Forbittrad kryptosporidiediagnostik hos kalv ger béttre radgivning
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Bakgrund

Diarré orsakad av kryptosporidier

Diarré &dr det vanligaste infektiosa sjukdomskomplex som drabbar icke avvanda kalvar.
Orsaken kan vara savil virus som bakterier eller parasiter. Cryptosporidium parvum &r en
encellig parasit som tillsammans med rotavirus beddoms vara den vanligaste orsaken till diarré
hos svenska kalvar [1]. Symptom ses oftast vid en till tre veckors alder och kan vara kraftiga
med vattentunna diarréer, anorexi, nedsatt allméntillstand och uttorkning. C. parvum dr dock
inte den enda kryptosporidiearten hos notkreatur - dven C. bovis, C. ryanae och C. andersoni
ar vanligt forekommande. Alla tre arterna anses vara apatogena, men detta bygger till stor del
pa att de utomlands oftast forekommer hos avvanda kalvar och vuxna notkreatur dar klinisk
kryptosporidios inte ses. Utldndska studier pekar pa att C. parvum &r den dominerande arten
hos kalvar upp till tvd manaders alder, med en forekomst pa minst 80 % hos
kryptosporidiepositiva kalvar [2-7]. 1 ett svenskt doktorandprojekt dominerade déremot
C. bovis hos kalvar upp till tva manaders alder, med en forekomst pa 74 %, medan C. parvum
endast forekom i 20 % av artbestimda prover [8]. Dessutom kunde C. bovis pavisas i ett antal
diarréprover [8]. Darmed vicktes fragan hur patogen C. bovis kan vara for icke avvanda
kalvar, och hur vanligt forekommande den i sa fall var i besittningar med diarréproblematik.
Kryptosporidieinfektioner kan vara ett stort gissel i en beséttning. Infektionsdosen dr mycket
lag (1-100 oocystor (dgg)) och en kalv kan under infektionens forlopp utsondra miljarder
oocystor. Oocystorna dr mycket taliga i miljon och mot olika desinfektionsmedel och det
finns inget effektivt likemedel. Ett hogt smittryck kan didrfér snabbt byggas upp och
bibehallas, och forebyggande atgirder dr av storsta vikt for att minska smittrycket. C. parvum
kan ocksa infektera och orsaka sjukdom hos minniska, varfor det finns en risk for zoonotisk
smitta. Generellt behdver dock inte djurdgare, anstéllda och veterindrer oroa sig for att bli
smittade, utan den stora riskgruppen dr ménniskor som inte regelbundet hanterar kalvar.

Kalvpaketet och kryptosporidiediagnostik

Enheten for Djurhilsa och Antibiotikafragor (DOA) vid SVA och Nothidlsovarden vid
Svenska Djurhdlsovarden AB (SvDHV) har ett samarbete kallat “kalvpaketet” didr bade
diarré- och luftvigsproblematik kan utredas. Besittningar kan ansluta sig till lilla eller stora
paketet hos SvDHV och far da hjidlp med provtagningar och radgivning runt aktuell
problematik. Prover skickas tillsammans med den s.k. kalvremissen till DOA for analys av
totalprotein (TP) som avspeglar kalvens upptag av maternella antikroppar fran ramjolk,
bakterier, virus och/eller parasiter utifran symptom och alder pa kalven. Avseende
kryptosporidier gors rutindiagnostik med direktutstryk av trick pa objektsglas, som sedan
firgas med immunfluorescerande antikroppar mot kryptosporidier och avlidses i mikroskop.
Pa sa sitt kan man avgora om kalven utsondrar kryptosporidier, men det gar inte att bedoma
vilken art man hittat. Detta beror pa att flertalet kryptosporidiearter han nistan identiskt
utseende, oocystorna dr ~4.5-5.5 pm i diameter. C. andersoni &ar den enda art som #r litt att
skilja fran 6vriga arter hos notkreatur da dess oocystor dr ~7.5 x 5 pm.

Syfte
Syftet med denna studie var att visa fordelningen av kryptosporidiearter hos unga kalvar med

diarré samt klargora vilka subtyper av C. parvum och C. bovis som férekommer och ocksa
jamfora patogeniciteten hos de tva arterna. Resultaten anvindas for att bedoma om
diagnostiken for kryptosporidieinfektion hos diarrékalvar behdvde fordjupas for att avgdra en



infektions kliniska relevans. Ett ytterligare syfte var att fa ett underlag for bittre information
och radgivning till veterindrer och djurdgare angaende kryptosporidiers roll for kalvhilsan
och forebyggande atgirder.

Material och metoder

Urval av prover och besdittningar

I studien ingick alla diarréprover som skickades via kalvremissen med forfragan om
kryptosporidier fran 30 mars 2010 till 29 mars 2012. Nir proverna registrerats skickades ett
frageformulidr avseende aktuell diarréproblematik ut till besittningen. Om prover inkom
upprepade ganger fran samma besittning skickades ett nytt frageformuldr om det gatt minst
en manad sedan senaste provtagningen eller om djurdgaren inte besvarat det tidigare
utskickade formuldret. Provtagna kalvars dlder samt data om besittningsstorlek,
besittningstyp (mjolk, kott/diko, kott/férmedlingskalvar) och symptombild registrerades om
detta framgick pa remissen.Proverna bedomdes med avseende pa fiarg och konsistens och
skickades sedan for analys enligt vad som begirts pa remissen. Rutindiagnostik av
kryptosporidier gors vid Enheten for Virologi, Immunologi och Parasitologi (VIP) vid SVA.
Sa mycket som mojligt av varje prov sparades undan for eventuell utokad analys.

Utokad analys inklusive DNA-analyser

Om trick fanns sparad renades och koncentrerades positiva prover genom saltflotation [9].
Direfter fiargades en liten mingd (30 pl) av det renade provet med immunfluorescerande
antikroppar mot kryptosporidier (CryptoCel, Cellabs Australien) pa objektsglas och miangden
oocystor riknades i fluorescensmikroskop. Dirmed kunde utsondringsgraden (oocystor per
gram trick (OPG)) beriknas. Nir kryptosporidier pavisades i renade prover utfordes DNA-
analys. Artbestimning gjordes med PCR och sekvensering av 18S rRNA-genen och
subtypning med PCR och sekvensering av GP60-genen. Av de arter som gar pa notkreatur
kan enbart C. parvum analyseras med GP60-analys, men dven prover som inte innehdll
C. parvum enligt 18S rRNA-analysen kordes i GP60-analys da det darmed ger mojlighet att
detektera blandinfektion med denna art. For att konfirmera monoinfektion respektive
blandinfektion analyserades prover som inneholl C. bovis senare ater for 18S rRNA med en
kompletterande klyvning (RFLP), en metod som gor det mojligt att klargéra om prover
innehaller mer dn en kryptosporideart. Erhallna DNA-sekvenser analyserades och jaimfordes
med sekvenser deponerade i GenBank for artbestimning, subtypsbestimning och
undersokning av eventuella avvikelser/mutationer.

Ovriga patogener och totalprotein

Resultat fran eventuella ytterligare analyser som genomforts vid den aktuella provtagningen
anvindes ocksa, sa att det framgick om de kryptosporidiepositiva kalvarna varit individuellt
positiva for andra patogener (Escherichia coli, Giardia, Eimeria) eller om rotavirus,
coronavirus (BCV) eller salmonella pavisats i besittningen (proverna poolas sa analysen gors
pa besittningsniva). Aven genomsnittliga TP-halter per besittning beriknades om sidana data
fanns tillgidngliga.

Frageformuliir

Frageformuldret var avsett att ge en bedomning av sjukdomsbilden i de besittningar som
ingick i studien. Formuldret inneholl, forutom fragor om besittningsdata (dgare och PPN,
besittningsstorlek, mjolk- eller kottproduktion, KRAV eller inte), fragor avseende kalvarnas
hélsa, t.ex. hur stor andel av kalvarna som drabbades av diarré, genomsnittlig alder nir
sjukdomen bryter ut, symptombild och hur de behandlades. Om ett formulidr besvarats
upprepade ganger jamfordes svaren med varandra. Svaren jamfordes ocksa med den



veterindra bedomningen om en sadan gjorts pa remissen for att fylla ut eventuella
kunskapsluckor.

Statistisk bearbetning

For statistisk bearbetning anvindes Stata 11 (1985-2009 Statacorp LP, College Station,
Texas, USA). Beroende pa de olika variablernas utformning anvindes Xz—test, Fisher’s exact
test eller Mann—Whitney test for att undersoka eventuella samband.

Resultat

Inkluderade prover och besdittningar

Totalt inkom 268 remisser med forfragan om Kkryptosporidier pa 782 trickprover under
studieperioden. Ytterligare 29 trickprover med forfraigan om andra patogener och 125 TP-
prover ingick i dessa remisser. Proverna kom fran 192 olika besittningar och som mest
skickades prover vid sex tillfdllen fran samma besittning. Rutindiagnostiken bedomde 242
(31 %) prover fran 91 (49 %) besittningar som kryptosporidiepositiva. I besittningar som
skickade in prover mer én en gang pavisades oocystor vid ett till tre tillfdllen.

Utokade analyser inklusive DNA-analys

Av de 242 proverna fanns tillrickligt med trick fran 218 prover for att gora utokade analyser.
198 prover fran 82 besittningar bedomdes som positiva efter koncentration och rening.
Resterande 20 prover ridknades/bedomdes? som falskt positiva. Kryptosporidieart kunde
bestammas i 191 av 198 prover. 178 av dessa (93 %) inneholl C. parvum, 6 inneholl C. bovis
och 7 hade blandinfektioner med C. parvum/C. bovis. Subtyp kunde bestimmas pa 171 av de
178 prover didr C. parvum pavisats, samt i fem prover med blandinfektion. Alla prover
inneholl subtyper fran de zoonotiska subtypsfamiljerna (SF) Ila eller IId. Totalt pavisades 27
subtyper, varav 16 bedomdes som nya eftersom de inneholl sekvensskillnader jamfort med
sekvenser som redan fanns i GenBank. Den vanligast férekommande subtypen var
[IaA16G1R1. Med undantag for tre besittningar, dir tva subtyper konstaterades, kunde bara
en subtyp pavisas ndr mer #dn ett prov fran samma besittning analyserades. Vid statistisk
analys ridknades kalvar med blandinfektion med i gruppen C. bovis-infekterade kalvar,
eftersom C. bovis var den dominerande kryptosporidie-arten (den som gett resultat pa 18S
rRNA-sekvensering). Nir analyser avseende subtyper gjordes ridknades de med som
C. parvum, Pa grund av det stora antalet subtyper och fa isolat inom varje subtyp gjordes
analyserna istdllet pa SF-niva.

Alder hade registrerats for 173 av de 198 kryptosporidiepositiva kalvarna. Infektion var
vanligast vid 1-3 veckors alder (Figur 1) och den ildsta infekterade kalven var 90 dagar
gammal.

Specifika resultat fran statistiska tester aterfinns i Tabell 1 nedan. Kalvar infekterade med
C. parvum var signifikant yngre och utsondrade mer oocystor (hogre OPG) idn kalvar
infekterade med C. bovis (Figur 1, Tabell 1). Det var dven en tendens till hogre utsondring
hos kalvar infekterade med SF Ila. Firg och konsistens pa tricken hade registrerats for 197 av
198 kryptosporidiepositiva prover. Gul firg var signifikant associerat med C. parvum-
infektion, men det var ingen konsistensskillnad pa trick fran C. parvum- och C. bovis-
infekterade kalvar. SF II var vanligare i prover med vattentunn konsistens, medan firg pa
tricken var oberoende av SF.
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Figur 1: Alder pa kryptosporidiepositiva kalvar, fordelat pa art

Tabell 1. Karakteristika for provtagna kalvar och trickprov

Variabel Cryptosporidium-positiva
Statistiskt  test
Alla C. parvum C. bovis Okdind art (df)*
Alder, dagar 11;2-75 (n=173) 11; 6-42 (n=154)° 24.5; 14-75 (n=12)° 13; 2-70 (n=7) MW: -5.5%, P < 0.001

median; spann

Oocystor 5.6 x 10%100-11 x 10" 6.8 x 10:’; 100 -11 x 10’ 350,705); 500-5.2 x 10° 50,100; 100-3.2 x 107 MW 4.4% P < 0.001
(OPG) (n=198) (n=178)% (n=13) (n=7) MW 3.7, P < 0.001
median; spann
Triickfiirg, n (% i kolumn)”
Gul 159 (80.7) 147 (83.1)f 7 (53.8)f 5(71.4) F,P<0.05
Annan 38 (19.3) 30 (16.9)" 6 (46.2)f 2(28.6)
Trickkonsistens, n (% i kolumn )°
Vattentunn 97 (49.2) 90 (50.8) 4 (30.8) 3 (42.9) F, P> 0.05
Krimig /16s 100 (50.8) 87 (49.2) 9 (69.2) 4(57.1)
Per C. parvum subtypsfamilj IIa 1Id

Oocystor (OPG) median; spann

Triickfirg, n (% i kolumn )°

Yellow (%)
Other (%)

Triickkonsistens, n (% i kolumn )°

Vattentunn

Kréamig / 16s

8.2 x 10% 100-11 x 10’ (n=136) 5.2 x 10% 500-7.6 x 10 (n=40)

109 (80.7) 35 (87.5)
26 (19.3) 5(12.5)

75 (55.6) 15 (37.5)
60 (44.4) 25 (62.5)

MW 1.9, P =0.06

F, P>0.05

x2=4.0 (1), P>0.05

* df=frihetsgrader, MW=Mann-Whitney test, F=Fisher’s exact test; " Data saknas for ett prov
T Celler med identiska bokstiver skiljer sig signifikant fran varandra enligt det statistiska test som anges i hogra
kolumnen



Andra patogener och totalprotein

Ingen av de sex kalvarna infekterade med C. bovis hade diagnosticerats individuellt med
nagon annan diarrépatogen. En av kalvarna kom dock fran en BCV-positiv besittning. Fem
av kalvarna med C. parvum/C. bovis-infektion var dven infekterade med Eimeria och en med
Giardia. Utover kryptosporidier diagnosticerades en till fyra diarrépatogener i 77 av de 82
kryptosporidieinfekterade besittningarna (Tabell 2).

TP varierade fran 39 till 87 g/L (median 56 g/L) i individuella prov och 46 till 70.5 g/L
(median 56.5 g/L)pa besittningsniva.

Tabell 2. Forekomst av olika diarrépatogener i 82 kryptosporidieinfekterade besittningar med
diarréproblem

Antal kryptosporidier Giardia® E. coli F5+ Rotavirus Eimeria spp. BCV®
besiittningar

82

5 X

1 X X

4 X X

28 X X

10 X X X

3 X X X

20 X X X

8 X X X X

1 X X X X

1 X X X X
1 X X X X X

* Analysen kan inte efterfrigas, men inkluderas automatiskt nir analys for kryptosporidier gors
® Bovint Coronavirus

Frageformuliiret

Frageformuldret hade besvarats for 52 (63.4 %) av de kryptosporidiepositiva besittningarna.
Alla fragor var dock inte besvarade av alla djurdgare. Likasa hade ett antal djurdgare kryssat
for flera alternativ pa en del fragor, vilket gjorde att variablernas virden blev Gverlappande
och de kunde inte analyseras. Alla 52 djurdgare hade angett att diarrésjuka kalvar (variation 1-
100 %) gavs vitskeersittning att dricka, via sond eller via dropp, och i 26 besittningar angavs
att alla diarrésjuka kalvar gavs vitskeersittning. Det var ingen signifikant skillnad i andelen
kalvar som gavs vitskeersittning i besittningar didr enbart C. parvum, enbart C. bovis eller
bade C. parvum och C. bovis pavisats (median 82 % (10-100 %, n = 44); median 100 % (25—
100 %, n = 4) och median 20 % (20-100 %, n = 3); MW= 0.2-0.4, P > 0.05).

Totala andelen klavar som getts vitskeersittning och andelen kalvar som erbjudits
vitskeersittning att dricka skiljde inte mellan SF Ila och SF IId, men det var en tendens att
forcerad vitskeersittning (sond, dropp) var mer vanlig i besittningar med SF IId (median 5 %
(0-100 %, n = 36) vs. median 0 % (0-20%, n = 10); MW= 1.8, P = 0.07).



Diskussion

Det viktigaste fyndet var att C. parvum dr den klart dominerande kryptosporidiearten hos
diarrésjuka kalvar i besittningar med diarréproblematik, vilket stimmer med vad som
rapporterats i utlindska studier [5-7, 10, 11]. Resultaten dr ddremot motsatta de i tidigare
svenska studier [8], ddr C. bovis har dominerat. Har har dock provtagningen riktats mot
diarrésjuka kalvar fran besittningar med diarréproblematik, medan de tidigare studierna i
storre grad representerar den genomsnittliga kalvpopulationen. Resultaten visar ocksa att dven
om kryptosporidieinfekterade kalvar i Sverige generellt inte utgor en stor risk for zoonotisk
overforing, sa utgor infekterade kalvar i diarrébeséttningar en stor risk.

Det faktum att C. parvum-infekterade kalvar var yngre dn C. bovis-infekterade kalvar
indikerar att C. parvum ir den forsta arten som infekterar nyfodda kalvar i besittningar dér
C. parvum finns, alternativt att om infektion med bada arterna sker ungefir samtidigt kommer
C. parvum att dominera. C. parvum var absolut vanligast mellan en och tre veckors alder och
detekterades inte med 18S rRNA-analys efter 42 dagars alder utan forekom dérefter bara som
sekundir art (C. bovis dominerade). Dirfor kan kalvens alder anvindas for att bedoma en
kryptosporidieinfektions kliniska relevans.

Eftersom C. parvum 4r en primirpatogen analyserades inte eventuella saminfektioner med
andra patogener for dessa kalvar, utan bara for de kalvar som var infekterade med C. bovis.
Hoas de sex kalvar som hade C. bovis men inte var saminfekterade med C. parvum pavisades
inte heller nagra andra patogener, vilket liksom i tidigare svenska studier [8] indikerar att
denna art kan vara primirt patogen. Fynden av upp till fyra andra patogener i
kryptosporidieinfekterade besittningar konfirmerar att diarrésjukdom hos kalvar har en
komplex etiologi som behdver betinkas nir diarréproblem utreds.

En kalv anses ha tagit upp tillrdckligt med antikroppar fran ramjolken om TP &r minst 55 g/L
[12]. Vara resultat indikerar ddrmed att ramjolksrutiner kan vara en del av diarréproblematik
hos kalvar, eftersom hilften av beséttningarna hamnade under detta virde nér ett genomsnitt
riaknades ut.

Maingden oocystor i ett prov paverkas av ndr under infektionens forlopp provet tagits, och
individuella prover utgor dédrfor en osdker killa till hur patogen en art dr. Nér ett stort antal
prover analyseras tillsammans dr det dock léttare att gora en bedomning [13]. C. parvum-
prover inneholl hogre oocystnivaer dn C. bovis-prover, vilket understryker att den forra arten
har en hogre patogenicitet dn den senare. Den gula trickfirg som var associerad med
C. parvum-infektion kan spegla den tid nir kalven dr infekterad, dvs. nidr mjolk &r den
dominerande fodan, eftersom firgen dndras nir proportionen grovfoder och kraftfoder okar.
Gul trickférg har dven tidigare associerats med kryptosporidieinfektion [14].

Det finns ett stort antal C. parvum-subtyper. Dessa bestims av skillnader i GP60-genen och
nya rapporteras frekvent. I den hir studien identifierades 27 subtyper, varav 16 inte har
rapporterats tidigare. Med tre undantag identifierades bara en subtyp per undersokt besittning,
vilket indikerar ett stabilt klonalt monster i C. parvum-populationen. Detta innebér att smitta
mellan besittningar, med blandning av subtyper, inte verkar forekomma i stor utstrickning.
Detta monster har tidigare identifierats i regioner med slutna besittningar [11, 15-17]. 1
omraden med frekvent flytt av djur mellan besittningar ses vanligen ett mindre antal subtyper,
men flera subtyper per besittning [7, 15, 18]. En av besittningarna med tva subtyper var en
formedlingsbesittning, och resultatet dr darfor inte forvanande. Den Okande storleken pa
mjolkbesittningar i Sverige innebér sannolikt en okad forflyttning av djur, vilket kan komma
att paverka subtyps-monstret.



Den hogre forekomsten av SF Ila (136 prover jmf 40 prover for IId, Tabell 1) kan indikera
hogre patogenicitet eller helt enkelt en bittre anpassning till virddjuret. SF Ila har dominerat i
ett antal studier fran olika delar av virlden [7, 8, 11, 15, 16, 18-22]. Skillnad i patogenicitet
har rapporterats for C. hominis, dar SF Id men inte Ia, Ie eller If var associerad med diarré
[23]. I denna studie var SF Ila signifikant associerad med vattentunn diarré jamfort med SF
I1d, och det var en tendens mot hogre oocystnivaer hos kalvar med SF Ila.

Proverna med blandinfektion skulle ha kunnat riknas som en egen grupp vid den statistiska
analysen, men placerades i C. bovis-gruppen av tre orsaker: 1) C. bovis var den dominerande
arten enligt 18S rRNA-analysen. 2) Eftersom det inte RFLP inte anvindes for prover som gav
utslag for C. parvum primirt dr det okdnt om C. bovis fanns i mindre méngd i nagra av de
proven, och denna grupp kan ocksa innehalla prover med blandinfektion. 3) En analys av
alder och utsondringsnivaer jamstillde dessa prov med de som hade ren C. bovis-infektion.

Saltflotationsmetoden mojliggor detektion av infektion redan vid utsondringsnivaer pa 50-100
OPG [9]. Metoden ér kinsligare dn mikroskopi pa fiargade direktutstryk, vilket gjorde det
mojligt att salla bort eventuella falska positiva prover (dven annat, ex pollen, kan fluorescera,
och da ar det littare att missbedoma ett direktutstryk). I rutindiagnostiken utfors analysen av
ett flertal personer, medan oocystrikningen pa de renade proverna i denna studie utforts av en
och samma person, vilket ger ett mer konsekvent resultat. Kiansligheten pa rutindiagnostikens
metod med direktutstryk och infargning dr inte faststilld men vara resultat visar att den &r
mindre kénslig dn var koncentrationsmetod och att det finns risk for falskt positiva prover.
Rutindiagnostiken dr dock tillrickligt kinslig for att bedoma kliniskt relevanta prover. De
prover som ansags som negativa av rutindiagnostiken analyserades inte vidare eftersom
rutindiagnostiken dr fullt tillrdcklig for att upptidcka kliniskt relevanta prover, medan
saltflotationen @ven kan plocka upp subkliniska infektioner, vilket vi inte var intresserade av.

Slutsatser

C. parvum @r den dominerande kryptosporidiearten pa kalvar med diarré i besittningar med
diarréproblematik, vilket star i skarp kontrast till kryptosporidieinfektioner pa kalvar i
allménhet i Sverige. Dérfor behover artbestimning inte inkluderas i rutindiagnostiken for att
vi ska kunna bedoma den kliniska relevansen av en kryptosporidieinfektion hos en diarrésjuk
kalv.

Dominansen av C. parvum, sérskilt i perioden ndr klinisk kryptosporidios #r vanligast
forekommande och hogre OPG stodjer att denna art dr mer patogen én C. bovis. Den mojliga
patogena potentialen hos C. bovis ér dock vird vidare utredning. Hogsta alder for nir analys
av kryptosporidier hos diarrékalvar dr vird att gora kan minskas fran tvd manader till sex
veckor.

Zoonosrisken vid kontakt med kryptosporidieinfekterade kalvar i besittningar med
diarréproblematik &r stor, men risken giller minniskor som inte rutinméssigt hanterar kalvar.

Eftersom C. parvum #r den art som framfor allt orsakar problem behover inte hénsyn till
eventuella olika symtom eller smittorisk for olika arter bedomas vid radgivning. Att
aldersspannet for nir infektionen &r viktig verifierats for svenska kalvar ger ocksa
veterindrerna ett bittre redskap for klinisk bedomning utifran kalvens alder.
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