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Cryptosporidium parvum-infektion hos notkreatur

Bakgrund och syfte

Cryptosporidium parvum dr en encellig parasit som infekterar tarmslemhinnan och orsakar
diarrésjukdom hos ett stort antal arter varmblodiga djur, inklusive notkreatur och ménniska.
Dess livscykel omfattar olika utvecklingsstadier 1 tarmcellerna hos infekterade individer. S&
smaningom utsondras parasiten med avforingen 1 form av mikroskopiska sa kallade oocystor.
Oocystorna, som dr det smittsamma stadiet av parasiten, dr oerhort motstandskraftiga och kan
Overleva minga manader i omgivningen. Mottagliga djur och ménniskor infekteras genom
konsumtion av mat eller vatten som fororenats med oocystor. Da parasiten kan spridas fran
djur till ménniska &r kryptosporidios en zoonos. Det dr oklart om det &r djur eller andra
personer som &r den vanligaste smittkdllan for ménniskor.

Kryptosporidios drabbar hos notkreatur framfor allt kalvar och ger oftast en ganska
okomplicerad diarré. Vid saminfektion med bakterier och virus kan sjukdomen dock bli
allvarlig. Aven till synes friska kalvar kan bira p4 smittan. Man tror att ocksa vuxna djur kan
bédra pa parasiten utan att vara sjuka och ddrmed fungera som smittkélla for kalvarna. Hos
ménniska drabbas bade barn och vuxna som far kraftig diarré och magsmaértor i 1-2 veckor.
Sjukdomen dr hos bade notkreatur och ménniskor sjilvldkande forutsatt att patienten &r
immunkompetent.

Diagnosen kryptosporidios baseras pa kliniska symptom och att oocystor pavisas i avforing
frén patienten. Vill man pévisa oocystutskiljning hos subkliniskt infekterade individer maste
proverna koncentreras innan de analyseras. Molekylarbiologiska metoder kan anvéndas for att
genetiskt karakterisera de pavisade parasiterna och for att studera den genetiska variationen
mellan olika isolat. Med hjélp av information om vilka genotyper och subgenotyper som
forekommer kan man utreda smittvigarna mellan djur, och mellan djur och ménniskor.

Avsikten med denna pilotstudie var att etablera och utvirdera metoder som kan anvéndas for
kartldggning av forekomst och spridningsvégar for C. parvum hos svenska notkreatur.

Material och metoder

Koncentrerings-och reningsmetoden som anvindes dr en natriumkloridflotationsmetod som
utvecklats vid Danmarks Fadevareforskning (DFVF). Efter flotationen firgades provet med
fluoresceinmirkta antikroppar mot kryptosporidium och avlistes i fluorescensmikroskop. For
utvirderingen anvéndes kryptosporidie-oocystor som ursprungligen isolerats fran en dansk
mjolkkobesittning 1990 och sedan dess propagerats 1 kalvar vid DFVF ("the Copenhagen calf
laboratory isolate", CPB-0) och som tillhandahélls av Dr Heidi Enemark, DFVF.

De molekylirbiologiska metoder som etablerades dr modifierade versioner av tekniker som
tidigare beskrivits (McLauchlin et al, J Clin Microbiol 1999, 37, 3153; Xiao et al Appl
Environm Micobiol 1999, 65, 3386; McLauchlin et al, Vet Parasitol 2000, 83, 1).

Fem mjolkkobeséttningar besdktes och provtogs under studiens gang. Dessutom anvéndes
notkreatursprover frén kliniskt sjuka djur som vi fick fran den diagnostiska verksamheten vid
SV As avdelning for parasitologi och avdelning for lantbrukets djur.



Resultat och diskussion

Studien omfattar tvé delar. I den forsta delen har vi i samarbete med Danmarks
Fodevareforskning 1 Kdpenhamn etablerat och utvérderat en metod for att rena och
koncentrera Cryptosporidie-oocystor hos subkliniskt infekterade djur. Med hjélp av denna kan
vi nu detektera sa 1dga nivaer som 72 oocystor per gram trick med en aterfinningsgrad
(recovery rate) av 52% (Andersson 2004). Faecesprover insamlades vid ett tillfalle fran 20 kor
1 en mjolkkobesittning dar C. parvum tidigare péavisats hos kalvarna. Vi kunde pavisa C.
parvum i 2 av de 20 korna. Detta bekriftade att det dven 1 Sverige forekommer subklinisk
infekterade kor som utskiljer oocystor med tricken (Andersson 2004).

Vi satte upp en metod for att extrahera oocyst-DNA direkt fran trackprover for PCR-analys,
samt tva olika molekylarbiologiska testsystem for att karakterisera kryptosporidieisolat. 18S
rRNA-genen analyseras med PCR och restriktionsenzymanalys for att sdkerstilla att parasiten
verkligen ar C. parvum och inte ndgon annan kryptosporidieart. For att sarskilja mellan
genotyp 1 och 2 av C. parvum analyseras en gen som kodar for ett oocystprotein (COWP).
Bland annat dessa molekylédrbiologiska metoder har vi senare anvint for att karakterisera ett
30-tal bovina isolat. Majoriteten av de isolat som undersdktes var som forvintat av genotyp 2.
Dock fann vi ocksé en inte tidigare beskriven C. parvum-genotyp som vi kallar genotyp 3.
Den pétriffades i en mjolkkobeséttning i Mellansverige som under en ldngre tid haft problem
med kalvdiarré. Prover togs fran totalt 20 kalvar i besdttningen vid 2 olika tillfdllen med ett
halvérs mellanrum och denna nya C. parvum genotyp 3 éaterfanns hos 4 av kalvarna
(Bjorkman & Mattsson 2006).

I projektets andra del utformades ett frageformuldr som kan anvindas for att identifiera
individ- och beséttningsrelaterade faktorer som kan bidra till att beséttningar har hog
prevalens av Cryptosporidium och/eller kryptosporidierelaterade diarréproblem. Formuldret
testades i fyra beséttningar och néagra veterindrer 1 Svenska djurhélsovérden fick 1dmna
synpunkter pa formuldrets utformning. En modifierad form av formuléret anvéinds nu i en
prevalensstudie vi nu genomfor med ekonomiskt stéd frdn Formas (Formas Dnr 221-204-
273).

Konklusion

Denna pilotstudie har resulterat i att vi nu har etablerade metoder vid SLU/SVA {6r att pavisa
och karakterisera C. parvum-infektion samt utformat ett frigeformulir som kan anvéndas for
att identifiera riskfaktorer for infektion och sjukdom.
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Ovrig resultatformedling till nidringen

Da detta dr en pilotstudie avsedd att generera metoder att anvéndas i fortsatta undersékningar
har den inte genererat resultat som dr av direkt intresse for naringen. Djurdgare och veterindrer
informeras dock i samband med att vi nu har kinsliga metoder for att pdvisa och spéara
kryptosporidieinfektion. De fortsatta studierna har uppméarksammats 1 tidskriften Husdjur
(Jakten pa kryptosporidier har startat, Husdjur 5, 20006).



