Slutrapport

Riskfaktorer for smittspridning av RS- och coronavirusinfektioner mellan
mjolkkobesittningar, inverkan pa djurhiilsa och produktion och méjligheter till
profylax (ar 3 och 4).

Bakgrund

Varje ar drabbas ett stort antal svenska notbeséttningar av infektioner med bovint coronavirus
(BCV) och bovint respiratoriskt syncytialt virus (BRSV). BCV ger upphov till diarré hos
kalvar och vuxna djur, sa kallad vinterdysenteri, och kan dven orsaka varierande grad av
respiratoriska symtom (Saif, 2010, Clark, 1993, Alenius et al., 1991). En nedgang i
mjolkproduktionen har observerats i samband med BCV infektion, bade i experimentella
studier (Travén et al., 2001) och i filt (Travén et al., 1999). En infektion med BRSV ger hog
feber och luftvigssjukdom och det hinder att djuren dor i akut lunginflammation (Elvander,
1996, Valarcher and Taylor, 2007). Det dr vanligt att dabbade djur behandlas med antibiotika
da respiratoriska virusinfektioner ofta leder till sekundira bakteriella lunginflammationer
(Babiuk et al., 1988) . I Danmark klassas BRSV som det allvarligaste vilfardsproblemet for
kalvar i den specialiserade kottindustrin och dr av stor ekonomisk betydelse da den associeras
med hog kalvdodlighet (15-20%) och hog antibiotikaférbrukning (Larsen et al., 2010). Nagra
bevisat sikra och effektiva vacciner mot dessa virusinfektioner finns for nérvarande inte
tillgédngliga (Saif, 2010, Larsen et al., 2001, Larsen et al., 2010).

Rapporter visar att BCV och BRSV ir spridda 6ver hela virlden (Clark, 1993, Valarcher and
Taylor, 2007). I en nationell studie av tankmjolk i England och Wales var forekomsten av
antikroppar mot BCV och BRSV 100 % (Paton et al., 1998). Motsvarande studier i Sverige
har visat en forekomst pa 70-100% for BCV och 41-89% for BRSV, med ldgre forekomst i
norra Sverige (Elvander, 1996, Travén et al., 1999). BCV och BRSV ir smittsamma
infektioner och oftast infekteras alla mottagliga djur 1 besittningen (Hégglund et al., 2006,
Bidokhti et al., 2009). Efter en infektion bildas antikroppar som dr métbara under lang tid
medan maternala antikroppar kvarstar i cirka 5 till 6 manader (Baker, 1997, Kimman et al.,
1987, Alenius et al., 1991, Heckert et al., 1991). Studier pa humant RS virus visar att det dr
mycket kénsligt for avdodning, vanlig handtvitt var mycket effektivt for att stoppa
smittspridningen, och att viruset det inte 6verlever nagon ldngre tid utanfér ménniskan (Hall,
1982, Hall, 2000, Contreras et al., 1999).

En vanlig uppfattning bland djurdgare och aktorer i filt dr att det inte gar att forhindra
smittspridning mellan beséttningar, och dven att det dr bra med upprepade infektioner for att
uppritthélla djurens immunitet. Observationer visar dock att det finns mjolkbesittningar som
tack vare bra smittskyddsrutiner och en medveten hallning har hallit sig fria fran BCV och
BRSV infektioner i aratal. Da dessa virusinfektioner bidrar till en 6kad sjuklighet och
sekundira bakteriella infektioner som behandlas med antibiotika &r det angeldget att
undersoka om de kan forebyggas pa ett praktiskt genomforbart sétt. Det 6vergripande syftet
med detta forskningsprojektprojekt var att fa 6kade epidemiologiska kunskaper om BCV och
BRSV i svenska mjolkbesittningar. Projektet resulterade i fem delstudier dir paverkan pa
djurhélsan och produktion, smittspridning, infektionsdynamik, tankmjolk som diagnostiskt
verktyg undersoktes och molekylédrgenetiska studier har genomforts av virus som pavisat vid
utbrott av infektioner med BCV och BRSV. Forskningsprojektet har varit mycket
framgangsrikt och resultaten av de studier som genomforts visar att det gar att halla
besittningar pa regional niva helt fria fran BRSV. I vart grannland Norge jobbas det nu aktivt
pa att infora ett nationellt kontrollprogram mot BRSV (Osterés O, personligt meddelande)



grundat pa erfarenheterna av den forskning om BRSV som genomforts i Sverige och Norge
de senaste aren. Var forhoppning ér att ett frivilligt kontrollprogram i Sverige pa regional niva
kan startas inom en snar framtid.

Material och metoder

Vi inkluderade besittningar fran Halland, Gotland, Jdmtland och Visterbotten, cirka 20 fran
varje omrade, besittningar frin Kalmar, Oland och tvd omraden i Uppland, cirka 50 frin varje
omrade, motsvarande majoriteten av de befintliga mjolkbesittningarna inom ett begréinsat
omrade och slutligen 20 besittningar spridda 6ver landet med mer dn 180 kor och som den
lokala veterindren ansag vara i frontlinjen vad det giller skotsel och kunskap (figur 1).

Figur 1. Geografisk placering av deltagande besittningar.
H = Halland, K = Kalmar, O = Oland, G = Gotland,
U = Uppland, J = Jamtland V = Visterbotten

Samlingsprover pa mjolk fran fem forstakalvare och tankmjolksprover inhdmtades fore och
efter stallsdsongen under tre ars tid (2006-2009). Proverna analyseras pa forekomsten av
antikroppar mot BCV och BRSV med en kommersiell indirekt ELISA (Svanova biotech;
Alenius et al., 1991, Elvander et al., 1995). Den optiska densiteten (OD) vid 450 mm
korrigerades genom subtraktion av negativ kontroll OD. For att korrigera for dag-till-dag
variationer riknades procent positivitet (PP) ut; (korrigerad OD/positiv kontroll korrigerad
OD) x 100. Grinsen for negativt prov sattes till PP < 20 for samlingsprover fran forstakalvare
och PP < 5 {or tankmjolk.

Efter varje provtagning fick djuridgarna ta del besittningens antikroppsstatus (negativ/positiv)
tillsammans med smittskyddsrad. I informationen till djurdgarna samt i alla delstudier
baserades besittningarnas antikroppsstatus pa samlingsprovet av forstakalvare.
Tankmjolksproverna anvéndes for att utvirdera dess diagnostiska anvindning jamfort med
samlingsprover pa forstakalvare. I samband med varprovtagningen 2007 fyllde djurdgarna i
alla deltagande besittningar i en enkédt om smittskyddsrutiner och beséttningskaraktiristika.
Varen 2007 och varen 2008 svarade djurigarna i Uppland dven pa en enkit angdende



eventuella utbrott av hosta och/eller diarré under den gangna vintersasongen. For de
upplidndska besittningarna inhdmtades djursjukdata fran kokontrollen (Svensk Mjolk;
Emanuelson, 1988) pa besittningsniva fran 1 september 2006 till 31 augusti 2007 och pa
individniva fran 1 september 2006 till 31 april 2008. Geografiska koordinater pa alla
deltagande besittningar inhdmtades fran Statens Jordbruksverk september 2006.

I de molekyldr epidemiologiska studierna sekvenserades S-genen fran bovint coronavirus fran
utbrott i 23 mjolkkobesittningar fran olika delar av landet (Bidokhti et al, 2012 a). Vid
studierna av BRSV sekvenserades G-genen fran virus pavisat i 19 mjolkkobesittningar
(Bidokhti et al, 2012 b).

Resultat

Hdlsoparametrar och mjolkavkastning

I den forsta delstudien undersoktes eventuella samband mellan antikroppsstatus f6r
BCV/BRSYV och hilso- och reproduktions parametrar pa beséttningsniva (Ohlson et al.,
2010a). I studien deltog 79 beséttningar beldgna i Uppland. Tio besittningar var
antikroppsnegativa mot bade BCV och BRSV, dessa jamfordes med 69 besittningar som var
positiva mot BCV och/eller BRSV. Besittningsstorleken (median) var for de negativa
besittningarna 57 kor och for de positiva 43 kor. Data analyserades ett ar retrospektivt fran
provtagningstillfillet. Vi fann att de fria gardarna hade ldgre celltal i tankmjolken, med
statistisk signifikans (median 163 000 celler/mL och 218 000 celler/mL; p<0,001) mitt Sver
ett ar. De fria besittningarna 1ag konsekvent bittre till pa alla analyserade hélso- och
reproduktionsparametrar, jamfort med de antikroppspositiva beséttningarna, men skillnaden
var inte tillrackligt stor for att vara statistiskt siker (tabell 1). De statistiska modellerna
korrigerade for biologiskt relevanta parametrar sasom ras, besittningsstorlek, typ av artificiell
insemination (Al; egen semin eller externa semindrer) och mjolkproduktion.

Tabell 1. Median och inter-kvartil rickvidd (IKR) pa hilso och produktionsparametrar for
besittningar som var antikroppsnegativa mot bade bovint coronavirus (BCV) och bovint respiratoriskt
syncytialt virus (BRSV), och besittningar som var antikroppspositiva mot BRSV och/eller BCV,
baserat pa 12-manaders data fran kokontrollen 2006.

Negativa (n = 10) Positiva (n = 69)
Median IKR Median IKR

Besittningsstorlek 57 40 - 75 43 32-62
Mjolkavkastning 9013 8640 - 9982 8964 88315 - 8759
(kg/koar)
Tankmjolk celltal' 163 140 - 187 218 164 - 283
(1000 celler/ml)
Kalvningsintervall 390 381 -413 402 387 - 415
Kalvning till forsta AI* 84 76 - 98 91 80 - 104
Antal AT” per serie 1.7 1.5-23 1.8 1.6-2
Kalvdodlighet’ 0-24 h 0.040 0.033 - 0.052 0.047 0.028 - 0.093
Utslagning’ 0.26 0.23-0.39 0.36 0.26 - 0.42
Juverhilsoklass® > 6 1.3 097-1.4 1.7 1.2-23

'Geometriskt medelvirde for 12 manatliga mitningar, ***Signifikant skillnad (p < 0.001) enligt
analys i en linjér regressionsmodell korrigerat for besittningstorlek, ras och mjolkavkastning.
*Al = artificiell insemination

? Ettérs incidens



I den andra delstudien analyserades data pa individniva, gillande mjolkavkastning, celltal,
reproduktionsparametrar och mortalitet hos ungdjur (Beaudeau et al., 2010). I studien
inkluderandes 65 uppldndska mjolkgardar som foljdes dver tva vintersdasonger (2006/2007
och 2007/2008). Jamforelsen baserades pa fordindringar i antikroppsstatus mellan host och var
for BCV och BRSV, kliniska symtom med diarré och/eller hosta och en kombination av
antikroppsstatus och kliniska symtom. I studien ingick 65 beséttningar vilket gav 36 184
testdagar fran 2716 kor. Kor fran besittningar som konverterade fran antikroppsnegativ till
positiv for BRSV hade en signifikant ldgre mjolkproduktion jamfort med antikroppsnegativa
gérdar (-0,57 kg per dag och ko miitt 6ver en 7-ménaders period, p<0,05). Aven i besittningar
ddr djurdgaren noterat kliniska symptom pa BRSV infektion hade korna en signifikant ligre
mjolkproduktion (-0,91 kg/dag och ko dver en 7-manaders period, p<0,05) och i besittningar
som serokonverterat i kombination med kliniska symtom hade korna hogre celltal i mjolken
jamfort med kor i beséttningar utan rapporterade symptom (+18 000 celler/mL hogre i snitt
vid varje métning 6ver en 7-manaders period, p <0,05). De statistiska modellerna
korrigerades for laktationsmanad, laktationsnummer, ras och sdsong samt for eventuell
klustereffekt av besittningstillhdrighet.

Smittspridning mellan besdttningar

I studie 1 anvidnde 88 % av de BCV negativa besittningarna externa semindrer istéllet for
egen semin, detta var en signifikant hogre andel jamfort med 61 % av de BCV positiva
besittningarna (p<0,01;(Ohlson et al., 2010a). Antikroppsnegativa gardar lag geografiskt nira
antikroppspositiva, bade for BCV och for BRSV (figur 2).

I den tredje studien identifierades riskfaktorer for BCV och BRSV introduktion, genom att
jamfora smittskyddsrutiner och besittningskaraktéristika mellan antikroppsnegativa och
antikroppspositiva besittningar (Ohlson et al., 2010b). Svarsfrekvensen pa enkiten var 92 %,
vilket resulterade i 257 deltagande besittningar. Att tillhandahalla stovlar for besokare och
alltid anvénda dessa var en signifikant skyddande faktor for BRSV (p<0,01; OR 0,67; 95%
konfidensintervall (KI) 0,51-0,89) och en borderline signifikant skyddande faktor f6r BCV
(p=0,073; OR 0,76; 95% KI 0,56-1,03). Statistiska modellerna korrigerades for
besittningsstorlek och region. Vi undersokte dven den geografiska spridningen BCV
respektive BRSV genom spatial analys och fann att smittade gardar inte bildade kluster
jamfort med negativa gardar.

Figur 2. Geografisk placering av
besittningar uppdelade efter
antikroppsstatus mot bovint
coronavirus (BCV) och bovint
respiratoriskt syncytialt virus
(BRSV).

Stjarna = BCV negativ och BRSV
negativ, fyrkant = BCV positiv och
BRSV negativ, cirkel = BCV negativ
och BRSV positiv, triangel = BCV
positiv och BRSV positiv.




Infektionsdynamik

I den fjdrde studien foljdes infektionsdynamiken under en tre ar i fyra geografiska omraden;
Gotland, Halland, Jimtland och Visterbotten (Ohlson et al., 2012). I Halland och pa Gotland
var det kontinuerligt en hog andel gardar som var antikroppspositiva (85-100%), medan det i
norr varierade; for BCV 38-80% och BRSV 0-80% (figur 2). Bland de jamtldndska
besittningarna sjonk forekomsten av antikroppar mot BRSV under studieperioden och alla
ingaende besittningar bedomdes vara fria fran cirkulerande BRSV vid sista provtagningen
varen 2009.
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Figur 3. Andelen antikroppspositiva besittningar for (a) bovint coronavirus och (b) bovint
respiratoriskt syncytialt virus i de undersékta omradena. X-axeln visar provtagningsomgang, fore och
efter stallsdsong i 3 ar fran hosten 2006 till varen 2009.

Utviirdering av tankmjolk som diagnostiskt verktyg

I den fjiarde studien utvirderades det diagnostiska anvdndningen av tankmjolksprover jamfort
med samlingsprov fran forstakalvare (Ohlson et al, 2012). Totalt 432 tankmjolksprover med
tillhorande samlingsprov fran forstakalvare ingick i analysen. Median PP i tankmjolken var
signifikant ldgre for de som hade atféljande negativt prov fran forstakalvarna jamfort med de
som hade atf6ljande positiva prov (p<0,001). Alla antikroppsnegativa tankmjolsprover hade
dven negativt resultat pa forstakalvare, och dven alla tankmjolksprover med ett PP<30 hade
negativa forstakalvare. Majoriteten av de negativa samlingsproverna hade positiv dock ett



tankmjolksprov. Figur 4 askadliggor antikroppsnivan pa forstakalvarna mot antikroppsnivan i

tankmjolken.
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Figur 4. Antikroppsniva miitt i procent positivitet (PP) for (a) bovint coronavirus och (b) bovint
respiratoriskt syncytialt virus; X-axeln visar PP-virdet pa samlingsprov fran fem forstakalvare och Y-
axeln visar PP-virdet pa det korresponderande tankmjolksprovet. Vertikal streckad linje visar grinsen
for negativa samlingsprov (PP < 20) och streckade horisontell linje visar grinsen for negativa
tankmjolsprover (PP<5).

Molekyldrepidemiologiska studier av BCV och BRSV

Molekylirepidemiologiska studier pA BCV och BRSV har tidigare visat att virus isolerade
fran samma utbrott var identiska medan de skiljde sig at mellan olika utbrott i tid och rum
(Larsen et al., 2000, Liu et al., 2006). Resultaten tolkades som att det sker en nyintroduktion
av virus i besittningen vid utbrott snarare dn forekomst av latens och subkliniska bérare.
Dessa resultat bekriftades i de tva molekyldrepdiemiologiska studier som har utforts inom
projektets ram, for bade BCV och BRSV (Bidokhti et al., 2012a och Bidokhti et al.,2012b).
Vi har dven 6vertygande visat att bada dessa virusinfektioner cirkulerar i
notkreatuspopulationen aret runt och de svenska stammarna av bade BRSV och BCV ir
genetiskt sinsemellan mycket genetiskt lika, vilket mefor att det genom sekvensering &r
mojligt att upptidcka om virus fran importerade djur skull introduceras till en svensk
besittning.

Diskussion

De genomforda studierna i detta forskningsprojekt visar att bade infektioner med BRSV och
BCV ir vanligt forekommande och varje ar infekterar ett stort antal mjolkkobesittningar med
atfoljande negativa effekter pa djurhilsa och produktion. Projektet visar dven att smittskydd dr
en viktig komponent for att undvika infektion med BCV och BRSV. Att tillhandahalla stovlar
for besokare som alltid anvénds var den enda faktor av de som analyserades i studie tre som
var associerad med antikroppsstatus och vi anser att den speglar en hog niva av smittskydd.
Sambandet mellan anvindande av externa semindrer istillet for egen semin och BCV
negativa besittningar i den forsta delstudien var dérfor ett motsiagelsefullt fynd da besokare
inte kan riknas som en skyddande faktor mot smittspridning. Detta indikerar att semindrerna i
upplandsomradet hade ett fungerande smittskydd under perioden som studerades. Resultatet
kan ocksa spegla att de besittningar som anvinder sig av professionella semindrer dr mer
noggranna med sina skotselrutiner, och da sannolikt dven sina smittskyddsrutiner. Fyndet
visar att det dr mojligt att halla sig fri fran BCV infektion trots regelbundna besok i
besittningen. Att smittade gardar inte bildade kluster jamfort med negativa gardar i studie tre



indikerar att luftburen och lokal (t ex via gnagare) smittspridning inte &r av den viktigaste
vigen for 6verforing av BCV och BRSV mellan gardar, utan att indirekta smittvigar sa som
besokare och redskap troligen ér av storre betydelse. Ett mycket viktigt resultat av projektet &r
det fran den fjarde delstudien, dir forekomsten av antikroppar mot BRSV i Jamtland sjonk
under studieperioden och omradet bedomdes vara fritt fran cirkulerande BRSV vid sista
provtagningen varen 2009

Baserat vara resultat dr vi 6vertygade om att det pa ett kostnadseffektivt och praktiskt
genomforbart sitt, genom ett 6kat smittskydd, gar organisera ett frivilligt kontrollprogram mot
BRSV, och dven mot BCV. Norra Sverige &r lampligt for en start av ett sadant program pa
grund av det fordelaktiga smittoldaget. Besittningarna i Jimtland har pa nytt analyserats pa
forekomst av antikroppar mot BRSV under varen 2010 och 2012 och resultatet visar att de
fortfarande dr fria fran BRSV och en majoritet dven fria frain BCV. Detta dr mycket
uppmuntrande och visar att det gar att fa en majoritet av mjolkkobeséttningar i en region helt
fria fran BRSV.

Vara resultat visar att 6vervakningen kan till en borjan ske genom analys av antikroppar i
samlingsprover av mjolk fran forstakalvare for att sedan 6verga till tankmjolksprover. Fall av
nysmitta kan snabbt upptickas och konfirmeras genom provtagning av akut sjuka djur ‘med
PCR och atgirder vidtas for att forhindra ytterligare smittspridning. Genom sekvensering av
pavisat virus kan viktig information fas om smittans ursprung. Vi tror att vetskapen om
besittningens antikroppsstatus tillsammans med information om infektionerna kommer leda
till ett 6kat intresse for smittskydd och en 6kad mottaglighet for nya rutiner hos alla aktorer.
For att fa ut nya rekommendationer baserat pa forskningsstudier maste det finnas en strategi
for kommunikation mellan forskare och djurégare, veterindrer och andra aktorer. Darfor bor
djurdgare och personer verksamma i filtet vara med och utforma de nya rutinerna.

For att fa uthallig djurhallning maste smittskyddet skérpas i svenska besittningar. Trots att
smittskyddsrutiner har retkommenderats i manga ar ar de fortfarande otillrickliga i manga
besittningar enligt en nyligen publicerad studie (N6remark et al., 2010). Vi &r dvertygade om
att ett frivilligt kontrollprogram mot BRSV skulle medfora ett avsevirt forbattrat smittskydd
generellt i svenska notkreatursbesittningar. Ett stirkt smittskydd skulle inte bara forhindra
spridningen av BCV och BRSV utan ocksa minska spridningen av andra smittdmnen. En
minskad frekvens av BCV och BRSV infektioner skulle forbittra djurvélfarden, vara
ekonomiskt viktigt for djurdgaren och minska anvéndningen av antibiotika.
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