrytering av besittningar till studien gjordes med hjilp av Vixa Halland, Vixa Orebro och
Upplandsbondens ekonomiska forening. Varje beséttning besoktes en gdng under perioden
april-juni 2012 eller april-maj 2013. Vid besoket togs trickprov fran samtliga kalvar upp till
90 dagars élder och det gjordes en Oversiktlig bedomning av de provtagna kalvarnas
hilsotillstdnd. Djurdgaren intervjuades ocksa om besittningsstruktur och skoétselrutiner under
stallperioden. Fragor stilldes bl.a. om besittningens storlek och antal djur i olika
alderskategorier, inkO0p av djur, rutiner vid kalvning och rengdring av kalvningsutrymmet,
kalvdodlighet och sjukdomsforekomst hos de ej avvanda kalvarna. Vi frdgade dven hur gamla
kalvarna brukade vara vid betessldpp, om en rastgird/vilkomstfilla anvindes innan det
egentliga betessldppet och om djuren betade pa vattennéra betesmark.

Laboratorieundersokningar

P& laboratoriet registrerades trickens konsistens och fiarg. Proverna renades och
koncentrerades med en salt/glukos-flotationsmetod, varefter en liten mangd (30 ul) av det
renade provet firgades med fluorescerande antikroppar riktade mot kryptosporidier
(CryptoCel, Cellabs Australien) och mingden oocystor rdknades i fluorescensmikroskop [12].
Metoden dr mycket kdnslig och identifierar djur som positiva vid utsondringsnivéer pa 200
oocystor per gram trick (OPG).

Alla kryptosporidiepositiva prover skickades till SVA for molekylédrbiologisk undersokning.
For artbestimning anvédndes nested PCR och sekvensering av 18S rRNA-genen [13, 14]
medan sekvensering av GP60-genen anvindes for att identifiera vilken subtyp av C. parvum
som forekom [15]. GP60-analys utférdes pa alla prover, dven de som inte inneholl C. parvum
enligt 18S rRNA-analysen. Detta gav oss mdjlighet att pavisa blandinfektion med C. parvum
aven hos individer dir ndgon av de andra kryptosporidiearterna dominerade, da C. parvum ér
den enda av de arter som infekterar pd ndtkreatur som uppticks med denna metod. Erhéllna
DNA-sekvenser for 18S rRNA och GP60 jimfordes med sekvenser deponerade i GenBank
for art- och subtypsbestdmning.

Statistisk bearbetning
For statistisk bearbetning anvdndes Stata 11 (Stata Software, StataCorp LP College Station,

TX, USA). Beroende pé de olika variablernas karaktir anvindes Mann-Whitney test och y*-
test for att undersoka eventuella samband. En “random effects logistic regression model”
konstruerades for utvirdering av riskfaktorer for oocystutsondring hos kalvarna.




Resultat

Trettio beséttningar ingick i studien, 15 besittningar sydvéstra Sverige och 15 beséttningar
frdn mellersta och Ostra delen av landet (Figur 1). Beséttningarna hade 10-99 kor (median 39).
Totalt provtogs 332 kalvar, 3-18 kalvar/besittning (median 11,5). De provtagna kalvarna var
1-90 dagar gamla. En kalv bedomdes ha nedsatt allméantillstaind och en var dehydrerad och
hade hog andningsfrekvens. I ovrigt sdgs inga tecken pa sjukdom hos nagon kalv.

Figur 1: Provtagna besittningar (n=30)

I 29 besittningar (97 %) patraffades minst en kryptosporidiepositiv kalv och prevalensen i de
positiva besittningarna varierade mellan 6,3 % och 75,0 % (median 42.3). Kryptosporidier
pavisades hos 36,8 % (122/332) av kalvarna. De positiva kalvarna var 1-81 dagar gamla
(Figur 2). Det var inget statistiskt signifikant samband mellan kalvens &lder och férekomst av
kryptosporidier, och inte heller mellan trickens konsistens och férekomst av kryptosporidier.
Antalet oocystor i de positiva proverna var 400 OPG - 2.4 x 10’ OPG. De tva yngsta kalvarna
som utsondrade oocystor var 1 och 2 dagar gamla och de utsondrade 1600 respektive 400
OPG.
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Figur 2: Alder pa 332 provtagna kalvar, fordelat pa kryptosporidiepositiva och —negativa



Artfordelning

I 114 prover kunde vi artbestimma oocystorna. Sjuttiotvd av de provtagna kalvarna (21,7 %)
utsondrade C. bovis, 14 (4,2 %) C. ryanae, 8 (2,4 %) C. parvum och 1 (0,3 %) C. ubiquitum.
Dessutom inneholl 13 prover (3,9 %) en blandning av C. bovis och C. parvum och 6 prover
(1,8 %) en blandning av C. ryanae och C. parvum. Artfordelningen hos kalvar av olika alder
visas 1 Figur 3. Det var ingen signifikant &ldersskillnad mellan kalvar som utsondrade de
olika kryptosporidiearterna (p-viarden 0.09-0.89, Mann-Whitney test). Det var inte heller

nagon skillnad i OPG-virden mellan de olika arterna (p-virden 0.08-0.87, Mann-Whitney
test).

C. bovis pavisades 1 25 beséttningar, C. ryanae i 13, C. parvum 1 9 nio beséttningar.
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Figur 3: Alder pa kryptosporidiepositiva kalvar, fordelade pa vilken art som identifierats.

OPG-virdena hos de 4tta kalvarna dar mono-infektion med C. parvum pévisades visas i1 Figur
4.
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Figur 4: Antal ooystor per gram trick (OPG) hos de atta provtagna kalvar som enbart
utsondrade C. parvum.



Artfordelningen hos de 1-62 dagar gamla kalvarna i denna studie jamfort med vad vi tidigare
funnit nér vi artbestdmt ooccystor fran 1-62 dagar gamla kalvar i 50 mjolkkobesittningar [9]
visas i Figur 5.
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Figur 5. Sammanstillning av artférdelning av kryptosporidier som isolerats fran kalvar i 30
dikobeséttningar och 50 mjélkkobeséttningar [9].

Subtyper av Cryptosporidium parvum

C. parvum-subtyp kunde bestimmas pd 23 av de totalt 27 prover dér parasiten pavisats. Tva
subtyper identifierades och bada tillhorde zoonotiska subtypsfamiljer; Ila och IId. Subtyp
[IdA27G1 identifierades i 16 prover fran fem besittningar och [TaA16G1R1 i 7 prover fran
tva beséttningar. Vi fann enbart en subtyp per besittning. [IlaA16G1R1 dr en subtyp som ofta
hittas i prover fran kalvar i besittningar med diarréproblem [16], men IIdA27G1 har vi inte
sett tidigare.

Resultat fran djurdgarintervjuerna

De enda variabler vi fann hade samband med forekomst av kryptosporidier hos kalvarna var
rengdringen av kalvningsutrymmet och antal kor i kalvningsutrymmet (Tabell 1). Nar
kalvningsutrymmet rengjordes oftare dn en gang per ar hade kalvarna mindre risk att vara
infekterade (p-vérde 0,0035). For variabeln antal kor i kalvningsutrymmet var risken minst for
infektion 1 de besdttningar som hade flest kor (30-90) pa samma kalvningsplats. Savil
kénslighet som specificitet var lag, och ytan under ROC-kurvan var bara 0.59 (max-virde
1.0).



Tabell 1: Variabler som visade samband med forekomst av kryptosporidier i den univariata
analysen och i den slutliga modellen (random effects logistic regression model).

. oo p-virde OR p-virde 95% CI
Variabel Nivaer e ) ) .
univariat analys  slutlig modell  slutlig modell slutlig modell
1. Rengoring av En géng/ar 0,020° 1 0,0035"
kalvningsboxar i, 0,25 0,004 0,10-0,64
2. Antal 1 0,056" 1 0,0109°
kor/kalvningsbox  5-15 2,5 0,029 1,10-5,89
20-28 1,2 0,579 0,57-2,69
30-90 0,47 0,202 0,15-1,49
Ingen info 5,1 0,100 0,73-35,23
3.% doda kalvar 0 0,054° Ingick inte i den slutliga
innevarande ar 1-4 modellen®
59
>10

*Qvergripande p-virde for variabeln
D4 en flddesanalys visade att variabel 3 intervenerar med bade 1 och 2 och dé dessutom inte alla
nivéer av 3 aterfanns i alla nivder av 1 och 2 sé uteslots variabeln ur den slutliga modellen.

Diskussion

Resultaten visar att kryptosporidier dr vanliga i svenska dikobeséttningar. Kryptosporidier
pavisades i 29 av de 30 undersdkta beséttningarna och hos 37 % av de provtagna kalvarna.
Jamfort med situationen 1 svenska mjdlkbesittningar sa dr lika ménga besittningar
infekterade, men andelen infekterade kalvar &r lagre i dikobeséttningarna. Denna skillnad
mellan kalvar 1 mjolkko- och dikobesittningar liknar vad man funnit i flera andra lénder, bl.a.
Belgien, Kanada och Zambia [11, 17, 18].

I denna studie var C. bovis den dominerande arten, f6ljd av C. parvum och C. ryanae, vilket
overensstimmer med hur det ser ut i de svenska mjolkkobeséttningarna [9]. Vi har tidigare
bara funnit C. parvum hos kalvar yngre dn nio veckor, men nu hittade vi parasiten hos en 71
dagar kalv och en kalv som var 81 dagar gammal. En forklaring till att vi har hittade parasiten
hos nagra lite dldre kalvar skulle kunna vara att smittrycket i dikobesdttningarna &dr lagre och
att kalvarna dérfor blir smittade senare. Man har visat att aldersrelaterad immunitet mot
kryptosporidier forekommer hos moss [19]. Om detta ocksd forekommer hos nétkreatur skulle
kalvar som smittas senare ha hunnit utvecklat viss immunitet vilket kan medfora att
oocysturskiljningen blir lagre. Hos kalvarna som enbart utsondrade C. parvum var det hogsta
OPG-virdet 3,8 x 10°, och det fann vi hos en 12 dagar gammal kalv. De Gvriga hade avsevirt
lagre utsondringsnivaer och ingen kalv som var dldre én 5 veckor hade mer dn 2800 OPG. De
flesta kalvar dér vi fann C. parvum hade en blandinfektion med antingen C. bovis eller C.
ryanae som den dominerande arten. Forekomst av C. parvum kunde forst sparas nar GP60-
analys anvindes som kompletterande verktyg. De hogsta OPG-virdena hos dessa
dubbelinfekterade individer, 2,0 x 107 och 2,4 x 107 OPG, uppmiittes hos tva kalvar som var
yngre dn en vecka. Som jimforelse kan ndmnas att vi hos C. parvum-infekterade unga kalvar
utan kliniska symptom i mjolkkobesittningar kan se 1x10® OPG, vilket r p& samma niva som
vi ocksa sett hos sjuka kalvar [7].

Vi rapporterar hir det forsta fyndet av C. ubiquitum hos noétkreatur i Sverige. Denna
kryptosporidieart har ett brett vardspektrum och stor geografisk spridning och patréffas
framfor allt hos far och ménniska [20, 21]. Det dr oklart hur patogen arten dr for olika



djurarter. Naturlig infektion hos notkreatur har bara beskrivits en géng tidigare; hos en 22
veckors ungdjur pa en gird med specialiserad kottdjursuppfodning 1 Bretagne, Frankrike [22].
Det positiva provet i denna studie kom fran en 5 veckor gammal tjurkalv. Det fanns prover
fran ytterligare 11 kalvar i denna beséttning, men inget av dem innehdll C. ubiquitum.

Den yngsta kalv som vi hittade oocystor hos vara bara en dag gammal. Den utsondrade C.
bovis som tidigare rapporterats ha en prepatentperiod, d.v.s. den tid som forflyter mellan en
kalv blir infekterad och oocystor tidigast utsondras med tricken, pa minst sju dagar [9]. Det dr
mojligt att detta inte aterspeglar en aktiv infektion utan att det var oocystor som kalven fatt 1
sig och som en enbart passerade mag-tarmkanalen. Det faktum att tva 4 dagar gamla kalvar
utsondrade hdga nivaer av C. bovis, 9600 - 2.4x10" OPG, visar dock att prepatent tiden &r
kortare &n vad som tidigare beskrivits.

I dikobesittningarna identifierades tvd subtyper av C. parvum och bara en subtyp per
besittning, vilket dr ett mycket ovanligt monster. Nir vi undersokt prover fran
mjolkkobesdttningar har vi funnit manga subtyper men oftast bara en subtyp per beséttning [7,
9, 16], vilket dr som det brukar se ut i regioner med slutna beséttningar. I regioner med mer
djurforflyttningar ses vanligen ett fatal subtyper men fler subtyper 1 varje beséttning [23, 24].

Vi fann bara tvéd besittningsfaktorer som var forknippade med Cryptosporidium-infektion.
Emellertid var modellens kénslighet, specificitet och prediktionsvarde l1agt vilket visar att vi
missat att fanga upp viktiga faktorer som har betydelse for smittspridningen.

Publikationer

En artikel skrivs nu for tdnkt publicering i tidskriften Parasitology (open access).
Publikationens preliminéra titel dr ”Cryptosporidium infection in calves in Swedish cow calf
herds”, forfattare Camilla Bjorkman, Lina Lindstrom, Carolina Oweson, Karin Troell och
Charlotte Axén.

Studien har presenterats som poster pa konferensen Apicomplexa in Farm Animals som holls
1 Lissabon 25-28 oktober 2012. Resultaten kommer att presenteras muntligt pa V International
Giardia and Cryptosporidium Conference som halls i Uppsala 27-30 maj 2014.

Slutsatser (gallande nytta med rad till ndringen)

Studien visar att kryptosporidieinfektion dr vanlig hos kalvar 1 svenska dikobesattningar och
att C. bovis ar den dominerande arten. Cirka 8 % av kalvarna utsondrade C. parvum vilket i
stort dverensstimmer med vad man tidigare funnit 1 svenska mjélkkobeséttningar. De tva
subtyper av C. parvum som patraffades tillhor badda zoonotiska subtypsfamiljer.

Att det var en liten andel kalvar som utsondrade C. parvum i1 kombination med att
utsondringsnivaerna var laga gor att dikobesittningar pd bete sannolikt har en begridnsad
betydelse som orsak till vattenburen kryptosporidiesmitta till manniskor. Ytterligare faktorer
som stodjer detta dr att risken for nyinfektion och sjunker nér djuren slépps pa bete och fér
tillgdng till storre ytor &n nér de hélls inomhus. Darmed minskar smittrycket och utsondringen
av oocystor till omgivningen. Oocystorna dr dessutom kénsliga for UV-ljus och uttorkning
vilket gor att 6verlevnaden utomhus, framfor allt under torra somrar, dr mycket ldgre dn inne 1
stallmiljon.

Resultatformedling till ndringen

Preliminéra resultat fran studien inkluderades i en presentation om kryptosporidier vid Svensk
Mjolks arliga djurhdlso- och utfodringskonferens i augusti 2012. (Bjorkman C & Silverlas, C.
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Kryptosporidier — parasiter som angdr oss alla. Djurhdlso- & utfodringskonferensen Svensk
Mjolk 21-22 augusti 2012. Sid 50.)

Resultaten har ocksé presenterats vid seminariet ”Vattenburna smittor — hur kan vi hjélpas at
att bedoma och hantera risker?”” den 5 december 2013 pd Smittskyddsinstitutet. Arrangor var
SVA, SMI, Livsmedelsverket, Chalmers och Havs- och vattenmyndigheten. Seminariet vinde
sig till relevant personal vid centrala, regionala och lokala myndigheter, dricksvatten-
producenter och lantbruksndringens organisationer. http://www.sva.se/sv/Mer-om-
SV A1/Utbildning/Vattenburna-smittor/ (Sjdlva presentationen ligger inte pa hemsidan da alla
resultat inte var konfirmerade vid tidpunkten for presentationen).

Projektpresentation finns pa hemsidan for SLU Institutionen for kliniska vetenskaper
http://www.slu.se/sv/institutioner/kliniska-vetenskaper/forskning/idisslarmedicin/
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