Slutrapport S0730324

Riskfaktorer for forekomst av E.coli O157: H7 (EHEC) i mjélkko-
besattningar samt maéjligheter till ett organiserat bekampande, ar 1 och 2.

Bakgrund

Blodig diarré hos manniskor orsakad av toxinproducerande Escherichia coli (EHEC) kan leda
till allvarliga komplikationer som hemolytisk anemi och njursvikt (hemolytiskt uremiskt
syndrom, HUS), hjarnskador och dddsfall. Nétkreatur ar den viktigaste reservoaren for
bakterien och kan vara smittbarare utan att visa nagra som helst sjukdomssymtom. Nar
EHEC-bakterier patraffas hos djur kallas de istallet VTEC (verotoxinproducerande E. coli)
Sedan 1996 fram till 2011 har 46 gardar med i forsta hand notkreatur infekterade med VTEC
0157 visats ha direkt samband med intraffade humanfall.

Det forekommer dven andra serotyper av VTEC som kan smitta fran nétkreatur och orsaka
sjukdom hos manniska, t.ex. 026 och O121. Dessa serotyper har dock bara i enstaka fall
kunnat knytas till kontakt med nétkreatur och inte orsakat nagra storre utbrott i Sverige

Vid ett EHEC utbrott 2002 i Skane, dar smittkéllan var fermenterad korv, smittades 28
personer varav 9 (32 %) fick HUS och kravde intensivvard. Under 2005 rapporterades ett
storre utbrott med 135 fall dar smittk&llan var sallad. Det utbrottet drabbade framforallt vuxna
personer och 11 personer (8 %) utvecklade HUS. Bada dessa EHEC utbrott orsakades av den
sa kallade Hallandstypen av O157:H7, som ar den bakteriestam som orsakat flest fall av
allvarlig sjukdom hos manniskor som smittats i Sverige.

I Halland har ca 20 % av notkreatursbesattningarna berdknats vara infekterade med VTEC
0157. Det har uppskattats att ca 25 % av de infekterade beséttningarna &r infekterade med
den sa kallade Hallandstypen. Det &r ocksa inom den regionen som under alla ar flest
humanfall diagnostiserats. Norr om Dalalven &r prevalensen hos notkreatur mycket lag.
Relativt fa vélkontrollerade studier har genomforts for att forsoka kartlagga olika riskfaktorer
for att enskilda nétkreatur eller beséttningar ar infekterade med VTEC O157. Majoriteten av
de epidemiologiska studier som genomforts ror studier av den specialiserade
kottdjursproduktionen i Nordamerika och har liten relevans under svenska eller nordiska
forhallanden. Molekylara typningsmetoder har under de senaste aren anvants vid SVA med
stor framgang for att 6ka kunskapen om VTEC 0157:H7 i Sverige. | dag gors molekylar
smittsparning med hjalp av s.k. MLV A-teknik och man anvander markérer for hypervirulens
(s.k. klad 8 typning) for att klassificera fynd av VTEC O157 i grupper med olika patogenitet.
Dessa resultat jamfors med motsvarande analyser gjorda pa stammar av VTEC O157:H7 hos
sjuka ménniskor i samarbete med Smittskyddsinstitutet.

Den sa kallade "Hallandstypen” av VTEC 0157:H7 tillhor klad 8 och ar mycket lik en stam
som orsakat omfattande utbrott av EHEC hos ménniskor i USA med hdg sjuklighet och dven
dddsfall.



Utan att ha en grundldggande kunskap om epidemiologin rérande VTEC O157:H7
infektionen i svenska mjolkkobesattningar, kan inte adekvata och valavvagda atgarder vidtas
for att sanera infekterade besattningar och forhindra att fria besattningar nyinfekteras. Detta
fyraariga forskningsprojekt avser att skaffa sadan kunskap. I denna slutrapport redogors for de
forsta tva aren av forskningsprojektet.

Material och metoder
Bakteriologiska analyser

Miljo prover och individuella trackprover har analyseras med SVA’s ackrediterade
rutinmetod for diagnostik av VTEC O157. Proverna anrikas i selektiv anrikningsbuljong
(mTSB med novobiocin, 41,5° i 18-24 timmar). Dérefter sker en specifik anrikning med
paramagnetiska kulor via s.k. immunomagnetisk separation (IMS) varefter de paramagnetiska
kulorna sas ut pa selektiva agarplattor (CT SMAC). Plattorna inkuberas i 37°C i 18-24 timmar
och granskas sedan for vaxt av misstankta VTEC O157 kolonier. Missténkta bakteriekolonier
konfirmeras vidare med agglutinering, biokemiska testar och PCR teknik.

Molekylarbiologiska tekniker som anvants i projektet

PCR-teknik anvands for att undersoka om E. coli-bakterier som har odlats fram pa agarplattor
har gener som kodar for sjukdomsframkallande egenskaper som verotoxin (vtx1 ,vix2 )
intimin (eaeA) och enterohemolysin (EHEC-HIy). Vi anvander har en multiplex PCR-metod
som forutom att analysera for dessa fyra gener ocksa inkluderar PCR for H7, som &r en klonal
markor for VTEC O157:H7 (den serotyp som rdknas som mest humanpatogen). VTEC
0157:H7 kan vidare indelas i undergrupper, bla genom fagtypning och pulsfalt-gel
elektrofores (PFGE). Den s.k. Hallandstypen kannetecknas av att den &r av fagtyp 4, bar pa
tva olika vtx2 gener och grupperar tillsammans vid fingerprinting med PFGE.

MLVA-teknik (Multiple loci variable number tandem repeat analysis) ar en ny metod som
bygger pa skillnader i antal upprepade DNA-sekvenser hos utvalda och vél karakteriserade
omraden i bakteriens DNA. Varje omrade amplifieras med hjalp av PCR teknik och storleken
bestams. Utifran denna storlekshestamning kan antalet upprepade DNA-sekvenser hos den
analyserade stammen beréknas. Resultatet blir en sorts kod for den analyserade bakterien,
som sedan kan jamfoéras med andra bakteriers koder, och som latt kan jamféras med
referensdatabaser, vilket inte &r lika enkelt med PFGE-metoden som tidigare anvandes for

typning.

En annan metod for att karakterisera isolat av bakterier ar s.k. SNP typning (Single nucleotide
polymorphism). Har jdmfor man enstaka basskillnader i férvalda DNA sekvenser. For VTEC
0157 anvander man metoden for att dela upp isolerade stammar i olika s.k. klader, och genom
att jamfora de olika kladerna mot hur svar sjukdom som utvecklats hos manniskor som
smittats, har man identifierat vissa mer patogena klader. | Sverige har det hittills hittats en
sadan mer patogen klad, klad 8, i Sverige &ven kallad "Hallandstypen” (se ovan). Alla
positiva isolat av VTEC 0157 fran undersokningar utforda i mjolkkobesattningar i detta



forskningsprojekt har analyserats eller kommer att analyseras med MLV A-teknik och &ven
klad-typas.

Miljéprover

Tre typer av miljoprover har utvarderats i detta forskningsprojekt och jamférts med analys av
trackprover fran alla individuella djur i totalt 31 mjolkkobeséttningar.

1. Sockprov: Varje sockprov bestar av 2 tubgasbitar som tras 6ver stovlarna. Darefter har
provtagningen utforts genom att ga runt i alla omraden i stallavdelningen (boxar/
djupstrobadd/ spaltgolv etc.) dér djuren vistas for att fa ett sa representativt miljoprov som
mojligt.

2. Samlingsprov fran track: Farsk track fran golvet/strébadden pa minst 10 olika
”plockstallen” har samlats till ett prov. Handskar har bytts mellan varje prov.

3. Dammprov: Kompresser fuktade med PBS buffert har anvénts for att torka damm som legat
pa stallinredningen dar djuren vistats.

Dataanalys

Samband mellan potentiella riskfaktorer och prevalens/incidens av VTEC O157 har skattats
med "generalized linear (mixed) models” med olika link functions” beroende pa
svarsvariablernas fordelning. GIS har anvéants for att beskriva och analysera geografiska och
tidsmassiga smittspridningsmonster. De i studien ingaende besattningarnas livdjursinkop har
inhamtats fran Jordbruksverkets databas CDB. Overensstammelse mellan milj6- och
individprover har skattats med etablerade epidemiologiska metoder som anvands for
utvardering av diagnostiska tester.

Resultat
Forekomst av VTEC 0157 infektioner bland mjolkkobeséattningar i Halland: en langtidsstudie

I en inledande studie undersoktes sammanlagt 98 mjokkobeséattningar i tva regioner i Halland
med strategisk miljoprovtagning bestaende av s.k. sockprover fran golvytor, samlingsprover
av godsel och dammprover. All provtagning gjordes bland kalvar/ungdjur fran 6v till 12
manaders alder, den aldersgrupp som visat hogst infektionsfrekvens i flera andra studier.
Totalt hittades 8 beséttningar positiva for VTEC O157/H7 vid den forsta
provtagningsomgangen varen 2008. Av de 8 positiva gardarna var 3 positiva betraffande
"Hallandstypen”. De 8 positiva gardarna och 12 slumpmassigt utvalda tidigare negativa
besattningar undersoktes pa nytt hosten 2008 med miljoprover samt dven provtagning fran
individuella djur for att utvardera tillforlitligheten av diagnostik baserad pa miljoprover. Av
de 8 tidigare positiva gardarna var 5 gardar fortfarande positiva for VTEC 0157:H7 vid den
andra provtagningen. Fyra av de 12 tidigare negativa gardarna var i den andra provtagningen
positiva. Individuellt positiva djur hittades bara i besattningar dar nagot miljoprov var positivt
(1). Dessa 98 mjolkkobeséattningar i Halland undersoktes dven varen 2009 med miljoprover.



VTEC 0157:H7 pavisades da i 14 besattningar, varav 10 var nyinfekterade (2, 6). Samtliga i
studien ingdende mjolkkobesattningar undersoktes pa nytt med miljoprover under varen 2010.
Alla stammarna av VTEC 0157 har analyserats med sa kallad MLV A-teknik och dven typats
med SNP teknik for att konstatera hur stor andel av de pavisade stammarna som tillhér den sa
kallade hypervirulenta klad 8. Samtliga undersokta gardar har dven lagts in pa karta med GIS
teknik och alla djurink6p som gjorts till besattningarna under studieperioden har inhdmtats via
CDB. De resultat som erhallits & mycket intressanta och finns nu som ett manuskript under
bearbetning (3).

Undersokningen visar att beséttningarna i de tva undersokta regionerna i Halland skiljer sig at
avseende flera undersokta parametrar. | en av de undersokta regionerna (region T) fann vi att
en majoritet (10 av 12) av de klad 8 positiva besattningarna lag inom ett mycket begransat
geografiskt omrade och att dessa stammar hade ett mycket likartat MLV A-monster. | region T
kunde vi inte finna ndgon korrelation mellan inkop av djur och infektion med VTEC O157.
Déremot fanns ett klart samband mellan inkép av djur och infektion med VTEC O157 i den
andra undersokta regionen (region L). De MLVA-typer som pavisades i region L hade dven
de ett monster specifikt for regionen (med ett undantag) och har pavisades bara tva
besattningar infekterade med klad 8. | figur 1 redovisas de MLVA typer som pavisats i denna
studie i de tva olika regionerna.
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Fig 1. VTEC O157:H7-stammar fran mjolkkobesattningar i Halland grupperade efter MVLA-
typ (cirklar) med typbeteckning (rutor). Cirklarnas storlek visar det relativa antalet VTEC-
stammar av respektive MLV A-typ. De minsta cirklarna visar att den typen isolerats enbart vid
ett tillfalle. Svarta rutor representerar MLV A-typer fran region T och vita rutor MLV A-typer
fran region L. Den gra rutan representerar en MLV A-typ som fanns i bada regionerna. Rod
farg visar VTEC-stammar som tillhor klad 8.

Det har dven visats i denna studie att manga mjolkkobeséttningar sjalvsaneras fran en
infektion med VTEC 0157 utan att specifika atgarder vidtagits for att bli av med infektionen.
Det skall dock papekas att pa grund av de nyinfektioner som intraffat i andra forut fria
beséttningar har inte prevalensen av infekterade besattningar reducerats under denna
studieperiod. Dock har alla djurdgare med infekterade besattningar informerats om att VTEC



0157 patraffats och fatt mer generella rad om smittskydd och rad for att undvika att smittan
skulle kunna 6verforas och orsaka sjukdom hos ménniska. De djuragare som erhallit besked
om att besattningen maste betraktas som infekterad med VTEC 0157 och speciellt med klad 8
har naturligtvis inte varit glada dver beskedet, men i flera fall uttryckt att de efter beskedet
vidtagit atgarder for att minska riskerna for att framfor allt barn skulle kunna smittas.

Sanering av en storre besattning med gardsslakteri

Inom ramen for forskningsprojektet har dven en studie genomforts for att beskriva effekterna
av olika saneringsatgarder i en storre kottdjursbesattning med gardsslakteri, dar manniskor
insjuknat efter konsumtion av charkprodukter fran denna gard. Garden ar nu att betrakta som
helt fri fran en infektion med Hallandstypen/klad 8 av VTEC 0157 och en redogorelse for
resultat av det genomforda saneringsarbetet presenterades vid Veterindrkongressen 2009 (7).
En utforligare vetenskaplig artikel med uppféljande provtagningar som bekréftar att
besattningen blivit fri fran infektionen &r under bearbetning (4).

Miljéprovtagning

De preliminara resultaten av vara undersokningar visade pa att miljoprovtagningen fungerar
utmarkt for att klassa beséttningar som lagrisk- respektive hogriskbesattningar avseende
VTEC 0157/H7 (8, 9). En utforlig vetenskaplig artikel som ingaende beskriver de
genomfdrda undersokningarna och miljoprovernas tillforlitlighet & nu publicerad i en
internationell vetenskaplig tidskrift (5).

Diskussion

De genomforda studierna av VTEC 0157 infektioner i mjolkbesattningar under de forsta tva
aren av detta fyraariga forskningsprojekt har genomforts mycket néara den uppgjorda
forskningsplanen och genererat mycket intressanta resultat. Vi har kunnat visa att miljoprover
ar ett mycket bra satt att kartlagga en beséattnings infektionsstatus pa ett relativt enkelt och inte
sa kostsamt satt, jamfort med att provta ett stort antal individuella djur. Detta framkom redan i
en begransad studie av 20 besattningar i Halland under det forsta aret i detta forskningsprojekt
(1, 3, 8). I en utokad studie som genomforts med medel fran Jordbruksverket har detta
ytterligare kunnat bekraftas och resultaten av alla genomférda undersékningar finns nu
publicerade i en internationell vetenskaplig tidskrift (5).

Undersokningen rérande VTEC 0157 infektionens utbredning bland de 98 studerande
besattningarna inom tva omraden i Halland har genererat manga intressanta resultat som kan
komma att fa stor betydelse for olika atgarder de kommande aren for att forsoka forhindra att
den hypervirulenta klad 8 stammen av VTEC 0157 sprids till mjélbesattningar i fria omraden
och omraden med en mycket lag prevalens. Ytterligare 125 beséattningar fran Halland,
Vastergotland, Smaland och Gotland foljs nu i nasta fas av projektet med upprepade
miljoprover. Detta projekt har samordnats med Svenska Djurhalsovarden, SVA och
Jordbruksverket. Djuragarna far information om beséattningens status och de besattningar som
ar positiva for VTEC 0157 far ocksa radgivning for att bli av med smittan sa snart som



mojligt samt rad for att undvika smitta till manniskor. Det finns nu dven planer pa att i en eller
flera mjolkkobesattningar som visat sig svarsanerade testa effekten av ett VTEC O157 vaccin

(9).

Sammanfattningsvis har de tva forsta aren av detta SLF finansierade forskningsprojekt
genomforts i stort enligt den genomférda planen och genererat ny viktig kunskap rérande
VTEC 0157 infektioner i svenska mjolkkobesattningar. Viktiga resultat &r att:

1) Det &r mojligt att med miljéprover med hog sannolikhet kunna konstatera om en beséttning
ar infekterad eller fri fran infektion med VTEC 0157.

2) Flera mjolkkobesattningar infekterade med den hypervirulenta klad 8 av samma subtyp
inom ett begransat omrade i Halland tyder starkt pa att besattningarna i denna region smittats i
forsta hand via indirekta kontakter mellan besattningarna, t.ex. via kontakter mellan djur pa
bete eller via gemensam maskinsamverkan nar det galler gédselhanteringen i detta omrade. |
denna region av Halland kunde smittan inte knytas till inkdp av djur, daremot fanns ett
samband mellan inkdp av djur och VTEC O157 infektion i den andra studerade regionen.

3) Av de undersokta mjolkbesattningarna i Halland var ca 70% helt negativa avseende VTEC
0157 vid samtliga provtagningar.

4) En majoritet av VTEC 0157 infekterade mjolkkobeséattningar sjalvsaneras fran infektionen
under en relativt kort tidsperiod utan att specifika saneringsatgarder vidtagits.

De erhallna resultaten av denna studie talar starkt for att det vore angeléaget att
mjolkkobesattningar i regioner fria fran smitta med VTEC 0157, och speciellt fran den
hogvirulenta klad 8 varianten, bara koper livdjur fran besattningar som genom provtagning
visats vara fria fran infektionen.
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