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Forekomst och behandling

Smittsamt kloveksem (digital dermatit) ar en klovsjukdom som drabbar nétkreatur och som
ger upphov till smartsamma sar i huden i dvergangen mot klovkapselns bakre del. Saren &r en
orsak till hdlta och minskat vélbefinnande, och troligen har sjukdomen &ven negativa effekter
pa fruktsamhet och mjolkproduktion. Den exakta orsaken till att eksemen uppstar har inte
klarlagts men har visats vara kopplad till infektion med bakterier av sléktet Treponema. Det ar
ocksa kant att miljofaktorer paverkar eksemens uppkomst och allvarlighetsgrad, och
besattningsproblem forekommer framforallt i I6sdrifter med dalig hygien i godselgangarna
(Bergsten & Pettersson, 1992; Hultgren & Bergsten, 2001). Aven om smittsamt kloveksem
anses kunna spontanlédka, speciellt om stallgolvets renhet 6kas, ar det svensk praxis att
behandla kor med eksem, dels av djurskyddsskal men ocksa for att minska ytterligare
smittspridning (Sveriges Veterindrmedicinska Séllskap, 2013). Lokalbehandling med
noggrann tvatt, bredspektrumantibiotikum (tetracyklin) och bandagering (t.ex. enligt Manske
et al., 2002) &r idag en vanligt férekommande behandlingsmetod.

Smittsamt kloveksem férekommer i svenska beséttningar men det saknas fortfarande kunskap
om utbredningen av problemet (Hillstrom & Bergsten, 2005; Pringle et al. 2008). | manga
andra lander, till exempel USA och Danmark, &r det dock vél kant att sjukdomen orsakar stora
problem. | takt med att den svenska mjolkproduktionen nu i allt hogre grad gar fran
uppbundna stall till 16sdrift finns det anledning till oro for att samma situation som i Danmark
kommer att uppsta i Sverige. Dagens strukturomvandling med fler stora besattningar och
expansion av besattningar, vilket kraver inkop av kor fran flera andra beséttningar, innebéar
ocksa att djurkontakter mellan och inom besattningar okar. Konsekvensen av det ar tyvarr att
risken att smittsamt kloveksem far faste och sprids dkar vasentligt.

Traditionell diagnostisk metod

Diagnosen smittsamt kléveksem stélls idag kliniskt och kréver att kon fixeras i verkstol och
att kléven rengors ordentligt. Bedémningen av vilka forandringar som ska klassas som
smittsamt kloveksem &r subjektiv och kréver sarskild kompetens. Fixering av kor i verkstol &r
tidskravande och ett riskmoment ur arbetsmiljésynpunkt. | regel genomfors sadan fixering
endast 1-3 ganger per ar i samband med klovverkning. Av dessa skal forsvaras mojligheten
till diagnostisering av sjukdomen och, tillsammans med brister i den subjektiva
diagnostiseringsmetoden, ar det en forklaring till varfor forekomst, spridningshastighet, och
trender vad det galler forekomst inte har studerats i sa stor utstrackning som vore énskvart.
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Utveckling av nya diagnostiska metoder

Forskningen vid SLU kring Treponema spp. och smittsamt kléveksem, som inleddes med ett
SLF-finansierat projekt 2006-2009 (Projektnr. HO530016), har fokuserats pa den Treponema-
art som i hittills redovisade studier varit den vanligast forekommande i kléveksemen,
namligen den som har kallats Treponema phagedenis-like (Klitgaard et al. 2008; Nordhoff et
al. 2008; Yano et al. 2009) men som vi nu kan kalla enbart Treponema phagedenis (Wilson-
Welder et al. 2013). Den har bland annat syftat till att pA molekylar niva beskriva
sjukdomsframkallande mekanismer hos bakterien och att hitta proteiner pa bakteriens yta som
stimulerar immunfarsvaret hos nétkreatur. Immunstimulerande proteiner kan anvéandas bade
for utveckling av diagnostiska test (vilket varit fokus for denna studie) och for
vaccintillverkning.

Det finns &nnu ingen etablerad laboratoriediagnostik for smittsamt kldveksem. | ett antal
utlandska studier har man dock i forskningssyfte anvant antikroppstester baserade pa
helcellspreparationer av Treponema fran kléveksem (Walker et al. 1997, Demirkan et al.
1999, Murray et al. 2002, Vink et al. 2009). Man har da funnit att antikroppar mot Treponema
bildas vid smittsamt kloveksem. Resultaten har delvis varit svartolkade, eventuellt pa grund
av att testerna varit baserade pa ett sadant komplext material som sénderdelade celler, och
darfor inte varit tillrackligt specifika. Antikroppsproduktion mot Treponema phagedenis hos
mus och notkreatur har ocksa pavisats vid experimentella infektioner (Elliot et al. 2007:
Zuerner et al. 2007).

| Sverige skulle ett diagnostiskt test baserat pa antikroppsbildning kunna anvéandas for att
undersoka forekomst och utbredningsgrad av smittsamt kloveksem i olika typer av
besattningar och i olika delar av landet. Sadan information ar nodvandig for att fa en
uppfattning om sjukdomsléget i ko-populationen och utvecklingen 6ver tid, vilket utgor
grunden for beslut om eventuella atgarder och behandlingsstrategier. Statistiska samband
mellan férekomst av sjukdomsfall och olika individ- eller besattningsvariabler kan ocksa ge
vardefulla ledtradar om sjukdomens orsaker och spridningssatt. En tillforlitlig testmetod
skulle &ven kunna utnyttjas som ett verktyg for friforklaring av besattningar och for ett
bekdmpningsprogram mot smittsamt kléveksem dar lantbrukaren kan valja att endast kdpa
djur fran fria besattningar. | lander dar sjukdomen &r mer utbredd kan samma test anvandas
vid forsaljning och import/export av djur samt inom stora beséattningar for att 1agga upp
behandlingsstrategier. Med kor fria fran smittsamt kléveksem ¢kar bade djurvalfarden och
intakterna fran mjolkproduktionen for lantbrukaren. Det ar ocksa angelaget att minska den
omfattande anvéndning av antibiotika som sjukdomen kraver.

Med hjélp av en teknik som kallas ’shotgun phage display” (Jacobsson et al. 2003) har vi
sedan tidigare identifierat treponemaproteiner som ger upphov till antikroppsbildning. En fag
(bakterievirus) anvénds for att gora ett bibliotek dar alla bakteriens proteiner finns
representerade. Fran biblioteket kan sedan bakterieproteiner som binder till nétkreatur-
antikroppar isoleras genom selektion. Ett fagbibliotek har gjorts fran en svensk stam av arten
Treponema phagedenis och selekterats mot antikroppar fran en kanin immuniserad med
levande bakterier av samma stam. Innan studien startades hade tre immunogena proteiner
identifierats (TmpA, Ttm och PrrA; Rosander et al. 2011). Dessutom hade ytterligare tva
potentiellt immunogena proteiner identifierats genom bioinformatisk analys av DNA-
sekvensen for bakteriestammens kromosom som finns tillganglig i var forskargrupp (VpsA
och VpsB, opublicerade resultat). Dessa proteiner har uppférokats och utnyttjats som antigen i
s.k. ELISA-tester, det vill sdga system dar serum eller mjolkprover sétts till brunnar som
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preparerats med antigenet. Eventuella antikroppar i proverna binds till antigenet och kan
darefter matas. Nar initiala tester med serum och mjolk fran kor med och utan smittsamt
kloveksem hade genomforts var resultaten mycket lovande. De indikerade att antikroppstester
baserade pa proteinerna ger en aterspegling av djurens kliniska tillstand.

Studiens syfte

Den genomforda studien bygger pa hypotesen att tester baserade pa de identifierade
antigenerna med hog tillforlitlighet kan anvandas for att sarskilja djur med och utan smittsamt
kloveksem. Malet var att analysera ett storre antal sera och mjolkprover fran besattningar med
och utan sjukdomen for att pa sa satt utvardera om testerna kan anvandas som ett diagnostiskt
verktyg for bland annat friférklaring av beséttningar och detektering av infekterade kor eller
besattningar.

Material och metoder
Insamling av prover

Via kontakt med veterinarer och professionella klovvardare (med kand kunskap om smittsamt
kloveksem) identifierades och kontaktades djuragare till mj6lkkobesattningar som ansags vara
fria fran eller ha problem med smittsamt kloveksem. Besattningar ansags fria fran smittsamt
kloveksem om de hade allméant god klévhalsa hos sina kor och smittsamt kloveksem aldrig
tidigare hade pavisats i beséttningen. Totalt gav 25 djurdgare godkannande till att deras
beséttning inkluderades i studien. Besattningarna ar belagna i Hallands, Kronobergs, Kalmars,
Jonkdpings, Skaraborgs, Sédermanlands, Uppsala, Gavleborgs och Vasterbottens lan.

| 15 besattningar med smittsamt kléveksem dokumenterades individuella kors klovstatus i
samband med klévverkning och kor med smittsamt kléveksem identifierades. Inom 0-70
dagar samlades individuella blod- och mjolkprov fran korna med eksem samt fran cirka 10
Kliniskt friska kor i samma besattning. | 10 besattningar dar smittsamt kléveksem aldrig
pavisats togs blod- och mj6lkprov fran cirka 10 slumpmassigt utvalda kor. Fran samtliga
beséttningar utom en togs aven ett tankmjoélksprov i samband med provtagningen.

Analys av prover med ELISA testsystem

For att fa ett hogt utbyte av proteinerna uppforokades de i en laboratoriestam av E. coli.
Rekombinanta proteiner producerades med hjalp av reningssystemet “bulk GST purification
module” (GE Healthcare) enligt tillverkarens instruktioner och renades fram med hjélp av en
gelmassa (glutathione-sepharose). Proteinet klovs loss fran gelmassan med hjélp av ett
specifikt enzym och renades ytterligare genom dialys (Slide-A-Lyzer dialysis cassettes,
Pierce).

De renade proteinerna anvandes som antigen i ELISA var for sig vilket innebar att det
egentligen var 5 olika testversioner. Optimal spadning av antigen, provmaterial och andra
reagenser i ELISAN utprovades med hjalp av prover fran infekterade och oinfekterade kor
enligt vedertagen metodik (Perlmann & Perlmann, 1994). Vid optimeringen visade det sig att
ett protein, TmpA, behdvde anvandas i sa htga koncentrationer att det inte var mojligt att
anvanda det for analys av de insamlade proverna.
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Statistisk analys av resultat

Skillnaden i antikroppsnivaer mellan olika kategorier av kor testades for varje antigen
(Wilcoxon rank-sum test). Testens relativa sensitivitet och specificitet jamfort med
dokumenterad klovstatus beraknades (Greiner et al., 1995) och dessutom jamfordes resultaten
fran analys av blodprov respektive mjolkprov fran samma ko. Klinisk klgvstatus och
individuella provresultat summerades pa besattningsniva och dverensstammelsen gentemot
testresultat baserat pa tankmjolksanalys beraknades. | studiens slutliga publikation kommer
provresultaten aven att stallas i relation till kornas alder och ras samt besattningens
klovhalsohistorik genom anvéandning av foregaende ars klévhalsoregistreringar i
besattningarna (Svensk Mjolks klovhélsorapport).

Resultat

Fordelning av resultat fran analys med ELISA baserat pa olika antigen ges i Fig. 1a-h.
Kategorierna av kor som anges ar kor med kliniska symptom pa smittsamt kloveksem (DD),
kontrollkor fria fran tecken pa smittsamt kloveksem fran problembeséttningar (DD-F), samt
kor utan tecken pa smittsamt kloveksem fran fria besattningar dar smittsamt kloveksem aldrig
pavisats (F).

Fig. 1a-h. Testresultat fran provanalys med ELISA-system baserade pa fyra olika Treponema
phagidenis antigen; a-b) PrrA, c-d) Ttm, e-f) VpsA och g-h) VpsB. Graferna visar
testresultatens fordelning (y-axel) for kor med klinisk digital dermatit (DD), friska kor fran
besattningar med klinisk digital dermatit (DD-F) och friska kor fran besattningar dar digital
dermatit aldrig pavisats (F). Grafer i vanstra kolumnen ar resultat fran analys av serum och
grafer i hogra kolumnen ar resultat fran analys av mjolkprov.
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Skillnaden i antikroppsnivaer mellan de tre kategorierna av kor var inte signifikant for
antigenet Ttm. Darfor exkluderades testresultat fran ELISA baserat pa Ttm fran ytterligare
analys. Korrelationen mellan resultat fran analys av serum jamfort med resultat baserat pa
mjolk var 0.78 for PrrA, 0.73 for VpsA och 0.71 for VpsB (P<0.001). Sambandet mellan
varje individs resultat baserat pa serum och mjolk visas i Fig. 2 nedan.

Fig. 2 a-c. Jamforelse av testresultat fran analys av parade serumprov och mjolkprov fran 365
svenska mj6lkkor med och utan digital dermatit. Graferna visar resultat fran versioner av
Ela)SA-testen med a) PrrA, b) MgsA och c) VpsB som antiger)
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Testernas relativa sensitivitet och specificitet var olika beroende pa vilket antigen som testen
baserades pa och om det var serum eller mjolk som testades. Det var inte mojligt att na bade
hog diagnostisk sensitivitet och hog diagnostisk specificitet i ndgon testversion. Den skattade
relativa sensitiviteten och specificiteten for respektive testversion vid olika gransvarden
redovisas i tabell 1 och tabell 2. I tabell 1 ar kategorierna i referenstesten (med andra ord
klinisk status) klinisk sjuk ko (DD) och frisk ko i frisk bes&ttning (F). I tabell 2 daremot ar
kategorierna i referenstesten samtliga kor fran sjuka besattningar (DD och DDF) och kor fran
friska besattningar (F). Generellt kravdes lagre gransvarden nar testresultatet baserades pa
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analys av mjolk istéllet for serum. Huruvida serum eller mjolk gav hogst testprestanda

varierade mellan antigen och vilken referensgrupp som anvéndes.

Tabell 1. Relativ sensitivitet (Se) och specificitet (Sp) for ELISA-system baserade pa olika
Treponema phagidenis antigen for analys av serum och mjélkprov fran kor med och utan
smittsamt kloveksem. Berakningarna avser formaga att diagnostisera kor med klinisk digital
dermatit som sjuka (positivt testresultat) och friska kor i fria besattningar som friska (negativt

testresultat).

Antigen Sample type  Performance limit Cut-off Se Sp
PrrA Serum Se >95% 0.046 95.2 0.0
Se=Sp 0.174 60.0 60.3

Sp >95% 0.427 324 96.0

Milk Se >95% -0.002 97.0 0.0

Se=Sp 0.013 77.9 76.5

Sp >95% 0.057 56.5 95.9

VpsA Serum Se >95% 0.023 95.2 1.0
Se=Sp 0.087 71.0 71.7

Sp >95% 0.358 33.8 96.0

Milk Se >95% 0.002 95.4 10.2

Se=Sp 0.022 71.8 71.4

Sp >95% 0.219 26.7 95.9

VpsB Serum Se >95% 0.079 95.2 41.4
Se=Sp 0.151 75.9 75.8

Sp >95% 0.408 33.1 96.0

Milk Se >95% 0.010 95.4 5.1

Se=Sp 0.040 72.5 72.5

Sp >95% 0.193 26.7 95.9

Tabell 2. Relativ sensitivitet (Se) och specificitet (Sp) for ELISA-system baserade pa olika
Treponema phagidenis-like antigen for analys av serum och mjolkprov fran kor med och utan
digital dermatit. Berakningarna avser formaga att diagnostisera kor fran besattningar med
klinisk dermatit som sjuka (positivt testresultat) och kor fran fria besattningar som friska

(negativt testresultat).

Antigen Sample type  Performance limit Cut-off Se Sp
PrrA Serum Se >95% 0.039 95.2 0.0
Se=Sp 0.165 51.6 51.5

Sp >95% 0.407 234 95.0

Milk Se >95% -0.002 95.9 0.0

Se=Sp 0.011 723 72.3

Sp >95% 0.057 48.7 95.9

VpsA Serum Se >95% 0.020 95.2 0.0
Se=Sp 0.078 61.5 61.6

Sp >95% 0.352 25.1 95.0

Milk Se >95% 0.002 95.9 10.2

Se=Sp 0.018 65.5 65.3

Sp >95% 0.218 195 95.9

VpsB Serum Se >95% 0.061 95.2 28.3



Se=Sp 0.143  66.7 66.7
Sp >95% 0.382 251 95.0
Milk Se >95% 0.008 95.1 2.0
Se=Sp 0.034 66.3 66.3
Sp >95% 0.193 16.9 95.9
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Kombinationer av testresultaten fran testversionerna baserade pa PrrA, VpsA och VpsB, med
ett gransvarde som sékerstéller 95% specificitet, summeras i tabell 3 och Fig. 3 nedan.

Tabell 3. Antal kor som testade negativt eller positivt i ELISA-test baserade pa tre olika
Treponema phagidenis antigen (PrrA, VpsA, VpsB). Antalet kor for varje mojlig kombination
presenteras separat for varje kategori av klinisk klovstatus (baserad pa kons och beséttningens

kliniska status).

Test result DD-F F

PrrA/VpsA/VpsB # % # % # %
+/+/+ 17  11.7 6 4.1 0 0.0
+/+/- 6 4.1 4 2.7 1 1.0
+/-/+ 9 6.2 4 2.7 0 0.0
-[+/+ 14 9.7 4 2.7 2 2.0
+/-/- 17 11.7 7 4.8 4 4.0
-/+/- 12 8.3 10 6.8 2 2.0
-/-/+ 13 9.0 6 4.1 3 3.0
-/-/- 57 39.3 105 71.9 87 87.9

Total 145 146 99

Fig 3. Besattningsvis summering av andelen kor som testat positivt mot 0, 1, 2 eller 3 antigen,
nar ett cut-off som sékerstéller 95% specificitet har tillampats i samtliga testversioner.
Besattningar 1-10 (beséttningsnummer anges Overst till vanster i varje graf) ar besattningar
dar smittsamt kl6veksem aldrig pavisats, medan besattningar 11-25 ar besattningar med
smittsamt kloveksem.
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Tankmjolksprover fran 24 av 25 besattningar fanns tillgangliga for analys. Samtliga fria
besattningar hade ELISA-resultat <0.100 i samtliga testversioner (PrrA, VpsA, och VpsB).
Bland besattningarna med kliniskt pavisad digital dermatit fanns tre besattningar
(besattningsnummer 15, 18 och 23 i Fig. 3 ovan) som hade sa Iaga tankmjolksvarden.
Resterande 12 fallbesattningar hade tankmjolksresultat >0.100 i minst en testversion. Pa
besattningsniva, baserat pa det begransade antalet besattningar som ingick i studien, sa
motsvarar tankmjélkstestens prestanda med andra ord en kombinerad sensitivitet pa 80% och
en specificitet pa 100%.

Diskussion

Resultaten visar att kor med smittsamt kloveksem kan utveckla métbara antikroppar mot tre
av de proteiner som prévats som antigen i det ELISA-system som vi satt upp. Det finns dock
vissa kor som inte har métbara nivaer av sadana antikroppar och det finns aven ett mindre
antal kor i besattningar dar smittsamt kléveksem aldrig pavisats som testar positivt for en eller
flera antigen. P4 individniva kan testerna darfor inte anvandas pa ett sadant satt att bade
diagnostisk sensitivitet och specificitet forblir hdg. De storsta bristerna ligger i testernas
sensitivitet (med andra ord testens formaga att detektera de sjuka djuren). Testerna bor istallet
tillampas med hdga gransvarden sa att hog specificitet erhalls (med andra ord 1ag andel falskt
positiva djur). Resultat baserade pa analys av mjolkprover visade relativt god
overensstammelse med resultat baserade pa analys av serumprover. Resultaten visar dock att
olika gransvarden bor tillampas for serum och mjolk.

Nar testresultat fran individuella kor summeras for varje besattning ses ett monster av relativt
hog andel kor som inte testar positivt mot nagot antigen i besattningar dar smittsamt
kléveksem aldrig pavisats. | beséttningar som har kliniska problem med smittsamt kléveksem
ar andelen kor som testar helt negativt lagre och i regel finns flera kor som testar positivt mot
1, 2 eller till och med 3 antigen. Av de besattningar som ingick i studien sa hade tre laga
antikroppsnivaer i tankmjolken och dessa besattningar hade édven en hdg andel helt
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testnegativa kor. Resultaten fran tankmjolkstesten och den beséttningsvisa summeringen av
individuella prover visade en relativt god dverensstammelse.

En konklusion av dessa resultat ar att nuvarande testversioner kan anvéandas pa individuell
niva nar antalet falskt positiva bor minimeras men ett stérre antal falskt negativa testresultat
kan accepteras. Testerna ar mer effektiva pa besattningsniva dar svar fran testversioner fran
de olika antigenen kombineras och resultaten summeras for hela besattningen/gruppen. Pa
besattningsniva finns ocksa majlighet att dra slutsatser baserat pa analys av tankmjolksprov.

I kommande forskning bér tankmjélkstestens prestanda undersokas ytterligare genom analys
av prover fran ett storre antal beséattningar. Vi ser ocksa ett behov av att utreda hur
antikroppssvaret hos infekterade djur forandras 6ver tid — hur snabbt antikroppsnivaerna stiger
efter klinisk sjukdom, hur lange antikropparna kvarstar och i vilken grad férekomst av hoga
antikroppsnivaer kan skydda mot aterfall i sjukdomen.

Publikationer

Det finns annu inga publikationer fran projektet men vi forvantar oss att ett manuskript for
vetenskaplig publicering kommer att accepteras (férhoppningsvis av tidskriften Veterinary
Journal) innan &rets slut. Publikationens tite]l kommer att vara ”Diagnosis based on detection
of antibodies in serum and bulk milk from cows with and without clinical digital dermatitis”,
av forfattarna Frossling, Rosander, Bjérkman, Néslund och Pringle. Postrar med delar av
resultaten har presenterats vid tva konferenser: Society of Veterinary Epidemiology and
Preventive Medicine i Madrid 2013 och The 6 TH International Conference on Colonic
Spirochaetal Infections in Animals and Humans i Surrey, Storbritannien 2013.

Slutsatser (gallande nytta med rad till naringen)

Baserat pa studiens resultat vet vi nu mer om mojligheten att inkludera smittsamt kloveksem i
systematiska testningsprogram (t.ex. ”Séker livdjurshandel’’). Forskningen har gett en god
grund till att utveckla och forfina de testsystem som tagits fram. Redan i nuldget kan
tankmjolkstesten prévas for screening av ett storre antal prover och analys av forhéjd
forekomst i vissa typer av besattningar eller delar av landet. Genom tillampning pa
besattningsniva finns dven majlighet att undersoka och uppskatta negativa effekter av
smittsamt kloveksem genom jamforande av djurhélsodata fran testpositiva och testnegativa
beséttningar.

Resultatformedling till naringen

Preliminéra resultat och posterkopior har férmedlats till referensgruppen som inkluderar
respresentanter for Vaxa, Klovvardsforeningen. Studien har presenterats i tidskriften Husdjur
och slutresultat kommer att formedlas till denna tidskrift under 2014.
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