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Sldckt kalk som desinfektion mot kryptosporidier

Bakgrund

Projektets mal &r att utreda om slédckt kalk kan avdoda kryptosporidieoocystor och darmed
fungera som ett effektivt desinfektionsmedel mot kryptosporidier i stallar och pa sa sitt
undvika smittspridning inom en besittning. Kryptosporidier dr en grupp encelliga parasiter
som orsakar mag-tarmlidande och diarré hos djur och ménniskor. Parasiterna dr frekventa i
svenska besittningar och kryptosporidieinfektion dr en av de vanligaste orsakerna till diarré
hos unga kalvar. Kalven dr besittningens framtid och dr mycket kénslig for infektioner. I
beséttningar med diarréproblematik dr djurvilfarden hos kalvarna dessvérre eftersatt. Diarré
orsakar en rad symptom som buksmartor och uttorkning och kan orsaka kroniska problem
som nedsatt tillvaxt eller gora kalven kénslig for ytterligare infektioner. Diarré dr ett lidande
som i stor utstrickning kan forebyggas genom bra och vil fungerande rengorings- och
smittskyddsrutiner. Forekomsten av kryptosporidier 1 svenska mjolkkobesédttningar
undersoktes i en doktorsavhandling pa Sveriges Lantbruksuniversitet, SLU, och man kunde
pavisa att parasiterna forekommer i mycket stor utstrickning (Silverlas, 2010). En nyligen
genomford studie dir diagnostikprover fran Svenska Djurhilsovardens kalvpaket ingick
visade att de besittningar som har hog diarréforekomst och ibland dven hog dodlighet hos
kalvar ofta har C. parvum inom beséttningen och midngden oocystor i proverna talar for ett
mycket hogt smittryck i dessa besittningar (Silverlas et al., 2013).

Diarré till f6ljd av kryptosporidieinfektion kan atf6ljas av slohet, anorexi, feber,
uttorkning och sénkt allméntillstand. Inkubationstiden dr 2-7 dagar. Kalven aterhdmtar sig
oftast spontant inom 1-2 veckor men variationen &r stor mellan olika individer (Tzipori et al.,
1983). Samtidig infektion med andra agens som rotavirus och coronavirus kan forvirra och
forlanga sjukdomen eller orsaka dodsfall. Infektionsdosen vid smitta av kryptosporidier &r
mycket lag och ett par till 100 oocystor kan ricka for infektion. Utsondringen av aktiva
oocystor ir diremot hég och kan uppga till 10" oocystor under sjukdomsperioden.

Kryptosporidier 4r mycket taliga i miljon och resistenta mot de
desinfektionsmedel som vanligtvis rekommenderas (Fayer & Xiao, 2008). Kombinationen lag
infektionsdos, hog utsondring och hog talighet i miljon gor att ett hogt infektionstryck snabbt
kan byggas upp och bidra till att kalvsjukligheten blir hog. Det som visat sig effektivast for att
minska viabiliteten, alltsa aktivitet och kapacitet att infektera, hos parasiterna dr UV-ljus i
kombination med uttorkning. UV-ljus dr inte alternativ att desinficera stallar pa grund av
risker, kostnader och mdéjligheter att anvinda pa ett nodvindigt sétt. Uttorkning av boxar kan
dessutom vara svart att hinna med vid hogt kalvningstryck. Kalk hojer pH kraftigt och dr
anviandbart som desinfektionsmedel mot bakterier och virus (Zintl ef al. 2010). Nya studier
visar att kalk skulle kunna vara ett fungerande desinfektionsmedel mot kryptosporidier. Dessa
studier genomfordes pa avloppsslam (Graczyk et al., 2008) samt pa vattenlosning och
gddsel/halm spikad med oocystor, det vill sdga att kiind méingd é&r tillsatt (Zintl et al. 2010) for



att undersoka kalks avdodande effekt pa kryptosporidier pa det material som sedan skall
anvindas som godsel. Bada studierna visade dock att anvidndandet av kalk minskade den
totala midngden oocystor samtidigt som andelen viabla oocystor i proven 6kade (Zintl et al.,
2010; Graczyk et al., 2008), vilket indikerar att en upprepad anvindning av kalk kan behovas
for en effektiv desinficering. An finns inte nigra studier gjorda pa effekten av torr kalk pa ytor
som golv och véggar i stallmiljo for att forhindra smittspridning i preventivt syfte. Vi vet
alltsa inte vilken nytta kalk i pulverform skulle kunna ha pa ytor som rengjorts ordentligt eller
dér godsel atminstone skrapats bort.

Torr, sldckt kalk dr smidigt att anvidnda och stros litt ut pa underlaget. Kalk kan
anvidndas som desinfektion samtidigt som boxen torkar upp istillet for att ytterligare bldta ner
miljon som vid anvidndning av till exempel Virkon, som rekommenderas som
desinfektionsmedel nu. Om slédckt kalk dr effektivt &ven mot kryptosporidier har det fordelar
bade for kalvhilsan och for humanhilsan. Det ger djurdgarna ett enkelt och effektivt sitt att
desinficera kalvboxarna. Ett minskat smittryck hos kalvar i beséttningar med C. parvum gor
att diarréproblemen kan begrinsas. Det minskade smittrycket gor ocksa att ménniskor som
kommer i kontakt med dessa kalvar utsétts for mindre risk att sjalva smittas.

Material och metoder

Vi har anvint oss av isolerade och renade kryptosporidieoocystor av den zoonotiska
sjukdomsalstrande arten Cryptosporidium parvum (isolat fran Moredun, Edinburgh, UK) och
testat sldckt kalk i fyra olika koncentrationer; 0, 0.1, 0.25 och 0.5 kg/m2 under olika
exponeringstid; 1, 4, 16 och 48 timmar. Studien har gjorts i tva steg. Steg 1) innebar att vi
testade kalkens effekt pa oocystor applicerade pa sma glasytor, som vi sedan studerade i
mikroskop. Steg 1 gjordes for att utvirdera om kalk har en signifikant effekt pa oocystorna.
Oocystorna, ca 20 000 oocystor, fick torka in pa objektsglasen for att sedan exponeras for
kalk 1 olika koncentrationer och tider. Efter exponering togs kalken bort och de oocystor som
satt pa objektglaset analyserades oocystorna med hjilp av infirgning 1 h. med monoklonala
fluorescerande antikroppar (FITC) mot protein pa oocystans yta (Crypto Cel Reagent,
Cellabs) samt 20 min. med DAPI-infirgning (Fluoroshield with DAPI, Sigma-Aldrich).
Objektglaset undersoks direfter i fluorescensmikroskop och infargade oocystor riknades.
FITC ir kryptosporidiespecifik, ger gront fluorescerande oocystor och anvéndes for att rikna
det totala antalet oocystor i provet samt antalet starkt respektive svagt infirgade oocystor for
att bedoma andelen oocystor med delvis nedbruten cellviagg. DAPI fidrgar in DNA 1 levande
oocystor och anvindes for att bedoma viabilitet av oocystorna.

I Steg 2) gick vi vidare och testade kalkens effekt pa oocystor applicerade pa
15x15 cm plattor av plywood, som ér ett material som manga djurdgare anvénder i kalvboxar.
Efter kalkexponeringen skrapades oocystorna av med hjdlp av lite vatten samt en vass
skalpell. Oocystorna torkade in pa objektsglas, ca.1000 oocystor, och fick sedan samma
behandling som i Steg 1.

Alla insamlade datapunkter sammanstélls i en databas och bearbetas statistiskt.
Genom att vi har métvérden for olika tidpunkter kan diagram sammanstillas for att visa den
effekt kalk har pa oocystméngd och viabilitet 6ver tid vid olika koncentrationer. Vi kan ocksa



berdkna statistiska modeller for ungefirlig minsta effektiva koncentration vid olika
behandlingstider utifran effekten vid de olika koncentrationerna som anvénts i studien.

Resultat

Bade tid och koncentration hade var for sig effekt pa totalantalet oocystor, andelen starkt
FITC-infdrgade och andelen DAPI-infirgade oocystor. Vi kunde se att FITC-infdargningen pa
en stor andel oocystor bleknade vildigt fort vid beridkning av antalet oocystor. Andelen starkt
infirgade oocystor, alltsa normalt infargade oocystor, minskade med 6kad exponeringstid och
koncentration av kalk. Samtidigt som andelen viabla oocystor minskar med ©Okad
exponeringstid och koncentration av kalk. Detta kunde vi se vid bade exponering av
objektsglas och pa plywoodplattor.

Tabell A. Exponering pd objektsglas. Medelvirden for antal FITC-infiargade oocystor per synfilt i mikroskopet,
andelen starkt FITC-infirgade av totalantalet infdrgade oocystor samt andelen oocystor som &r infirgade med
DAPI av totalantalet infirgade oocystor vid olika exponeringstider och koncentrationer av sldckt kalk. Varje
virde representerar medelvirdet for tre synfélt vid nio olika exponeringar.

Kalk lz(oncentration Exponeringstid (h.)

(tg/m) 1 4 16 48
FITC (N)

0 122.0 119.8 118.7 120.7
0.01 114.9 109.4 111.9 104.6
0.025 113.9 122.6 106.9 99.7
0.05 119.3 120.4 98.7 82.1
STARK FITC (%)

0 100.0 99.6 98.2 96.6
0.01 93.0 83.1 35.2 26.7
0.025 76.7 65.6 35.0 28.6
0.05 69.3 48.5 18.5 26.4
DAPI (%)

0 50.4 50.3 41.0 439
0.01 54.7 24.6 22.6 20.9
0.025 64.2 27.0 14.5 14.0

0.05 50.3 32.8 10.2 11.8




Tabell B. Exponering pd plywoodplatta. Medelvirden for antal FITC-infirgade oocystor per synfilt i
mikroskopet, andelen starkt FITC-infirgade av totalantalet infdrgade oocystor samt andelen oocystor som &r
infirgade med DAPI av totalantalet infargade oocystor vid olika exponeringstider och koncentrationer av sliackt
kalk. Varje virde representerar medelvirdet for antalet oocystor pa hela brunnen vid sex olika exponeringar.

Kalk koncentration Exponeringstid (h.)
(kg/m?)

1 4 16 48
FITC (N)
0 766.3 805.5 760.7 732.3
0.01 723.2 751.7 713.7 679.3
0.025 727.3 719.0 705.7 633.7
0.05 738.0 735.7 695.3 605.7
STARK FITC (%)
0 100.0 100.0 100.0 100.0
0.01 98.9 96.8 89.6 85.3
0.025 96.9 94.8 89.1 81.9
0.05 94.9 92.6 87.5 79.4
DAPI (%)
0 46.2 43.7 42.1 43.1
0.01 46.7 33.3 25.7 23.6
0.025 43.5 28.6 21.7 21.3
0.05 46.0 28.5 18.1 18.3

Viabiliteten hos de exponerade kryptosporidieoocystorna minskar med exponeringstid och
koncentration. Detta visar vi i Figur 1 och 2 nedan. Vi har beriknat ett medelvirde for varje
tidpunkt i kombination med koncentration och med hjilp av statistik analyserat skillnaderna
dem emellan. Vi kan se att oocystornas viabilitet minskar vid exponering av sldckt kalk.
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Figur 1. Diagram for objektsglas. Tid och koncentration kombinerat med ett medelvirde per
kombination samt en kurva for det totala medelvérdet vid varje tidpunkt

0.456- <
_ Categories: o Time
% - & Conc
[’
=]
=
&
= 03444
= o
= .
=
*
o 4
0.2434 0 0.1 0.25 0.5 Cone (kgfm?)
I T T T .
1 4 16 4 Time (hrs)

Figur 2. Diagram for Plywood-platta. Tid och koncentration kombinerat med ett medelvirde per
kombination samt en kurva for det totala medelvirdet vid varje tidpunkt



Diskussion

Malet med projektet har varit att visa om slickt kalk fungerar desinficerande pa
kryptosporidier. I beséttningar med C. parvum kan diarré férekomma hos nédra 100 % av
kalvarna och dodligheten kan Gverstiga 10 %, sannolikt pa grund av ett extremt smittryck
(observation, pagaende projekt, C. Silverlas). Om vi kan hitta ett effektivt desinfektionsmedel
mot kryptosporidier dr darfor mycket vunnet ur kalvhilsosynpunkt, da smittrycket i sa fall kan
sankas med enkla atgidrder. Vara resultat visar att slickt kalk har effekt pa viabiliteten,
livsdugligheten, hos C. parvum. QOocystorna fordndras 1 utseende och Overlevnad.
Verkningstiden har storre effekt #n effekten av 6kad mingd kalk. Var rekommendation till
djurdgare med diarréproblem ir att forsoka sprida ett sa jamnt lager med kalk som mojligt
over ytan. Vi skulle 4ven rekommendera att kalken far verka under sa lang tid som mdojligt.

Vi kan genom detta forsok bedoma att det finns en nytta i att anvdnda sldckt
kalk som desinfektionsmedel mot kryptosporidier i stallmiljo. Vi har endast testat rena
oocystor, vilket innebidr att kalken tdcker oocytan direkt. I ett stall dr inte alltid
kryptosporidieoocystorna helt exponerade. Detta gor att pavisad effekt kan ta nagot langre tid
dn i dessa experiment. Studien visar pa att det behovs vidare forskning med forsok i
beséttningar med diarréproblem for att verifiera att det fungerar i stallmiljo med en aktiv
verksamhet. Vi har kunnat ldgga mérke till att djurdgare vi rekommenderat kalkning i stallet
vid rengoring har kunnat se en viss minskning av problem med diarré. Om detta beror pa
kalksteget vid rengoring eller en generell fordndring och mer noggrannhet vid rengoring
alternativt nagot annat vet vi inte dn. Detta dr ddremot av stort intresse att f6lja upp och gora
storre studie av.

Biittre kalvhilsa ger forutom bittre vilfdard hos kalvarna minskad arbetsborda
for djurdgaren da sjuka kalvar kriver extra omvardnad, samt sannolikt bittre tillvixt med
lagre inkalvningsalder och hogre mjolkproduktion. Forutom kalvarnas vilfard dr det darfor
ekonomiskt forsvarbart for djurdgarna att forsoka identifiera hur man bidst forebygger
problem. Eftersom zoonotisk smitta forekommer, dr det dven relevant ur humansynpunkt att
hitta effektiva atgirder for att minska smittrycket hos kalvar.
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Publikationer

Resultaten fran den hér studien planerar vi att publicera i Veterinary Parasitology under varen
2014.

Slutsatser

Vi har kunnat se att anviandning av slidckt kalk har en tydlig effekt pa kryptosporidicoocyster.
Oocystorna paverkas redan efter av kort tids exponering, men mest effekt har kalken om den
far tid att verka. Var rekommendation ndr man anvinder sldckt kalk i stallar dr att lata str6 ut
ett jamnt lager kalk 6ver den rengjorda ytan och lata det verka Gver natt, for storst effekt.

Resultatformedling till niringen

Projektet har presenterats vid olika konferenser och workshops bland annat har det
presenterats vid Djurhilso-och utfodringskonferensen, Uppsala augusti 2012, internationella
konferensen Apicowplexa”, Lissabon, oktober 2012 samt pa Veterindrkongressen i Uppsala,
november 2012.



