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Summary

This paper shortly describes the coronavirus family, bovine corona viruses (BCV)
properties and two diseases that BCV causes, winter dysentery and calf diarrhoea.
The purpose of the study was to compare different diagnostic methods to detect
BCV. Different methods are discussed, PCR, ELISA, immunofluorescense and
virus isolation.

Investigations were made in three different herds with winter dysentery; one dairy
cattle farm with about 100 cows of different ages, one testing station for bulls with
about 150 bulls and another small dairy cattle farm with 26 cows and 20
replacement heifers and calves. Faeces and nasal swabs were analysed with PCR
and ELISA.

The result shows that PCR seems to be a reliable method for detecting BCV but
that the ELISA test can not be used as a reliable diagnostic method to analyse
samples from animals with winter dysentery.

Sammanfattning

Detta arbete ger en kort beskrivning av familjen coronavirus, bovint coronavirus
(BCV) egenskaper samt tva sjukdomar BCV orsakar, vinterdysenteri och
kalvdiarré.

Syftet med studien var att jamfora olika diagnostiska metoder for att pavisa BCV.
Ett flertal olika metoder tas upp, PCR, ELISA, immunofluorescens och
virusisolering.

Understkningar gjordes i tre olika beséttningar som drabbats av vinterdysenteri; en
mj6lkbesattning med ett 100-tal djur i olika aldrar, en prévningsstation for tjurar
med cirka 150 djur samt en mindre mjdlkbeséttning med 26 mjolkkor och 20 yngre
djur. Prover fran de tre besattningarna togs i form av track och nassvabbar. Dessa
analyserades med PCR och ELISA.

Resultaten visar pa att PCR verkar vara en palitlig metod for pavisande av BCV
medan den ELISA som anvandes inte kan anvandas som en palitlig metod for
diagnostik av prov fran djur med vinterdysenteri.

Tack

Ett stort tack vill jag ge till min handledare Stefan Alenius for all hjélp med
skrivandet av mitt arbete samt till Sara Hé&gglund for all hjalp med PCR-
laborationerna.



Inledning

Detta examensarbete kommer att ge en inblick i nagra olika metoder som finns for
diagnostik av infektioner med bovint coronavirus och beskriva symtom och
undersékningar som genomforts i drabbade beséttningar.

Det finns ett kommersiellt ELISA-test for bovint coronavirus (BCV) som anvénts
pa Statens veterinarmedicinska anstalt (SVA) som snabbtest for rutinkontroller av
unga kalvar med diarréer orsakade av BCV. Detta test har dven anvéants for att
forsoka pavisa vinterdysenteri hos vuxna djur, men har da inte varit helt palitligt.
Det har ofta visat negativt resultat trots kliniska tecken pa sjukdom hos de
undersokta djuren och trots att serologiska undersékningar visat att det varit BCV
som drabbat dem. En ny PCR-metod for diagnostik av BCV har nu utvecklats och
kommer sannolikt att ersatta ELISA-testet.

Tanken med detta arbete var initialt att gora en jamfoérelse mellan den nya PCR-
metoden och det gamla ELISA-testet. Provtagning har gjorts pa tre besattningar
som drabbats av diarréer med stark misstanke att dom orsakats av BCV. Det visade
sig att ELISA-testet inte gav tillforlitliga utslag pa proven medan PCR-metoden
verkade fungera bra. Malet med arbetet andrades da till att omfatta en kort
beskrivning av kliniska symtom och de olika diagnostiska metoder som finns for
att pavisa BCV samt att beskriva undersokningar som genomforts i de drabbade
beséattningarna

Bovint coronavirus

Bovint coronavirus (BCV) &r ett enkelstrangat RNA-virus med ett hélje och tillhér
familjen Coronaviridae. Viruset &r ca 100-120 nm i diameter. Skalet har ca. 20 mm
langa droppformade taggar, s.k. peplomerer, som sticker ut och liknar en krona,
ddarav namnet coronavirus (se figur 1). Genomet bestar av ca 30000 baser.
Replikationen sker i cellernas cytoplasma (Fenner, 1993).



Figur 1

M = membranprotein, S = spikformad peplomer av glykoprotein, HE =
hemagglutininesteras, P = dubbelsidigt plasmamembran, N = Nukleokapsidprotein

kring vilket RNA &r lindat i en helixform.
(Travén, 2000)

Coronavirus kan delas in i tre olika antigena grupper (se tabell 1) (Fenner, 1993).

Tabell 1

Grupp Virus

| (daggdjur) Humant coronavirus 229E
Transmissibel gastroenterit hos gris (TGE)
Felin infektios peritonit (FIP)

Coronavirus hos hund

Il (daggdjur) Humant coronavirus OC43
Mushepatitvirus (flera typer)
Bovint coronavirus
Porcint hemagglutinerande
encefalomyelit virus

I (aviér) Infektidst bronkitvirus hos kyckling
Bluecomb disease hos kalkon

Sjukdom

Forkylning
Gastroenterit
Peritonit, Pneumoni,
Meningoencefalit
Enterit

Forkylning

Hepatit, Enterit,
Encefalomyelit
Gastroenterit,
Respiratoriska symtom
Krakningar, inappetens

encefalomyelit
Trakeobronkit, Nefrit
Enterit

Det har hittats nya coronavirus varibland SARS (Severe acute respiratory
syndrome) &r ett virus som gav allvarliga foljder under en epidemi i framst Asien,
men aven lander som Kanada drabbades, under aret 2003. Undersokningar av
viruset har tytt pa att det skall hamna under grupp Il eller i en ny grupp (Prentice,

2004).



Historik

BCV beskrevs fran borjan som en orsak till kalvdiarré hos nyfodda kalvar (Stair et
al., 1972). 1975 kom den forsta rapporten om att man hittat coronavirus med hjalp
av elektronmikroskop i tradcken hos vuxna djur som drabbats av vinterdysenteri
(Horner et al., 1975). Flera forsok gjordes med hjalp av serologi for att forsoka
hitta ett samband mellan BCV och vinterdysenteri med varierande resultat
(Takahashi et al., 1980, Alenius et al. 1991). Det var inte forrdan en bit in pa 1990-
talet som man med stor sékerhet kunde sdga att det fanns ett samband mellan BCV
och vinterdysenteri. Det finns flera agens som kan orsaka diarré hos vuxna not
men BCV éar det dominerande i Sverige. Vid en undersokning av 39 utbrott i
Sverige visade sig 38 av dem bero pad BCV (Traven, 2000).

Sedan slutet av 1980-talet har man tyckt sig kunnat se en férandring hos det bovina
coronaviruset. Vissa stammar har rapporterats ge allvarliga rena respiratoriska
symtom utdver de Kklassiska problemen med gastroenterit och mild &vre
luftvagsinfektion (Storz, 1996). Serokonvertering mot BCV har ofta observerats i
svenska kottdjursbesattningar med symtom hos kalvar, huvudsakligen i form av
luftvagsinfektioner (Bengtsson, 2000).

Vinterdysenteri

Epidemiologi

Sjukdomen upptrader ofta under tiden november — mars. Inkubationstiden ar kort
och sjukdomen sprids snabbt inom besattningen, 100 % av de kansliga djuren kan
visa symtom inom 4-5 dagar. Alla &ldrar drabbas men &ldre djur &r mer utsatta och
far ofta allvarligare symtom. Sjukdomen drabbar ibland stora omraden under en
kort tid och brukar ofta aterkomma efter ca 3-4 ar. Smittan &verfors vid
direktkontakt mellan djuren och genom inhalation. Sjukdomen &r vanlig i
tempererade omraden sdsom USA, Kanada och Europa (Aiello, 1991).

Kliniska fynd

Vid de flesta utbrott s& far flera kor rikligt med vattnig diarré. Ovriga djur
insjuknar darefter snabbt. Korna kan aven fa nagot forh6jd temp, nasflode, hosta
och eventuellt nagot nedsatt aptit men 6kad torst. Ibland kan diarrén innehélla slem
eller blod. Mjolkkor drabbas ofta av minskad mjolkproduktion. Sjukdomen gar
oftast 6ver pa 3-4 dagar men produktionen kan vara minskad i veckor - manader.
Det dr ovanligt med dodsfall och dessa beror da ofta pa en sekundar infektion eller
en saminfektion med t.ex. BVDV (Alenius, 1991).

Skador som orsakas av BCV dar en katarral inflammation i digestionskanalen och
da framst i ileum och jejunum. Tarmvéggen blir 6dematds med svullen mucosa. |
mikroskop kan man se fokala nekroser och degeneration av kryptepitel i colon
(Aiello, 1991).



Diagnos

Tidpunkten for sjukdomen ar viktig da den oftast upptrader pa vintern. Antalet
drabbade individer samt deras alder &r ocksa viktig information for att stalla
diagnosen. Diagnos stalls genom att pavisa virus eller en antikroppsstegring
(Aiello, 1991).

Profylax och behandling

Man bor helst ha fyra veckors karantan pa djur som kops in och djur bor ej kopas
fran drabbade besattningar forran tidigast 3-4 veckor efter att utbrottet avklingat.
Drabbade djur bor isoleras tills de har tillfrisknat och man bor vara noga med att
ha rena klader och skor hos de friska djuren.

Normalt behdvs ingen behandling men djur som har drabbats allvarligt kan ges
vatsketerapi med elektrolyter samt varme och omvardnad (Aiello, 1991).

Kalvdiarré

Epidemiologi

Sjukdomen &r ganska vanligt forekommande, oftast i kombination med andra
agens. Sjukdomen drabbar kalvar i aldern 5-21 dagar. Coronaviruset i sig ger
sallan nagra allvarligare problem men kan i kombination med bakterier eller
Cryptosporidium parvum ge dodligheter pa 6ver 50 % (Rebhun, 1995).

Kliniska fynd

Kraftig akut diarré, dehydrering, minskad aptit och sugreflex samt nedsatt
allmantillstand &r vanliga symtom vid kalvdiarré orsakad av BCV. Diarrén ar ofta
kombinerad med &vre luftvadsinfektion, vilken inte séllan ses som enda symtom
hos flertalet individer i en djurgrupp (Rebhun, 1995).

Diagnos
Serologi kan vara olampligt att anvanda pad unga kalvar da dessa har kvar
maternella antikroppar som stor testet. Prov fran avforing bor helst tas inom det

forsta dygnet efter det att diarrén borjat. Lamplig analysmetod &r sedan ndgon som
pavisar virus, t.ex. elektronmikroskop, PCR eller antigen-ELISA (Rebhun, 1995).

Profylax och behandling

Vid ett utbrott av sjukdom kan man ge elektrolytldsning for att kompensera for
forluster fran diarrén. Om det skulle uppstd sekundira infektioner s kan man
behandla allmént med antibiotika (Rebhun, 1995).



Diagnostik
PCR-teknik

PCR star for Polymerase Chain Reaction och ar en teknik som mangfaldigar en
viss del av en RNA eller DNA-molekyl. Den klassiska PCR-metoden kan utforas
“nested” , vilket innebar att en andra amplifiering utfors pa produkter som erhallits
i den forsta PCR-reaktionen.

PCR-metoden som anvénds pa SVA gar till pa foljande satt. Track- eller nassvabb
lses upp i provtagningsmedium eller buffert. TRIzol® LS Reagent, som lyserar
cellerna och I6ser upp cellkomponenterna, tillfors. Provet far sta i nagra minuter sa
att dven nukleoproteinerna i virionerna hinner lésa upp sig. Darefter tillsatts
kloroform och provet skakas om. Under centrifugering bildas nu tre faser, RNA
befinner sig i den dvre vattenfasen. Vattenfasen pipetteras over till en ny tub och
en alkohol tillfors. Losningen far std i 10 minuter innan man centrifugerar en andra
gdng. RNA kommer nu att bilda en geléliknande pellet pd botten av tuben.
Ldsningen pipetteras bort och man tvattar pelleten en gang genom att tillfora
etanol och centrifugera. Etanolen pipetteras aterigen bort och RNA-pelleten far
lufttorka innan den I8ses upp i vatten.

Nésta steg ar "Reverse Transcription”. Till RNA som &r enkelstréngat tillférs nu
s.k. pdNg i form av sma korta slumpmissiga DNA-kedjor med 6 baser i varje.
Dessa faster in p& RNA. Man tillsatter sedan en lésning med DNA-baser och
enzymet reversed transcriptase (RT). Genom upphettning och nedkylning far man
kedjorna att dela sig och RT bygger pé kedjorna sa att man far dubbelstrangade
DNA-kedjor.

For att kora PCR maste man kanna till nukleotidsekvensen i borjan och i slutet av
den region man vill mangfaldiga. Man maste ha tva korta primers som bestar av
oligonukleotider, dessa skall passa in exakt pa de bada enkelkedjorna. | detta fall
anvandes en kand sekvens pa HE-genen pd BCV. Man tillsitter nu DNA-
nukleotider till provet tillsammans med primers och Tag-polymeras. Man bdrjar
med att hetta upp DNA-kedjorna sé att de delar sig fran varandra, darefter kyler
man ner vilket gor att primerna kan binda till de komplementara sekvenserna pa
DNA-kedjorna. Temperaturen héjs och Tag-polymeraset faster nukleotider till
strangarna som byggs ut till hela DNA-kedjor. Detta sker i en cykel av
uppvarmning och kylning vilket gor att man mangfaldigar den DNA-sekvens som
man dar intresserad av. Man kan utféra ca 30-40 cykler utan att tillféra nya
reagenser eller enzym. Darefter tar man ut en del av provet for att analysera. Vid
nested-PCR tillférs mer reagenser och ett nytt set av primers vilka passar inuti den
amplifierade regionen. PCR utfors ytterligare en omgéang for att ytterligare
uppforoka antalet DNA-kedjor.

Nar man nu fétt en stor mangd av en specifik DNA-sekvens sa fargar man in denna
DNA-kedja med ett flourescerande fargdmne. Darefter kdr man sitt prov i
elektrofores vilket gor att DNA-kedjorna vandrar genom en gel med ett elektriskt
falt. Man har &ven ett positivt prov och ett negativt prov med som kontroll. Nar
man har kért provet genom gelen ca en timme s tittar man pa den i ultraviolett
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ljus. Om man har ett positivt prov sa kommer man att ha streck pa samma stélle
som den positiva kontrollen.

Realtids-PCR

Realtids-PCR ar en ny metod baserad pa PCR-teknik som ar under utarbetning pa
SVA i Uppsala. Metoden fungerar som vanlig PCR-teknik med den skillnaden att
man tillfor alla ingredienser fran start tillsammans med s.k. TagMan-prober som
faster in till den specifika gen som man vill uppféréka. | fallet med bovint
coronavirus har man anvant en kand sekvens pa virusets HE-gen. Vid
amplifikation av det specifika segmentet genererar dessa prober fluorescens som
kan matas kontinuerligt under kérningens gang. Om man fran start har med en
positiv kontroll med kand koncentration sa kan man genom att jamfora
fluorescensen hos prov och kontroll fa ett kvantitativt varde pa hur mycket virus
provet innehaller.

Metoden som utarbetas pd SVA &r tankt att anvandas for att diagnosticera
luftvagsproblem hos kalvar men kan &ven anvandas for att testa for vinterdysenteri
hos vuxna djur. Man avser att testa for tre olika virus samtidigt vid varje kdrning,
bovint coronavirus, bovint adenovirus samt bovint respiratoriskt syncytialt virus.
Mojligt provmaterial kan besta av bl.a. nassvabb, lungvéavnad eller homogeniserad
faeces. Att man kan kora flera virus samtidigt ar en fordel, liksom att man inte
riskerar att kontaminera provet vid de mellansteg som man har vid en vanlig PCR-
korning. Det gar dessutom snabbare dn med vanlig PCR och har lika god
kanslighet (Hakhverdyan et al, 2004).

ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay)

Den ELISA som anvands vid SVA for att hitta virus i trdckprover ar en antigen-
ELISA, vilket innebar att den pavisar viruspartiklarna i positiva prover.

Testet ar ett kommersiellt test utarbetat av Cypress diagnostics. Analysen gar till s&
att man loser upp sitt prov i en buffertldsning. Denna tillsatts sedan en
fardigberedd platta med brunnar. En del av provet tillsatts en brunn vars botten &r
tackt av specifika antikroppar mot BCV, en annan del av provet tillsatts en brunn
som ar tackt med ospecifika antikroppar, detta for att kompensera for de ospecifika
bindningar som provet kommer att f4 med de specifika antikropparna. Provet far
sedan sta i en timme och reagera. Darefter skoljs plattan av med en tvattlosning
nagra ganger. De viruspartiklar som eventuellt finns i provet sitter kvar i botten av
brunnarna. Sedan tillsatts en l6sning med enzymmaérkta antikroppar mot
coronavirus och provet far std ytterligare en timme varefter det tvattas. Darefter
tillsatts ett fargamne som féar reagera med antikropparna under tio minuter. Ett
stoppamne tillférs sedan for att stoppa reaktionen och déarefter kan man avlasa
absorbansen hos proven i en spektrofotometer vid 450 nm. Om man drar av
absorbansen fran den ospecifika brunnen ifrn absorbansen fran den specifika sa
far man ett varde som ar proportionellt till hur mycket virus som eventuellt finns i
provet. Dessutom har man kért med en positiv och negativ kontroll att jamféra
med for att se att man utfort testet ratt.
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Virusisolering

Bovint coronavirus ar svarodlat pa cellkultur och kraver ofta viss anpassning innan
man kan odla det, genom att tex. satta till trypsin och darefter odla pa
kalvembryoceller. Om man har coronavirus i sitt prov kommer man att kunna se en
cytopatogen effekt hos cellerna. For att konfirmera att det & BCV man har odlat sa
tillfors specifika antikroppar mot viruset, om da den cytopatogena effekten
forsvinner har man konstaterat att det var BCV (Moreno-Lopez, 1989).

Man har odlat fram en viss linje av humana rektaltumaérceller som anpassats for att
odla BCV pa. Denna linje har fatt namnet HRT-18G. Man har inte lyckats odla
fram alla stammar pd denna linje varfor den inte har kunnat anvandas som s.k.
guldstandard for att hitta BCV-infekterade djur (Storz et al, 1996).

Immunofluorescens (IF)

Det finns tva olika varianter av IF, en direkt och en indirekt. Direkt IF innebar att
man tillsatter ett fargdmne som binder kovalent till en virusspecifik antikropp. Nar
man tillfér denna antikropp-fargamneskonjugat till ett vavnadsprov s& kommer det
att fasta vid viruset. Om man sedan tittar i ett speciellt IF-mikroskop som lyser pa
provet med UV-ljus s& kommer fargamnet att fluorescera och man ser om det finns
virus. Man kan dven tillféra ett antikropp-fargdmneskonjugat till en odlad
cellkultur for att avldsa om man har virus.

Den indirekta varianten gar ut pa att man har specifika antikroppar mot viruset som
odlats fram hos en viss art, t.ex. hist. Dessa antikroppar faster till viruset pa det
aktuella provet. Darefter tillfor man antikroppar mot hast fran en annan art (t.ex.
kanin) Dessa antikroppar har da fargamnet konjugerat till sig och kommer att lysa
nar man tittar i IF-mikroskop med UV-ljus (Lund, 1989).

Elektronmikroskop (EM)

Ett elektronmikroskop fungerar i princip som ett ljusmikroskop men man har bytt
ut ljusstralarna mot en elektronstrdle och linserna mot magnetspolar for att
fokusera p& provet. Provet som analyseras maste vara tunt och placerat under
vakuum. Med denna teknik kan man se med en mycket hdgre upplésning &n ett
vanligt mikroskop och det gar att se viruspartiklar (Alberts et al, 1998).

For att kunna hitta virus med EM krévs att det finns en hdg koncentration i provet
man skall underséka, en undre grans brukar ofta vara 10°/ml. | ett akut skede av
sjukdom sa 6verskrids ofta denna grans. Metoden ar val lampad for enteriter som i
fallet med BCV d& man kan anvanda track for undersokning. Man kan rena provet
genom att centrifugera (Fenner et al, 1993).

For att 6ka kénsligheten hos EM sa kan man tillsatta antikroppar mot viruset som
har tillsatts ndgot amne som kan ses i EM, denna teknik Kkallas for
Immunoelektronmikroskop (IME). Ett vanligt &mne som tillsétts i konjugat med
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antikroppar ar guldkorn i storleksordningen 5-20 nm. Guldkornen &r sedan l&tta att
hitta i EM (Fenner et al, 1993).

Nackdelen med elektronmikroskopering ar att det krdver mycket arbetskraft och
tar lang tid och ar dessutom en metod med ganska dalig sensitivitet.

Serologi

Serologi &r baserat pa antikropps-ELISA vilket innebdr att man letar efter
antikroppar mot BCV i blod eller mjolkprover. For att veta om djuret lider av
sjukdomen méste man ta parade prover med ndgon vecka emellan for att se om det
skett nagon antikroppsstegring under den tiden. Det forsta provet skall tas sa fort
som majligt i den akuta fasen av sjukdomen. Att djuret har antikroppar kan bero pa
att det har kvar maternala antikroppar sedan fodseln eller varit utsatt tidigare for
sjukdomen. Om man ser en antikroppsokning mellan de tva parproven sa kan man
konstatera att djuret haft sjukdomen vid det forsta provtagningstillfallet (Moreno-
Lopéz, 1989).

Parade serologiprover ar en saker metod for att pavisa sjukdomen men har den
nackdelen att det tar tid att fa svar.

Material och metoder

Provtagningar for BCV har genomforts pa tre besattningar som drabbats av diarré
pa vuxna djur.

Besattning 1:

Gard A i Uppland, drabbades i februari 2004 av ett utbrott av vinterdysenteri.
Garden omfattade ett 100-tal djur bestdende av spadkalvar, ungdjur och mjolkkor.
Djuren provtogs vid tva tillfallen, den 27/2 och 2/3. Proven bestod av track- och
nossvabbar frén sjuka djuroch frdn djur utan kliniska symtom i alla
alderskategorier. Medan i princip alla mjolkande djur (samt ett par spadkalvar)
visade vattentunn diarré, sags nastan uteslutande luftvagssymtom pa ungdjur och
sinkor. Fyra nyligen inképta mjolkkor var hart drabbade, en med vattentunn diarré,
melena och kraftig tachykardi. Att 6vriga djur inte drabbades i samma utstrackning
berodde troligen pa att garden haft ett tidigare utbrott 3-4 ar tidigare och dessa djur
fortfarande hade immunitet mot sjukdomen.

Svabbproverna frystes ned i vantan pé vidare analyser efter BCV med ELISA och
PCR.

Besattning 2:

Gard B i Sérmland drabbades i februari 2004 av ett utbrott av vinterdysenteri.
Garden tar emot ungtjurar fran hela landet for avelsvérdering. Garden omfattar
drygt 150 djur. Tolv djur provtogs med tradck och nossvabbar vilka analyserades
med ELISA och PCR. PCR-analys gjordes pa bade virusets HE-gen och S-gen.
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Besattning 3:

Gard C i Jamtland drabbades i december 2004 av vinterdysenteri. Garden har 26
mjolkkor och ca 20 yngre djur. Alla kor utom en forstakalvare drabbades av
sjukdom i form av diarré och manga hade dven hosta. Mjolkproduktionen sjonk
med en tredjedel. Kalvarna hade lite hosta men ingen diarré. Tva av korna var sa
daliga att veterinar fick tillkallas. Ett trackprov togs da och skickades ivag till SVA
for analys. Provet analyserades med realtids-PCR.

Resultat

Besattning A

PCR och ELISA analyserades pa 20 av proverna som tagits. Proverna som kordes
omfattade bade &ldre och yngre djur, bade tréack- och nossvabbar samt prover fran
béda provtagningstillfallena.
1270, 1271 och 1272 &r ca 1-2 veckor gamla spadkalvar.

1225 och 1233 &r nagot aldre kalvar. Ovriga ar vuxna djur.

Tabell 2
PCR -kérning
Nr Svabb

158 Track
191 Track
198 Nos
198 Track
344 Track
348 Nos
348 Track
482 Nos
865 Nos
865 Track
1225 Nos
1233 Nos
1270 Nos
1270 Track
1271 Nos
1271 Track
1271 Nos
1272 Nos
1272 Track
1272 Track

neg kontr

pos kontr

14

Datum
27-feb
27-feb
27-feb
27-feb
03-mar
27-feb
27-feb
27-feb
27-feb
27-feb
27-feb
27-feb
27-feb
27-feb
27-feb
27-feb
03-mar
27-feb
27-feb
03-mar

PCR - HE-gen
+

+ 4+ + + F F A+ A+ + o+



ELISA

ELISA kordes pd samma provmaterial som det tidigare korts PCR-analys pa.
ELISA-testet som anvandes ar utvecklat for spadkalvar med diarré men har dven
anvants for korning pé dldre djur, dock med varierande framgéang. Vid den korning
som gjordes sa blev det inget utslag pa nagot prov, dven hos spadkalvarna med
diarré for vilka testet ar utprovat. Den positiva kontrollen gav dock ett tydligt
utslag varfor analysen sannolikt var korrekt utford.

Eftersom ELISA-testet inte gav nagra resultat s& gick det ej att genomfora ndgon
jamforelse mellan de tva analysmetoderna ELISA och PCR

Besattning B

PCR- och ELISA-analys gjordes pé track- och nossvabbar fran 12 av de drabbade
djuren som var tjurkalvar i ettarsaldern.

Tabell 3
PCR-k6rning
Nr Track-HE Track-S Nos-HE Nos-S
5062 + + - -
399 + + - -
2226 + + + +
38 + + + +
7375 + + + -
317 + + + +
7190 + + - -
7125 + + + +
7593 + + + +
7590 + + + +
652 + + + +
401 +
pos. kontr. + + + +
neg kontr. - - - -
ELISA

Awven i denna besittning blev alla resultat fran trackproverna som kordes p& ELISA
negativa.

Besattning C

Endast ett av djuren analyserades med den nyligen utarbetade metoden for realtids-
PCR. Ett trackprov analyserades och visade pa ett positivt utslag for BCV.
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Diskussion

Vinterdysenteri & en sjukdom som kan sla hart mot mjolkproduktionen hos en
drabbad djurédgare och ge en betydande ekonomisk forlust. Det skulle vara
ekonomiskt I6nsamt att férsoka minska antalet utbrott i landet. For att gora detta &r
det viktigt att man har en bra diagnostik for att veta vilket slags agens man har att
gora med. Man kan da fa en Gverblick 6ver problemen. Det var lange okant vad
som orsakade vinterdysenteri och mycket &r fortfarande oklart nér det géller t.ex.
spridningsvagar. Att BCV ar mycket smittsamt ar dock klart da det ofta slar till
mot hela regioner samtidigt. | fallet Gard C i Jamtland sa var ett 50-tal gardar i
regionen drabbade samtidigt efter att ha varit fria under en mycket lang tid.
Misstanken var att smittan spreds via mjolkbilen da ingen annan varit ute pa
garden och smittan dok upp tva-tre dagar efter att grannen drabbats. Om man i ett
tidigt stadium kan ga in och konstatera vad som orsakat sjukdomen kan man pa ett
battre satt satta in atgarder for att om majligt minska smittspridningen. Det &r
darfor viktigt att ha effektiva diagnostiska metoder.

Den antigen-ELISA-metod som anvants vid SVA for att hitta BCV vid kalvdiarrér
har vid analyser av vinterdysenteri inte visat sig palitlig. Det kan vara olika
stammar som orsakar vinterdysenteri och kalvdiarréer &ven om den vanliga
vinterdysenterin ocksd ger diarréer hos spadkalvar. Om sa &r fallet &r dock
fortfarande oklart.

Den PCR-metod som utarbetats verkar fungera bra for att hitta BCV. Bade i gard
A och B kunde virus pavisas i track och nassvabbar. Det visade sig att alla djur
inte utséndrade virus i bade track och nos. | Gard A sa var det ett av djuren som
var negativt pa trackprovet medan det hade ett positivt utslag pa nassvabben. Det
hade heller inget utslag vid det trackprov som togs fem dagar senare. | Gard B var
det daremot tvartom, alla djur hade positivt utslag pa trackproven medan 3 av 12
inte fick nagot utslag pa nassvabben.

Vilket som &r att foredra av nas- eller tracksvabb gér inte att ge nagot klart svar pa
dven om en del tyder pa att tracksvabb skulle vara lite battre samt att det ar lite mer
praktiskt da man latt kan ta provet och det syns tydligt att man har fatt med
material. Vid provtagningen skall man ténka pa att ta provet genom att ta svabben
mot tarmslemhinnan for att fa strre chans att fa med sig virus.

Den nya metoden med realtids-PCR verkar dock bli det som kommer att sla
igenom och anvéndas i framtiden eftersom férdelarna &r sa stora jamfort med
andra metoder. Vid forsok har det visat sig att den &r i samma klass som den vanlig
PCR nér det galler ké&nslighet. Den ar heller inte lika kanslig for kontamination
(falskt positiva) da det ar farre steg som kan ga fel. Den stora fordelen &r dock att
den ar snabbare. Man kan fa ett provsvar dagen efter att provet kommit in for
analys. Majligheten att analysera efter flera virus i samma korning &r ocksa en stor
fordel da man vid en korning kan kora flera av de agens som man kan missténka
ger upphov till sjukdomen.
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Med den nya diagnostiken kommer det att i framtiden bli méjligt att starta upp nya
kontrollprogram for att utrota sjukdomar fran landet, daribland t.ex. BRSV eller
BCV.
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