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Abstract

Cryptosporidium parvum 1is a protozoan parasite causing diarrhoea in many
different animal species including cattle and man. It is an important enteric
pathogen in neonatal calves and it is the second most common pathogen found in
diarrhoeic calves in Sweden. Subclinically infected adult cattle have, in
international studies, been shown to shed a low number of oocysts in faeces and
this has been recognised as a potential source of infection for new-born calves.
The detection methods used for diagnostic purposes are based on microscopic
investigation of faecal smears. These methods have a fairly low sensitivity and
samples from subclinically infected cattle have to be concentrated before analysis.

The purpose of this study was to establish and evaluate a sodiumchloride-flotation
method for concentration of C. parvum oocysts in faecal samples and to use the
method to investigate the occurrence of subclinical C. parvum infection in a dairy
herd.

Faecal samples were collected from 5 cows, 5 calves without diarrhoea and 5
calves with diarrhoea. To 1 gram of each sample 72 oocysts were added. This was
repeated twice for the samples from calves with diarrhoea and cows. Unspiked and
spiked samples were treated by the flotation method and analysed using
immunofluorescence microscopy. The sensitivity of the method was 80 % for the
samples from calves with diarrhoea spiked with 72 oocysts/gram. 70 % and 0 %
sensitivity was shown for the samples of adult cattle and calves without diarrhoea,
respectively, at this oocyst level. The recovery rate for faeces from adult cattle and
calf-diarrhoea was 52 % and 55 % respectively.

In the second part of the study faecal samples were collected from 20 adult cattle
in a dairy herd known to have cryptosporidiosis among the calves. The herd
comprised 200 cows and were situated in the south of Sweden. When the samples
were concentrated and analysed for presence of C. parvum oocysts, oocysts were
found in 2 of the samples.

The results showed that the concentration method can be used to detect low levels
of oocysts in faeces from adult cattle and from calves with diarrhoea. The result
from the samples collected in the dairy herd confirms that there are subclinically
infected adult cattle in Sweden that shed oocysts.
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Inledning

Cryptosporidium parvum ar en protozo som uppticktes och namngavs i bérjan av
1900-talet men det dréjde dnda till 1971 innan den sattes i samband med diarré pa
notkreatur (Panciera et al, 1971). Sedan dess har parasiten alltmer
uppmirksammats som en primérpatogen som ger upphov till diarré hos bade djur
och ménniska. Kryptosporidios &r en zoonos som alltsd kan smitta fran djur till
ménniskor (och tvdart om). Det &r framforallt barn och immunsupprimerade
individer som drabbas, men flera stora vattenburna humana utbrott har visat att
dven vuxna immunkompetenta personer kan smittas och fa kliniska symptom. I
Sverige har C. parvum stor betydelse som enteritpatogen hos unga kalvar och den
ar ett av de vanligaste infektionsagens som pavisas hos kalvar med diarré. Stor del
av forskningen om kryptosporidier inriktas idag péa att fa stérre kunskap om
smittvdgar och om var smittreservoarerna finns.

Taxonomi och morfologi

Kryptosporidierna tillhér gruppen koccidier och har manga olika arter varav tva
har pévisats hos notkreatur, C. parvum som framforallt infekterar tunntarmen och
C. andersoni som hittats i 16pmagen hos vuxna noét (Fayer, 1997, Lindsay, 2000).
C. parvum dr inte virdspecifik utan kan infektera de flesta déggdjur.
Molekylargenetisk forskning har visat att det finns en human genotyp som endast
pavisats hos primater och en bovin genotyp som har ett vidare virdspektra
(Enemark, 2002).

Oocystorna som ér parasitens infektiosa stadium bestar av fyra stycken sporozoiter
som omges av en tva lager tjock kapsel. I kapseln finns en sutur genom vilken
sporozoiterna kan ta sig ut for att infektera vardceller. Oocystorna ar sfariska och 4
-S5um i diameter. C. parvum och C. andersoni kan skiljas & morfologiskt vid
mikroskopering eftersom C.andersoni har en lite annan form och &r storre dn C.
parvum, 6 - 8 um (Enemark, 2002).

Livscykel

Kryptosporidiernas livscykel liknar andra tarmkoccidiers (figur 1). Efter oralt
upptag av virden excysterar oocystorna och sldpper ut sina sporozoiter i
gastrointestinalkanalen dir de infekterar tarmepitelceller. En asexuell forokning
sker dir som resulterar i att en meront innehallande atta stycken merozoiter bildas.
Nér meronten rupturerar slapps merozoiterna ut i tarmlumen, infekterar nya celler
och utvecklas till makro- och mikrogameter, parasitens konceller, som
sammansmalter till zygoter. Zygoterna sporulerar i tarmen och bildar oocystor som
ar infektiosa direkt ndr de lamnar varden med tricken. Detta skiljer kryptosporidier
fran de flesta andra koccidier som maéste sporulera utanfor varden for att bli
infektiosa. Kryptosporidier har dven formaga till autoinfektion genom att cirka
20% av oocystorna bildar en tunnare kapsel &n de andra. Dessa tunnviggiga



oocystor kan excystera innan de utskiljs med tricken och pa sd vis orsaka
autoinfektion (Current & Garcia, 1991).
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Figur 1.Schematisk bild av kryptosporidiernas livscykel. Fran Dubey,
Speer and Fayer 1990 “Cryptosporidiosis of man and animals” med tillatelse
av CRC Press

Klinisk bild och patogenes

Hos ndtkreatur dr kryptosporidios vanligast hos kalvar mellan 1 till 3 veckors alder
(de la Fuente et al, 1998, Uga el al, 2000, Huetink et al, 2001), men forekommer
dven hos dldre notkreatur (Huetink et al, 2001). De vanligaste kliniska symptomen
ar depression, nedsatt aptit, lindrig feber och diarré. Diarrén kan variera mellan att
vara kramig till vattnig och dven blodinslag kan férekomma (Tzipori et al, 1983).
Symptomen &r oftast av dvergaende natur och en del kalvar férblir symptomfria.
Durationen av de kliniska symptomen varierar. I en studie med experimentellt
infekterade kalvar varade symptomen mellan 2 - 10 dagar, 3 av 22 kalvar forblev
diarréfria och 1 visade inga symptom (Tzipori et al, 1983). Vid samtidig infektion
med andra patogener, t ex rotavirus, coronavirus, E. coli eller BVDV, kan dock
allvarligare sjukdom och dodsfall forekomma (Moon et al, 1978, Hall et al, 1988).

C. parvum infekterar framst distala tunntarmens epitelceller och orsakar dér villi-
atrofi, villi-fusion och inflammation (Tzipori et al, 1983). Skadorna pa tarmepitelet
leder till malabsorption och férsdmrad digestion vilket resulterar i diarré (Current
& Garcia, 1991).

Behandling och forebyggande atgéirder

For nérvarande finns ingen effektiv terapi mot kryptosporidios utan behandlingen
inriktas p& understodjande atgirder s& som vitsketerapi. Preparat som &r



verksamma mot andra koccidier har ej effekt mot C. parvum (Enemark, 2002).
Man har fatt viss framgéng vid behandling med ett ldkemedel som heter Halocur
(verksam substans dr halofuginonlaktat) men behandlingen méste sdttas in mycket
tidigt i sjukdomsfoérloppet for att ha ndgon verkan. Andra nackdelar som bland
annat smal terapeutisk bredd gor att detta kan anses som ett "sista-utvigen-
preparat" (Kerstin de Verdier, personligt meddelande).

Forebyggande atgdrder ar det bésta sittet att forhindra smittspridning och utbrott
av kryptosporidios. Bra hygien i kalvningsbox och kalvboxar &r mycket viktigt
eftersom smittan sprids med faeces. Vid grupphéllning av kalvar ar det viktigt att
grupperna inte dr for stora och att spidda kalvar inte blandas med dldre. Sjuka
kalvar bor isoleras fran gruppen sa snabbt som mdjligt och kalvboxar bor
regelbundet tdmmas for rengdérning och upptorkning innan ny grupp sitts in.
Adekvat ramjolksgiva till nyfédda kalvar dr en annan forebyggande atgérd som
hgjer kalvens allmidnna motstandskraft mot infektioner (de Verdier Klingenberg &
Bjorkman, 2000).

Epidemiologi

Kryptosporidier sprids faekal-oralt, via direktkontakt eller indirekt via
kontaminerad nérmiljo, foder, vatten samt livsmedel. Oocystorna &r mycket
resistenta utanfor virden och kan forbli infektiva i flera ménader i sval fuktig
miljo. De ar motstandskraftiga mot de flesta kommersiella desinfektionsmedel och
for avdodning krévs t ex 50 % ammoniak, 10 % formalin eller virmebehandling
vid temperaturer 6ver 60°C (Current & Garcia, 1991). C. parvum Overlever dven
klorinbehandling av dricksvatten (Enemark, 2002), vilket gor att vatten &r en
potentiell vektor for smittspridning.

C. parvum har en lag infektionsdos och en studie visat att det kan rdcka med 30
oocystor fran ett kalvisolat for att ge kliniska symptom hos immunkompetenta
manniskor (Du Pont et al, 1995).

Hos notkreatur ses infektionen frdmst hos neonatala kalvar. Bade internationellt
och i Sverige ar C. parvum, tillsammans med rotavirus och coronavirus, ett av de
vanligaste agens som pavisas vid diarré hos kalv (Snodgrass et al, 1986, Mc
Donough et al, 1994, de Verdier Klingenberg & Svensson, 1998, Naciri et al,1999,
Bjorkman el al, 2003). Forekomsten av C. parvum i nigra svenska undersékningar
varierar mellan 6 % - 19 % (Viring et al, 1993, de Verdier Klingenberg &
Svensson, 1998 Bjorkman et al, 2003), vilket &r relativt 1dga siffror om man jaimfor
med internationella studier (de la Fuente, 1998, Naciri, 1999, Uga, 2000, Huetink,
2001).

Samband mellan diarré och C. parvum-infektion har visats i flera studier (Uga,
2000, Huetink, 2001), medan det i andra undersdkningar inte gatt att pavisa ett
signifikant samband (Snodgrass et al, 1986, Viring et al, 1993, de Verdier
Klingenberg & Svensson, 1998, Bjorkman et al, 2003). Svarigheten med att pavisa
ett signifikant samband mellan C. parvum och diarré kan i vissa fall forklaras med
sjukdomens olika forlopp hos olika individer. Detta har visats i en studie av Fayer
et al (1998), dér man bl a sett att hos 11 av 26 (42%) kalvar sa pagick utskiljning



av oocystor i fler dagar dn vad diarrén pagick, samt att diarrén hos manga kalvar
var intermittent.

Prepatensperioden for C. parvum hos experimentellt infekterade kalvar varierar
mellan 2 och 7 dagar och utskiljning av oocystor pagar i 1-12 dagar (Fayer, 1997).
Infekterade kalvar kan utskilja 106 - 107 oocystor per gram faeces under en eller
flera dagar med diarré (Fayer et al, 1998, Uga et al, 2000). Vid nira kontakt mellan
kalvar och vid dalig stallhygien byggs darfor snabbt ett hogt smittryck upp.
Faktorer som hygienniva, ramjolksutfodring och totalantal djur i en beséttning
paverkar risken for kryptosporidios (Mohammed et al, 1999). Den viktigaste
smittkdllan for kalvar anses vara andra kalvar och en ndrmiljé som kontaminerats
med faeces fran infekterade kalvar men mycket av dagens forskning inriktas pa att
identifiera smittreservoarerna och se hur infektionen upprétthalls i en besittning.

Subkliniskt infekterade vuxna nétkreatur har uppmarksammats som en potentiell
smittkélla for unga kalvar. I en studie av Huetink et al (2001) fann man att 24 % av
C. parvum-infekterade kalvar i en besittning borjade utskilja oocystor nér de var
yngre dn en vecka, indikerande infektion kort efter fodelsen, trots att de ej haft
kontakt med andra kalvar (kalvhyddor pd cementgolv med minst tvd meter
emellan) och att hygienen i kalvhyddorna var mycket god. Detta tyder pa att
smittan funnits i kalvningsboxen dir kossan och kalven tillbringade ndgra timmar
tillsammans. Man kunde ocksa pavisa oocystutskiljning i alla alderskategorier i
besdttningen. For kalvar som borjade utskilja oocystor efter 8 dagar eller mer
kunde inte smittan forklaras med kalvningsboxen med tanke pé& parasitens
prepatensperiod utan den mest troliga smittvdgen i dessa fall var enligt forfattarna
olika mekaniska vektorer som tex djurskétare som gar fran kalv till kalv.
Subklinisk infektion hos vuxna notkreatur har konstaterats i flera andra
undersokningar utomlands (Lorenzo Lorenzo et al, 1993, Scott et al, 1995) men
aldrig 1 Sverige.

Forekomst av forhojda nivaer av oocystutskiljning runt kalvning, sa kallad
periparturient rise har framforts som ytterligare en faktor av betydelse for
smittspridning till nyfodda kalvar. Denna teori stddjs av ett fatal relativt nya
studier pa notkreatur och far (Ortega-Mora et al, 1999, Faubert & Litvinsky,
2000). I andra undersékningar har dock inget samband mellan kalvning och 6kad
utskiljning av oocystor setts (Scott et al, 1995, Atwill et al, 1998).

Skillnader i fynd hos olika studier maste alltid varderas utifran det faktum att det
foreligger stora skillnader i sensitivitet mellan olika diagnostiska metoder

Diagnostik

Analys av tréickprover

Pévisande av oocystor i faeces ar det vanligaste sittet att diagnostisera
kryptosporidieinfektion. Det finns olika metoder varav ndgra beskrivs hér.



Férgning av direktutstryk pa objektsglas

e Modifierad Ziehl-Neelsen fargning, mZN (Henriksen & Pohlenz, 1981)

En syrafast fargningsmetod didr oocystorna blir réda mot en blagron
bakgrund.Detta har ldnge varit den mest anvinda metoden for rutindiagnostik och
den anvinds pa Parasitologiska avdelningen pa SVA. Det &r en enkel och billig
teknik men for avldsningen i mikroskop krivs trinad personal. Det finns olika
uppgifter om metodens kinslighet, men detektionsnivan ligger i storleksordningen
runt 20 000 oocystor/gram faeces (Webster et al 1997) vilket ricker for att
diagnostisera klinisk sjukdom men inte for att detektera subklinisk infektion.

e Negativ fargning (Heine, 1982)

Férglosa oocystor mot en rod bakgrund. Maste ldsas inom 15 min. Hoga nivaer av
oocystor per gram faeces kravs for positivt utslag.

e Immunfluorescens (IF)

Provet fargas med fluoresceinmédrkta antikroppar mot kryptosporidium parvum.
Avléses i fluorescensmikroskop dér oocystorna fluorescerar gront. Detta dr en
dyrare metod bade vad det giller utrustning och reagenser men ldttare att ldsa av.
Olika uppgifter om sensitivitet finns, men enligt Webster et al (1997) ligger
detektionsnivan pa 5000 oocystor/gram faeces. Enligt en studie av Quilez et al
(1996) hade mZN férgning en sdmre sensitivitet 4n IF medan andra inte sett nagon
skillnad i kéanslighet mellan IF och syrafasta fargningsmetoder (Ignatius et al,
1997)

Snabbtest

Dipstick fran Cypress Diagnostics bestdr av en sticka som &r preparerad med
antikroppar mot kryptosporidium parvum, stickan doppas i provet och positivt
utslag visas i form av en bld linje inom 15 minuter. Denna test anvinds pa
Parasitologiska avdelningen, SVA. Vid en jimforelse av Dipstick-testet och mZN
fargning blir samma prover positiva respektive negativa, men en osikerhet finns da
dipsticktestet uppvisar en svag linje. P4 parasitologen verifieras darfor alla icke
klart negativa prover med mZN (Bodil Christensson, personligt meddelande).

ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

Faecesprov tillsdtts till brunnar belagda med monoklonala antikroppar mot
kryptosporidium parvum, eventuellt antigen i provet binds till antikropparna. Anti
kryprosporidiumkonjugat tillsétts och binds till eventuellt antigen. Pa konjugatet
finns ett enzym som nér substrat tillsétts bildar en fargad produkt, fairgomslaget &r
markér for ett positivt prov, detta kan avldsas manuellt eller med
spectrophotometer. Enligt Webster et al (1997) ar lagsta detektionsgransen 50.000
oocystor per gram faeces och didrmed mindre kénslig 4n mZN och Dipstick.
ELISA ir en relativt dyr metod som kan vara lamplig att anvdnda ndr man har
maénga prover (Christensson et al, 1996). Vid avldsning med spektrophotometer
blir det en mer objektiv beddmning d4n med de andra metoderna.

Koncentreringsmetoder

Med de tidigare ndmnda metoderna kan man diagnostisera klinisk kryptosporidios
dé antalet utsondrade oocystor per gram faeces dr hogt. Vid utsondring av ett lagre



antal oocystor ricker dock inte dessa metoder till (Enemark, 2002). Olika tekniker
for att koncentrera faecesprover genom att separera oocystor fran debri har
utvecklats, detta for att kunna utféra epidemiologiska studier och pavisa
subkliniska smittbdrare som utsondrar ett ldgre antal oocystor/gram.

e  Formalin-etylacetat-sedimentering (FEA,Young et al, 1979).

Faecesprov suspenderas i formalin och etylacetat och skakas kraftigt, vid
centrifugering skiktas provet i fyra lager, etylacetat, debri och fett, formalin samt
sediment innehallande eventuella oocystor.

o Flotationsteknik. (Kuczynska & Shelton, 1999)

Genom att anvénda 16sningar med hog densitet som sockerldsning eller mattad
natriumkloridlésning far man efter centrifugering en skiktning av supernatanten
dér oocystorna ldgger sig i vattenfasen ovanpa den maittade natriumkloridldsningen
och det mesta av den faekala debrin i pelleten. En nackdel dr dock att oocystorna
kollapsar efter ett antal minuter i hyperton 16sning.

Firgning av histologiska snitt

Diagnos kan dven erhéllas genom fargning av histologiska snitt fran tarmen. Dessa
bor tas direkt efter avlivning och fixering av snittet bor ske omedelbart. Denna
metod anvinds inte ldnge i rutindiagnostik pd grund av metodens invasivitet,
nodvandigheten av en omedelbar provbehandling och risken for falska negativa
svar dé infektionen ej sprids jamt dver hela tarmen (Enemark, 2002).

Syfte

Denna studie bestar av tva delar. Ett syfte var att etablera och utvdrdera en
natriumkloridflotationteknik som utvecklats pa Danmarks Veterinarinstitut i
Kopenhamn (DVI) for att koncentrera och rena faecesprover vid C. parvum-
diagnostik. Det var fraimst metodens ldmplighet vid diagnostik av subkliniska
smittbdrare och alltsd mdjligheten att detektera ldga nivéer oocystor i faeces som
skulle undersokas. Ytterligare ett syfte var att gora en inledande undersdkning av
forekomsten av subkliniska smittbdrare bland vuxna noétkreatur i en svensk
besittning med konstaterad C. parvum-infektion pa kalvarna.

Material och metoder

Utvirdering av koncentreringsmetoden

I arbetet med att etablera och utvirdera kdnsligheten hos metoden tillsattes ett kint
antal oocystor till faecesprover, sé kallad spikning.

Kryptosporidium parvum-oocystor

Till detta fors6k anvédndes oocystor som ursprungligen isolerats frén en dansk
mjolkkobesittning 1990 och sedan dess propagerats i kalvar vid DVI ("the
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Copenhagen calf laboratory isolate", CPB-0). Oocystorna i track fran kalvarna har
dérefter koncentrerats och delvis renats med natriumkloridflotationstekniken som
beskrivs i bilaga 1. Fran DVI fick vi en stamldsning med oként antal oocystor per
ml.

En preliminér uppskattning av antalet oocystor i stamldsningen gjordes genom att
vi spddde stamlosningen 1:40 och rdknade antalet oocystor i 60ul av denna
spadning som tillsattes till brunn pa objektsglas. Detta upprepades 5 ganger.
Oocystorna fargades med monoklonala antikroppar riktade mot C. parvum. Dessa
antikroppar dr kopplade med ett &mne som fluorescerar vid bestralning (vidare
kallat for FITC konjugerad anti-krypto Mab). Antalet oocystor i varje brunn
riknades i fluorescensmikroskop. Medelantalet oocystor i de 5 brunnarna var 259
st och saledes var totalantalet oocystor i stamldsningen cirka 172.600 oocystor/ml.

En noggrannare kvantifiering gjordes sedan parallellt med spikningsforsoket. Detta
gjordes dels for att berdkna antalet oocystor som tillsattes till varje faecesprov och
dels for att uppskatta hur mycket antalet oocystor varierar mellan olika
pipetteringar. Stamldsningen spdddes da 1:100. Av denna spédning tillsattes S8ul
(vilket enligt den prelimindra berdkningen skulle innehélla 100 oocystor) till
vardera nio ror innehéllande 1,5 ml vatten (samma slutvolym som faecesproverna
har efter koncentrering). Fran vart och ett av dessa prov sattes 60ul till en brunn pa
objektsglas. Preparaten fargades och avldstes enligt beskrivning nedan. Antalet
oocystor per brunn varierade mellan 1 och 5 (tabell 1). Medelantalet oocystor var
2,89 per brunn, vilket motsvarar i medeltal 72 oocystor i 58ul av den spadning av
stamldsningen som anvéndes for att spika faecesproverna.

Tabell 1. Antal aterfunna oocystor i 60 ul av prov dar 58ul av stamlésningen spddd 1:100
satts till 1,5 ml vatten.

objektsglas brunn 1 brunn 2 brunn 3
A 2 3 2

B 3 1 3

C 3 5 4
Faecesprover

Prover fran 5 st mjolkkor och 5 st kalvar, (2 - 6 veckor gamla), togs rektalt pa
SLUs forsoksgard pa Kungséngen den 7/10-03. Hos samtliga dessa djur bedémdes
avforingen ha normal konsistens. Prover fran 2 kalvar med diarré togs rektalt fran
patienter pa Inst. for idisslarmedicin, SLU (22/10-03). Dessutom fick vi tillgang
till 3 prover som skickats till Avdelningen for idisslar- och svinsjukdomar, SVA
for utredning av kalvdiarréproblem. Proverna var tagna fran kalvar med diarré i
olika beséttningar.



Provbehandling

Till 1 gram av varje prov fran korna och kalvarna med diarré sattes 58pl
oocystlosning (72 oocystor) + 945ul PBS (buffrad koksaltlosning). Ytterligare 1
gram fran vart och ett av dessa prover spikades sedan pa samma sitt. 1 gram prov
frin var och en av kalvarna utan diarré spikades med 72 oocystor (58ul
oocystlosning +945ul PBS) och ytterligare 1 gram av tva av dessa prover (K4 och
K5) spikades med 360 oocystor (290pul oocystlosning + 710ul PBS).

Koncentrering och avldsning

Koncentrering av proverna utfordes enligt bilaga 1. Metoden beskrivs har i
korthet.

Till 1 gram faeces (inklusive oocystlosning och PBS enligt ovan) i ett 50 ml ror
tillsattes 3 ml dest. vatten och 4 ml méttad natriumkloridldsning. Blandningen
skakades forst och centrifugerades sedan i 1 minut (1540 x g) varefter
supernatanten overfordes till ett nytt ror som fylldes med dest. vatten upp till 50
ml. Detta centrifugerades i 10 minuter varefter supernatanten ségs av och roret
med pelleten aterigen fylldes upp till 50 ml med dest. vatten. Ytterligare 2
centrifugeringar i vardera 10 minuter utférdes for att tvitta oocystorna. Efter sista
centrifugeringen sogs supernatanten av tills det aterstod 1,5 ml totalt inkluderande
pellet och supernatant. Aterstoden blandades vill och 60ul av provet pipetterades
till en brunn (12 mm i diameter) pé ett objektsglas.

Ytterligare 1 gram av varje prov till vilka inga oocystor tillsattes koncentrerades
ockséa for att anvidndas som negativ kontroll. Till dessa ospikade prover tillsattes
endast 4 ml dest. vatten och 4 ml méttad natriumkloridldsning. De behandlades for
Ovrigt pa samma sétt som de andra proverna.

Preparaten fick lufttorka och fixerades sedan i aceton i 10 minuter. De férgades
genom att 40-50 ul FITC-konjugerad anti-krypto Mab, beroende péa preparatets
tjocklek, tillsattes till varje brunn. Inkubering skedde i rumstemperatur och morker
under 1 till 2 timmar. Brunnarna tvéttades darefter med PBS, ett monteringsmedel
tillsattes och preparatet ticktes med tackglas som forseglades med nagellack runt
om for att forhindra att preparatet torkade.

Varje glas mérktes med ett lopnummer och avldsning gjordes i
fluorescensmikroskop vid 400 géangers forstoring. Vid avldsning var preparatets
identitet okdnd. Som oocystor rdknades runda eller ldtt ovala strukturer av
storleken 4-5 um vars kontur fluorescerade gront. Ett prov noterades som positivt
vid fynd av en eller flera oocystor per brunn. Ett prov noterades som negativt nér
hela brunnen avlists utan fynd av oocystor.

Undersokning av forekomst av subkliniska smittbiirare hos
vuxna notkreatur i en besittning

Proverna togs i en mjdlkkobesdttning med cirka 200 kor i sddra Sverige.
Beséttningen hade problem med diarré hos kalvarna och vid tidigare provtagning
och rutindiagnostik pa Parasitologiska avdelningen, SVA var flera av kalvarna
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positiva for C. parvum, se bilaga 2. Faecesprover togs fran 20 kor som alla var
inom 10 dagar fore berdknad kalvning till 16 dagar efter kalvning. Proverna
insamlades vid ett tillfille den 18/11-03 och provbehandlingen utférdes den 20-
21/11-03. 1 gram av varje prov koncentrerades med den ovan beskrivna
natriumkloridflotationsmetoden och 60 pl av vardera prov analyserades enligt
tidigare beskrivning.

Resultat

Koncentreringsmetoden

Allmdint

C. parvum pavisades inte i ndgot av kontrollproverna (ospikade) frén kalvar med
diarré och mjolkkor. Av de 5 kontrollproverna frén kalvar utan diarré (vidare
kallad formad faeces) var 3 positiva (tabell 2).

Tabell 2. Antal daterfunna C. parvum-oocystor i trdckprover fidn
V (vuxna nétkreatur), KD (kalvar med diarré) och K (kalvar utan diarré).

Antal tillsatta oocystor
Prov 0 72 72 360
V1 0 1 2 -
V2 0 1 0 -
V3 0 5 1 -
V4 0 3 2 -
V5 0 0 0 -
KDI 0 0 0 -
KD2 0 2 1 -
KD3 0 4 1 -
KD4 0 4 2 -
KD5 0 1 1 -
K1 1 1 - -
K2 11 13 - -
K3 6 5 - -
K4 0 0 - 0
K5 0 0 - 0
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Den hogsta sensitiviteten erholls vid spikning av kalvdiarréprover diar 8 av 10
(80%) spikade prover avléstes positiva vid en nivéa av 72 oocystor/gram. Metodens
kanslighet vid spikning av kofaeces-proverna var 70% (7/10, 72 oocystor/gram)
Lagst kanslighet pavisades vid spikning av formad faeces fran kalvar, 0% (0/2) vid
spikning med 72 respektive 360 oocystor/gram. Proverna fran kalvar utan diarré
hade efter koncentrering ett helt annat utseende dn de andra proverna bade
makroskopiskt, i provroret och pa objektsglaset (figur 2), samt mikroskopiskt.
Dessa prover var mycket svaravldsta och kommenteras vidare nedan.

Figur 2. Koncentrerat prov fran kofaeces
i provror och brunn till vénster. Formad
faeces fran kalv till hoger.

Medelantalet aterfunna oocystor i kofaeces- och kalvdiarréproverna var 1,5
respektive 1,6. Aterfinningsgraden eller si kallad recovery rate var alltsd 52%
(1,5/2,89) for kofaeces och 55% (1,6/2,89) for kalvdiarré. Alltsd har 48 %
respektive 45% av oocystorna gatt forlorade i koncentrerings- och
reningsprocessen.

Formad faeces fran kalv (prov KI1-K35)

De tre positiva kontrollproverna (K1, K2 och K3) skickades till Parasitologiska
avdelningen, SVA dir de analyserades med modifierad Ziehl-Neelsen fargning,
vilket dr standardmetod vid rutindiagnostik. Med denna metod pavisades inga
oocystor i ndgot av de tre proverna.

Prov K4 och K5 spikades med 360 oocystor med negativt resultat Eftersom
svarigheten vid avlédsning till stor del uppfattades som beroende av tjockleken pa
preparatet sa gjordes ett nytt forsok till avldsning av prov K4 och K5 (spikade med
360 oocystor) ddar provmingden (60 ul) fordelades pa tva brunnar (30 pl/brunn).
Resultatet av detta var att bida proverna nu avlistes som positiva. Aven de
ospikade, tidigare negativa proverna K4 och K5 avlistes pa nytt med provméangden
fordelad pa tva brunnar och K4 var da fortfarande negativ medan K5 var positiv,
se tabell 3.
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Tabell 3. Antal daterfunna C. parvum-oocystor i trickprover fran kalvar utan diarré.

Prov Antal tillsatta oocystor
0 360
0 72 360 2 brunnar* 2 brunnar*

K1 1 1 - - -

K2 11 13 - - -

K3 6 5 - - -

K4 0 0 0 0 7 (3+4)
K5 0 0 0 4 (3+1) 10 (9+1)

*provet fordelades pé tva brunnar

Besittningsprover

Av de 20 provtagna korna var 2 positiva. Dessa hade kalvat 6 respektive 14 dagar
fore provtagning. I bdda de positiva proverna hittades 1 oocysta/brunn, vilket
motsvarar 48 oocystor/gram faeces om man riknar med en "recovery rate" pa 52 %
enligt tidigare utrdkning.

Diskussion

Resultaten i denna studie visar pd goda mojligheter att kunna detektera subkliniska
nivéer av oocystutskiljning med den hér anvidnda natriumkloridflotationstmetoden.
Vi kom fram till en kénslighet p4 70-80 % pa en niva av 72 oocystor per gram
track. Olika nivder av oocystutskiljning hos symptomfria kor har pévisats i olika
studier. Scott et al (1995) uppméitte nivaer mellan 35-7000 oocystor/g hos 50 friska
kor och i ett annat forsok hittade man 125-500 oocystor/g hos 148 symptomfria
kor (Faubert & Litvinsky, 2000). I bada dessa studier anvéinde man sockerflotation
som koncentrationsmetod och man maste rikna med att ett antal oocystor forloras i
processen, dvs att “recovery rate” ej dr lika med 100% (Enemark, 2002). De
egentliga nivderna av oocystor som dessa kor utskiljde var darfor sannolikt nagot
hogre dn vad som anges. I jimforelse med de nivder av oocystutskiljning dessa
studier har funnit hos subkliniskt infekterade kor s kan man anta att en stor del av
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de eventuellt subkliniskt infekterade korna i en beséttning skulle upptdckas med
den koncentreringsmetod som vi anvént i denna studie.

Metodens begrinsning ligger i svarigheten att kunna detektera mindre méngder
oocystor i formad faeces fran kalv. Detta beror troligen dels pa stérre mingd fett i
formad faeces fran icke avvinjda kalvar samt dels pa att en stérre andel
finfordelade partiklar som har 1ag densitet ldgger sig ovanpa natriumkloridskiktet
(tillsammans med oocystorna) vid flotationen. For att komma ner pd en niva av
360 oocystor/gram fick vi lov att dela upp provméngden pa tva brunnar vilket blir
tidsédande om man vill gora en fullstindig kvantifiering, men inte fullt sa
tidsddande om det racker med ett positivt alternativt negativt provresultat. Det &r
intressant att notera att de tre proverna frén kalvar utan diarré som med denna
metod visades vara infekterade med C. parvum, alla var negativa enligt provsvar
fran Parasitologiska avdelningen, SVA dér de anvénder modifierad Ziehl-Neelsen
fargning som diagnostisk metod. Med tanke pa natriumkloridflotationsmetodens
okénslighet vid nivaer pa 360 oocytor/g och nedat samt en nedre detektionsgrins
for mZN pa runt 20.000 oocystor/g (Bodil Christensson, personligt meddelande,
Webster et al, 1997), s& kan man dra slutsatsen att dessa till synes friska kalvar vid
provtillféllet troligen utskiljde nivaer mellan 360 och 20.000 oocystor/gram.

Resultatet av besittningsproverna visar att 2 av de 20 korna utskiljer oocystor.
Detta bekriftar att det dven i Sverige forekommer subkliniskt infekterade kor som
utskiljer oocystor med tracken, vilket redan tidigare konstaterats i flera studier
utomlands (Lorenzo Lorenzo et al, 1993, Scott et al, 1995). En oocysta per brunn
motsvarar 48 oocystor/gram faeces om man riknar med en "recovery rate" pa 52 %
som denna studie visar att metoden har.

Med tanke pé den ldga smittdosen och C. parvums hoga 6verlevnadsforméga kan
dven ldga nivder 1 faeces vara av epidemiologisk betydelse. Framtida
anviandningsomrade for den nya koncentreringsmetoden &r framfor allt
epidemiologiska undersdkningar dir man kan tinka sig screening av hela
besittningar eller vissa alderskategorier for att fa en klarare bild av prevalensen av
denna infektion samt battre kunna forsta smittvdgar. Intressant vore t ex en studie
av forekomst av forhdjda nivéer runt kalvning som det finns motsédgande uppgifter
om (Scott et al, 1994, Atwill et al, 1998, Ortega-Mora et al, 1999, Faubert &
Litvinsky, 2000). Noggranna undersokningar av patensperioder, dvs antal dagar
som oocystor utskiljs, skulle kunna utféras genom att folja en ev stegring och
sankning av oocystutskiljning hos smittade kalvar. Med ny kunskap inom dessa
omraden skulle radgivning som &mnar till att sdnka smittspridningen till och
mellan kalvar kunna forbattras. Man skulle eventuellt ocksa kunna tdnka sig att
anvinda metoden som ett redskap i besittningsutredning i beséttningar med
konstaterad C. parvum infektion och diarréproblem som visat sig vara svéra att bli
av med. Aven av zoonosskdl dr det viktigt att fi en tydligare bild av
infektionslédget hos notkreatur i Sverige.

For diagnostisering av kliniska fall kommer dven i fortsittningen fargning utan
foregdende koncentrering samt snabbtester att vara de mest lampliga med tanke pa
att dessa ar mindre tids- och resurskrdvande.
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Bilaga 1

Isolation and detection of Cryptosporidium oocysts from
faeces

1.

Sample type: Human and animal faeces

1.1 Materials and reagents:

High quality, oocyst free water — Milli-Q or deionised.

Saturated NaCl in water (Milli-Q or deionised) — room temperature (360g
NaCl/ liter).

50 ml conical centrifuge tubes (Corning, USA, cat 430829)

10 ml centrifuge tubes with volume indications (Sarstedt, Germany, cat
62.9924.283)

Teflon printed diagnostic slides 3 wells 12 mm. (Immuno-Cell Int., Belgium,
cat 61.100.03)

Acetone (General grade) for fixing.

Sterile phosphate-buffered saline (pH 7.2)

FITC conjugated anti-Crypto MAb (Microgen Bioproducts Ltd., UK, cat
M85)

IFA mounting fluid (Cell Labs, UK)

Cover Slips 24 x 50 mm. (Hounisen, DK)

Quick drying nail polish.

1.2 Method (analysis of 1 g sample)

1.2.1 Flotation in saturated sodium chloride solution
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.
21.

Weigh 1.0 g of faeces in a 50 ml conical centrifuge tube.

Add 4 ml of water (Milli-Q or deionised).
For validation, add oocysts in 1 ml PBS + 3 ml of water instead!

Vortex until the suspension is of even consistency, shaking the tube 2-3 times
to insure suspension of any material that has been deposited near the mouth of
the tube.

Add 4 ml saturated NaCl in water (room temperature).

Shake tube to suspend any particles that may have been deposited on the lid.
Vortex 10 seconds. Shake tube. Vortex 10 seconds.

Centrifuge 1 minute at 1540 x g at room temperature.

Transfer supernatant to new 50 ml tube (containing approximately 42 ml of
water) with a 5 ml automatic pipette, being careful not to disturb the pellet.
Fill tube to 50 ml with water (Milli-Q or deionised).

Rinse pipette tip by carefully sucking the diluted solution into the tip several
times.

Centrifuge 10 minutes at 1540 x g (room temperature). Fast acceleration,
medium brake.

Use vacuum to remove supernatant until there are approximately 5 ml left in
the tube.

Vortex approximately 10 seconds until the pellet is suspended.

Add water (Milli-Q or deionised) to 50 ml.

Centrifuge 10 minutes at 1540 x g (room temperature). Fast acceleration,
medium brake.

Use vacuum to aspirate supernatant until there are approximately 5 ml left in
the tube. DO NOT VORTEX!

Carefully transfer pellet plus the remaining liquid to a 10 ml tube.

Use small amounts of water (Milli-Q or deionised) to wash the 50 ml tube and
pipette tip several times, transferring the wash water to the 10 ml tube until it
the is full.

Centrifuge 10 minutes at 1540 x g (room temperature). Fast acceleration,
medium brake.

Use vacuum to aspirate the supernatant until there are 1,5 ml left in the tube.

Vortex to suspend the pellet.
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22.

23.

Insure that all liquid is at the bottom of the tube. Use the automatic pipette to
mix the liquid and transfer 60 pl to a well of a marked slide for FITC staining.
Dry at room temperature. The slides can now be stored for up to a few days at

5°C, but they must be allowed to dry completely again before continuing.

1.2.2 Staining and microscopy

1.

20

Submerge the slide in room temperature acetone for 10 minutes, and allow to
air dry.

Add 50 pul FITC conjugated anti-crypto MAD to the well, being certain that the
entire well is covered with stain, and incubate 1 hour in the dark at room
temperature.

Use an automatic pipette to aspirate the stain, being careful not to touch the
sample surface.

Gently drip 100 pl PBS to the well, and carefully aspirate it off. Repeat with
fresh PBS.

The sample may be allowed to air dry slightly, but must remain visibly damp.
Add 1 drop mounting medium (approximately 10 pl) to each well, and drop a
coverslip onto the slide, avoiding bubbles in the well.

Seal with fast drying nail polish around the edges of the coverslip to secure
the lit, and to prevent drying.

Examine at x 200 — 250 magnification

a) If there are more than approximately 10* oocysts in the well (~ 40 oocysts
per field of vision at x 250), make a 1:100 dilution (The oocyst
suspension is vortexed, and 100 pl oocyst suspension is added to 9,9ml
Milli-Q water), vortex, and transfer 60pul to a slide well. Dry, fix and stain
as above.

b) If there are more than approximately 10° oocysts in the well (~ 4 oocysts
per field of vision at x 250), make a 1:10 dilution (The oocyst suspension
is vortexed, and 100 pl oocyst suspension is added to 900 pul Milli-Q
water), vortex, and transfer 60ul to a slide well. Dry, fix and stain as

above.



c) If there are fewer than 1000 oocysts in the well, the number can be

considered reliable. (For validation, a duplicate slide should be made

and counted).

d) To allow reliable quantification in formed fatty stools, the 60 pl

subsample should be pipetted onto 2 wells.

APPENDIX

On the first slide 4,0% of the sample is examined. The final volume of the

extraction is 1,5 ml, and the volume transferred to the slide is 60 pl.

60ul

————¢100% =4,0%

1500u!

60 ul of a 1:10 dilution would contain 0,4% of the sample, and 60 ul of a 1:100

dilution would contain 0,04% of the sample.

Expected counts per well (assuming 100% recovery)

Spiking level 60ul undiluted 60ul diluted 1:10 60ul diluted 1:100
10° 4
10° 40
10* 400
10° 4000 400
10° 40000 4000 400

In order to determine which dilution is needed, one does not need to count all
oocysts in the well first. It is possible to estimate the count by counting several
representative viewing areas, and determining the average number of oocysts per

viewing area.

Which dilution is needed will depend on the relationship of the actual average
number of oocysts per viewing area to a calculated average.

Calculating the average number of oocysts per view cutoffs

To find the number of viewing areas in a well, count the number of viewing

diameters the well has (n). The area of a single viewing is defined:

Area . =

. 2
7 ® Diameter

view

view

4
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The area of the well is defined as:

. 2
4 A (n o Dzameterview)
rea, ., = 4

The number of viewing areas (V) is therefore:

Te (n e Diameter,,,, )2

= Area,,, _ 4 — 2
. 2
Area,,,, 7 ® Diameter,,,
4

The cutoff for 1:100 dilution is 10* oocysts. The average number of oocysts per
view can therefore be calculated as:

4
Oocysts.. =——
7 14

view

The cutoff for 1:100 dilution is 10° oocysts. The average number of oocysts per
view can therefore be calculated as:

10°
Oocysts.. =——
) V

view

At 250X magnification, the 12 mm diameter wells are about 16,5 viewing areas
across, so the number of viewing areas per well is:

V =16,5> =272

If there are fewer than approximately 3,7 oocysts per view area, then the slide well
will contain fewer than 1000 oocysts, and no dilution is necessary. All oocysts on
the slide should be counted.

If there are more than an average of 3,7 oocysts per view area, then the slide well
will contain more than 1000 oocysts, and a new slide should be made from a 1:10

dilution.

If there are more than an average of 37 oocysts per view area, a new slide should
be prepared from a 1:100 dilution.
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Bilaga 2

Sammanstillning av provresultat

Trackprover tagna fran 22 kalvar 1 en mjolkkobesittning,

Provtagningsdatum: 7 november 2003

Lab nr C. parvum Limeria spp. rotavirus | coronavirus kalvens dlder
opg art
76 - - - - 1-2v
77 + 50 strongyloides - - 1-2v
papillosos
80 + - - - 2-3v
81 - - - - 2-3v
82 + - + - 2-3v
83 + - + - 2-3v
84 - + 50 strongyloides - - 2-3v
papillosos

85 - - - - 2-3v
86 - + 11550 * - - 2-3v
87 - - - - 2-3v
88 - + 9150 ok - - 2-3v
89 - + 250 E. spp - - 2-3v
78 - - - - 4v

79 - - - - 4v

90 - - - - 3-8v
91 - - - - 3-8v
92 + - - - 3-8v
93 + - - - 3-8v
94 + - - - 3-8v
95 - - - - 3-8v
96 - - - - 3-8v
97 - - - - 3-8v

* E. auburnensis (80 %), E. canadensis/wyomingensis (20 %).

** E. auburnensis (50 %), E. canadensis (25 %), E. wyomingensis (25 %)

Analysmetoder:

Kryptosporidier: snabbtest + utstryk (konfirmerande)
Rotavirus: ELISA (Dako)
Coronavirus: ELISA (Cypress)
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