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FORORD

Jag vill borja med att rikta ett stort tack till de tvd gardar som stdllde upp 1 forsoket. Tack for
er tid och ert engagemang. Jag vill dven tacka min bitrddande handledare Hakan Landin som
hjélpt mig vid besdken av dessa gardar. Jag vill slutligen rikta ett stort tack till min
huvudhandledare Karin Persson Waller for stdd, hjdlp och all tid hon har lagt ner for att

handleda mig i arbetet av detta examensarbete.



SAMMANFATTNING

Staphylococcus aureus @r den frimsta orsaken till klinisk och subklinisk mastit i svenska
mjolkkobesittningar och medfor dirmed ekonomiska forluster for en stor andel av Sveriges
mjolkproducenter. S. aureus har formaga att uttrycka egenskaper som medfor etablering i
juvret och mojlighet att undvika virdens immunforsvar. S. aureus har visat sig vara svar att
eliminera frdn en beséttning och denna typ av mastit dr i en del fall svér att behandla med
antibiotika varfor ett verksamt vaccin efterfrigas. For forsta gangen finns nu ett vaccin mot S.
aureus tillgangligt pad den svenska marknaden, Startvac®, men déd inga studier har utforts
gillande vaccinets effekt under svenska forhallanden startades en fdltstudie pa tvé svenska
mjolkgardar i Svensk Mjolks regi ar 2010. Syftet med detta examensarbete var dels att
genomfora en litteraturstudie om S. aureus mastit med tonvikt pd mojligheter till vaccination
samt att sammanstdlla prelimindra resultat fran ovanndmnda filtstudie. Kor med udda
oronnummer vaccinerades intramuskuldrt med tre doser utifran berdknat kalvningsdatum,
medan kor med jdmna Oronnummer utgjorde ovaccinerad kontrollgrupp. Kliniska och
subkliniska mastiter under de forsta fyra manaderna efter kalvning rapporterades och
mjdlkprov frin dessa kor analyserades bakteriologiskt. Aven kocelltalen vid de fyra forsta
provmjolkningarna efter kalvning jdmfordes mellan vaccinerad och ovaccinerad grupp inom
besittning. Resultaten visade inga signifikanta skillnader avseende forekomst av mastit
orsakad av S. aureus mellan grupperna pa gérd A medan en signifikant hdgre andel kor med
mastit orsakad av S. aureus fanns i den vaccinerade gruppen pa gard B. P4 gird A var
kocelltalen signifikant ldgre i den vaccinerade gruppen 4n i den ovaccinerade kontrollgruppen
vid tredje provmjolkningen efter kalvning. P4 gérd B diremot tenderade kocelltalen att vara
hogre i den vaccinerade gruppen &n i den ovaccinerade kontrollgruppen vid samma tidpunkt.
Sammantaget visar de preliminéra resultaten pd en positiv effekt av vaccination pd gard A. Pa
gdrd B ddremot var juverhdlsan sdmre i den vaccinerade gruppen vilket dr svartolkat.
Resultaten dr dock prelimindra dd endast en dryg tredjedel av det totala antalet kor som ingar i
féltstudien innefattades i denna analys. I den slutliga statistiska analysen kommer hdnsyn éven

tas till faktorer som t.ex. ras, dagar efter kalvning och celltal vid sinldggning.



SUMMARY

Staphylococcus aureus is the most common cause for mastitis in Swedish dairy farms and
causes great economic losses for a large proportion of Swedish milk producers. S. aureus has
the ability to express properties, which lead to establishment in the udder and evasion of the
immune system of the host. S. aureus is often difficult to eliminate from a herd, and this type
of mastitis is sometimes difficult to treat with antimicrobials. Thus, an effective vaccine is
warranted. For the first time, a vaccine against S. aureus mastitis, Startvac®, is now available
in Sweden, but as no studies have been made regarding its efficacy under Swedish conditions
a field study was initiated by the Swedish Dairy Association on two Swedish dairy farms in
2010. The aim of this graduate project was to do a review on mastitis caused by S. aureus
with emphasis on the possibilities for vaccination, and to put together preliminary results from
the field study mentioned above. Cows with uneven numbers were immunized
intramuscularly three times according to their expected date of parturition, while cows with
even numbers were included in the unvaccinated control group. Cases of clinical and
subclinical mastitis during the first four months after parturition were reported, and milk
samples from such cows were analysed bacteriological. In addition, cow milk somatic cell
counts (SCC) at the first four test milkings after calving were compared between vaccinated
and unvaccinated groups within each herd. The results showed no significant differences
regarding the incidence of mastitis caused by S. aureus between the groups in farm A, while a
significantly higher proportion of mastitis caused by S. aureus were detected in the vaccinated
group in farm B. In farm A, the cow SCC were significantly lower in the vaccinated group
than in the unvaccinated control group at the third test milking after calving. In farm B,
however, the SCC tended to be higher in the vaccinated group than in the control group at the
same time point. In conclusion, the preliminary results show a positive effect of vaccination in
farm A. In farm B, the udder health was worse in the vaccinated group, which is difficult to
interpret. The results are, however, preliminary as only slightly more than a third of the total
number of cows included in the field study was included. In the final statistical evaluation,

other factors like breed, days in milk and SCC before drying off will also be considered.



INLEDNING

Staphylococcus (S.) aureus ar den juverpatogen som ger upphov till flest subkliniska och
kliniska mastiter i svenska mjolkkobesdttningar. Denna patogen medfor darmed stora
ekonomiska forluster for en stor andel av Sveriges mjolkproducenter i form av nedsatt
mjolkproduktion och mjolkkvalitét, 6kade arbetskostnader, 6kade veterindrkostnader samt
rekryteringskostnader p.g.a. for tidig utslagning. S. aureus har forméga att uttrycka
egenskaper som medfor etablering i juvret och mojlighet att undvika vérdens immunforsvar.
S. aureus har dirfor visat sig vara svar att eliminera frdn en beséttning. Manga S. aureus
mastiter dr dessutom svara att behandla med antibiotika varfor ett verksamt vaccin efterfragas.
Omfattande forskning har med skiftande resultat gjorts under aren for att utveckla ett vaccin
riktat mot S. aureus. Inget vaccin mot denna typ av mastit har tidigare anvints kommersiellt 1
svenska besédttningar. Nu finns dock det forsta vaccinet mot S. aureus tillgédngligt pd svenska
marknaden. Fore introduktionen i Sverige hade inga studier utforts géllande vaccinets effekt
under svenska forhdllanden. Dérfor startades en faltstudie pa tva svenska mjolkgérdar i
oktober 2010 i Svensk Mjolks regi. Studien kommer att paga till februari 2012. Syftet med
detta arbete var dels att genomfora en litteraturstudie om S. aureus mastit med tonvikt pa
mojligheter till vaccination samt att sammanstéilla prelimindra resultat fran ovandmnda

faltforsok.



LITTERATUROVERSIKT
Mastit orsakad av S. aureus
Etiologi och patogenes

S. aureus ar en grampositiv, koagulaspositiv bakterie som normalt finns pé juver och spenhud
(Sutra & Poutrel 1994). Den anses framforallt vara en smittsam juverbunden bakterie som
framst sprids vid mjolkning (Sutra & Poutrel 1994), men kan dven éterfinnas i strOmaterial,
foder och utrustning (Biggs 2009, Radostits et al. 2007). S. aureus ar en bakterie som dven

ofta aterfinns i sar t.ex. pa hasen (Capurro et al. 2010,).

For att S. aureus ska kunna etablera sig i juvret och orsaka en infektion méste bakterien kunna
fasta till och invadera juvervdvnad samt undvika immunforsvaret (Middleton 2008). Om S.
aureus lyckas ta sig in i juvret via spenkanalen fdster bakterien till epitelceller genom att
uttrycka s.k. adhesiner pé ytan varefter en uppforokning sker. S. aureus producerar direfter
toxin for att underldtta vivnadspenetration och fortsatt spridning. Slutligen har S. aureus

mdjlighet att undvika immunforsvaret genom t.ex. kapselproduktion och uttryck av protein A.

Variation mellan stammar

Det finns ett flertal genetiskt skilda stammar av S. aureus (Barkema et al. 2006, Capurro et al.
2010y, Zecconi et al. 2006). Enligt Capurro et al. (2010,) finns det manga skilda genotyper av
S. aureus 1 véra svenska beséttningar. Dock var ett antal genotyper vanligare, och tre av dessa
stod for cirka 50 % av de svenska isolaten, vilket tyder pa en spridning mellan beséttningar.
Dessa genotyper kunde aterfinnas i hela landet. Skillnader mellan stammar av S. aureus
avseende virulensegenskaper kopplade till etablering och spridning av bakterien &r troligtvis

orsaken till varfor vissa genotyper dominerar.

Prevalens

S. aureus ir 1 stora delar av vérlden den juverpatogen som i storst utstrickning isoleras vid
mastit (Haveri 2008). I Sverige ar S. aureus den juverpatogen som orsakar bade flest
subkliniska och kliniska mastiter. Enligt Ericsson Unnestad et al. (2009) kunde S. aureus
isoleras i1 21,3 % av fallen vid akut klinisk mastit, medan Persson et al. (2011) fann S. aureus i
19 % av de subkliniska mastiterna. Orsaken till varfor just denna bakterie dr den vanligaste
mastitpatogenen i vdra svenska beséttningar dr inte helt klarlagd. Ett visst samband kan dock
iakttas mellan S. aureus och driftsform (Eriksson Unnestad et al. 2009). S. aureus pévisades

oftare frdn uppbundna beséttningar, vilket dr vanligare i Sverige dn i manga andra europeiska



linder. En forklaring till detta kan vara att uppbundna beséttningar i storre utstrickning

behéller kroniskt infekterade djur &n 16sdrifter (Haveri 2008).

Klinik

Infektion till f6ljd av S. aureus kan yttra sig pa manga olika sétt. En intramammair infektion
av S. aureus kan orsaka allt fran subklinisk mastit till hoggradig akut klinisk mastit (Radostits
et al. 2007). En akut klinisk mastit ger ofta generella kliniska symptom som feber och nedsatt
aptit. Den drabbade juverdelen kan i det akuta stadiet vara varm och hard samt smértsam vid
berdring. Mjolken dr vid en akut klinisk mastit orsakad av S. aureus ofta varblandad och
flockig. Infektionen kan dven i vissa fall orsaka gangridndsa fordndringar i den drabbade
juverdelen. Vanligare dr dock en subklinisk form av sjukdomen med forhojt celltal i
varierande grad och nedsatt mjolkproduktion (Radostits et al. 2007). Celltalen i mjolken

orsakas av en Okning av antalet vita blodkroppar till f6ljd av inflammationsreaktionen

(Rainard & Riollet 2006).

Den akuta juverinflammationen §vergar i manga fall i en kronisk form (Divers & Peek 2008).
En kronisk mastit ger ofta upphov till ett hart fibrotiskt juver som kan identifieras vid
palpation. En kronisk infektion kan under perioder &terigen akutiseras och ge kliniska

Ssymptom.

Diagnostik

Mastit diagnostiseras, pd individnivd, bade genom anamnes, klinisk undersdkning och
bakteriologisk odling av mjolk (Radostits et al. 2007). En svarighet vid bakteriologisk
undersokning dr dock att S. aureus utsondras intermittent vilket kan leda till falskt negativt
resultat. Det kan dirfor krévas upprepade provtagningar for att friforklara ett djur fran smitta
eller hitta en individ med S. aureus infektion. Genom att analysera mjolkcelltal och anvénda
sig av California Mastitis Test kan man identifiera djur utan kliniska symtom som bor

provtas.

Behandling pa individniva
Antibiotikakénslighet

De flesta svenska stammar av S. aureus isolerade i samband med mastit dr kénsliga for
bensylpenicillin. Enligt Bengtsson et al. (2009) var dock 7,1 % av S. aureus stammarna fran
fall av akut klinisk mastit resistenta mot penicillin genom att producera f-lactamas. Enligt

Persson et al. (2011) uppvisade endast 3,7 % av S. aureus frén fall av subklinisk mastit

5



resistens mot penicillin. Trots flitigt antibiotikaanviindande har resistensléget hallit sig relativt
stabilt under de senaste 25 aren och resistens mot andra antibiotika dn penicillin &r ovanligt.

(Bengtsson et al. 2009, Persson et al. 2011).

Behandlingsrekommendationer

Enligt svenska riktlinjer for anvéindning av antibiotika till produktionsdjur (SVF 2011) ska i
normalfallet antibiotika endast anvdndas under laktation vid akut klinisk mastit. D4 de flesta
stammar av S. aureus dr kinsliga for bensylpenicillin rekommenderas detta preparat for
behandling. Det dr dock viktigt att undersdka forekomst av [-lactamas produktion.
Antibiotikabehandlingen ska alltid kombineras med understddjande behandling, som t.ex.
vitska och NSAID-behandling, efter behov. Vid behandling av stammar resistenta mot

penicillin reckommenderas inte antibiotikabehandling utan endast understddjande atgérder.

Subklinisk mastit orsakad av penicillinkédnsliga S. aureus kan enligt svenska riktlinjer for
produktionsdjur behandlas med lingtidsverkande intramammarier vid sinldggning (SVF
2011). Eventuell behandling baseras pad juverhdlsoklass och resultat frdn bakteriologisk
provtagning. Forstahandsvalet bor vara bensylpenicillin. Kor med kronisk subklinisk S.
aureus mastit och kor som bér pé penicillinresistenta stammar av S. aureus bor dock slas ut ur

besittningen.

Kontrollatgédrder pa beséttningsniva

S. aureus ér frimst en juverbunden bakterie och sprids ofta vid mjolkning varfor riskfaktorer
for denna typ av mastit darfor ofta dr kopplade till mjolkningsrutinerna (Sutra & Poutrel
1994). Kontrollatgédrder for mastit orsakad av S. aureus baseras framst pa att identifiera och
eliminera smittkéllor (Bulletin 2006). En viktig del i denna kontroll &r att tidigt identifiera kor
och kvigor som bir pé infektionen (Barkema et al 2006). Genom att uppticka dessa djur i ett
tidigt skede och gruppera eller sl& ut drabbade djur kan smittspridning och nyinfektion
forhindras. Inkop av djur fran besittningar med juverhédlsoproblem orsakade av S. aureus bor
dven undvikas for att minska risken for introduktion av nya stammar (Capurro 2009). Om
besittningen maste rekrytera nya djur fran smittade beséttningar bor kvigor véljas da denna
grupp i1 mindre utstrickning bdr pad juverinfektioner. En viktig del av kontrollen dr &ven
behandling av kor med klinisk mastit till foljd av S. aureus och sintidsbehandling av

subkliniska S. aureus infektioner (Bulletin 2006).

Viktiga tgirder for att kontrollera smittspridningen &r god hygien vid mj6lkning. En

mjolkningsordning dér kor som bér pd smittan mjolkas sist dr en av de viktigaste atgérderna i
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drabbade besittningar. Andra hygienatgdrder innefattar bland annat att mjolkaren anvinder
sig av handskar och engangstrasor vid avtorkning och fOrstimulering av juvret.
Spenspetsskador, t.ex. p.g.a. felaktigt vacuum, och bristande spendoppning/sprayning innebér
ocksd en oOkad risk for infektion varfor underhdll av mjdlkningsanordning och

spendoppning/sprayning efter mjolkning &r viktiga atgérder.

I manga fall ricker inte kontrollatgarder som god hygien vid mjolkning, mjolkningsordning
och utslagning av kroniskt infekterade kor till for att eliminera smittan (Sutra & Poutrel
1994). Eftersom olika stammar av S. aureus kan finnas i olika beséttningar maste hénsyn tas
till stammens specifika virulensegenskaper for att lyckas med kontrollen av bakterien
(Capurro et al. 2010,). En del stammar har t.ex. storre benidgenhet att dterfinnas pd hud och 1
miljon varfor dtgirderna i dessa beséttningar dven bor riktas mot dessa extramamméra
smittreservoirer. Ofta baseras kontrollatgdrder mot S. aureus enbart pa &tgirder kring
mjolkning vilket i vissa besdttningar kan vara otillrackligt for att eliminera smittan.
Vaccination riktat mot S. aureus kan vara en del av de atgdrder som maste tillimpas for att

bekdmpa sjukdomen (Sutra & Poutrel 1994, Denis et al 2009).

Ekonomiska konsekvenser

Mastit innebédr inte enbart ett djurlidande utan medfor &dven allvarliga ekonomiska
konsekvenser for mjolkproducenten. Bade klinisk och subklinisk mastit leder till avsevért
minskad mj6lkproduktion (Radostits et al 2007). En mastit som kraver antibiotikabehandling
under laktation leder 4ven till att stora volymer mjélk inte kan levereras till mejeriet. Aven
behandlingskostnaderna och rekryteringskostnaderna pd grund av for tidig utslagning Okar.
Ett djur med mastit bidrar dven till merarbete. Kostnaden for en klinisk mastit var enligt
Nielsen (2009) 2800 kronor och en subklinisk mastit uppskattades kosta cirka 600 kronor.

Den storsta kostnaden vid mastit dr enligt Nielsen kopplad till minskad mj6lkavkastning.

Virulensegenskaper hos S. aureus

S. aureus har, som tidigare ndmnts, formagan att uttrycka ett antal virulensegenskaper. Dessa
egenskaper dr viktiga for patogenesen och S. aureus formaga att persistera i juvret. Olika
stammar skiljer sig dock mycket i uttrycket av dessa virulensegenskaper (Zecconi et al 2006).
Manga virulensegenskaper verkar for att mdjliggéra en snabb adherens till juvervdvnad
(Middleton 2008). Uttryck av vissa ytproteiner dr egenskaper som bidrar till denna
vidfastning. For att infektionen ska kunna utvecklas till en mastit méste bakterierna

uppforokas och spridas i juvret. Detta underldttas genom uttryck av specifika toxiner och
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enzymer. For att infektionen sedan ska kunna persistera krivs att S. aureus kan undvika
immunforsvaret. Antikroppar och komplementfaktorer &r viktiga komponenter i
immunforsvaret som bada har en férméga att binda till ytan av mikroorganismer (Tizard
2004). Antikroppar och komplementfaktorer verkar opsoniserande och lockar till sig
fagocyter varpa en eliminering av bakterien kan ske. Vissa virulensegenskaper hos S. aureus
ar kopplade till uttryck av kapsel eller ytprotein, som protein A, vilket forhindrar sddan
fagocytos.

Nedan foljer ett urval av virulensegenskaper hos S. aureus uppdelat pd ovan nimnda viktiga

delar i patogenesen.

Adherens

Ett sétt for S. aureus att effektivt undvika urmjolkning dr att snabbt adherera till juvervivnad
(Sandholm et al. 1995). Enligt Hensen et al. (2000) koloniserar S. aureus juverepitel inom 24
timmar vid experimentell inokulation. S. aureus uttrycker ofta proteiner, som ar associerade
med adhesion, péd cellytan (Middleton 2008). Exempel pa sddana molekyler &r clumping
factor A (CIfA), fibronectinbindande protein och collagenbindande protein. S. aureus faster
gérna till komponenter i extracelluldrt matrix som t.ex. kollagen. Det dr dérfor léttare for S.

aureus att adherera om en epitelskada blottar dessa ytor.

Uppférékning och spridning

S. aureus kan producera olika typer av toxiner som bryter ner celler i vivnaden och ddrmed
okar bakteriens néringsupptag och underlétta spridning av infektionen (Middleton 2008). S.
aureus producerar varierande médngd toxiner under olika faser av infektionen (Bharathan &
Mullarky 2011). Fyra olika typer av hemolytiska toxin kan produceras. Tva av dessa, o och 3-
hemolysin, verkar genom att lysera sekretoriska epitelceller (Radostits et al. 2007). Stammar
som uttrycker o-toxin kan ge upphov till en allvarlig form av mastit med omfattande
viavnadsdod (Sandholm et al. 1995). De flesta stammar av S. aureus producerar dessutom
leukocidiner (Sutra et Poutrel 1994). Denna typ av toxin har cytolytisk effekt pd bovina
neutrofiler. De flesta stammar producerar dven enzymer som proteas, collagenas, lipas och

nukleas vilka underléttar bakteriespridning genom att bryta ner vivnaden (Middleton 2008).



Virulensegenskaper kopplade till formagan att undvika immunférsvaret
Kapsel, slem och biofilmsproduktion

De flesta stammar av S. aureus omges av en kapsel som bestar av polysackarider (Haveri
2008). Det finns 11 subtyper av dessa kapselpolysackarider (CP), av vilka de vanligaste dr
CP5 och CP8 (Schaffer & Lee 2008). Genom att bilda kapsel kan S. aureus undvika fagocytos
och aktivering av komplementsystemet (Wilkinson & Holmes 1978; Middleton 2008).

Manga stammar dr dven biofilmsproducerande. Biofilm kan beskrivas som ett antal bakterier
som dr omslutna av polysackarider med forméga att adherera till levande vdvnad eller dott
material (Costerton et al. 1999). Biofilmformationen sker i tre steg dér det forsta dr adherens
av bakterien till juverepitel (Melchior et al. 2006). Primér adherens sker genom en attraktion
mellan mikroorganismen och ytan mot vilken den ska fdasta (Dunne 2002). Hydrofoba
interaktioner och skillnader i elektrisk laddning 4dr exempel pé krafter som kan orsaka primér
adherens. En sekundér adherens sker direfter med hjilp av ytmolekyler, s.k. adhesiner.
Mikroorganismerna producerar sedan extracellulira polysackarider, poly-N-acetyl (-1,6-
glucosamin (PNAG), vilket leder till adherens av ytterligare bakterier (Prenafeta et al. 2010).
Direfter forokar sig cellerna och bildar en struktur av celler i flera lager. D& biofilmen nétt en
kritisk nivd borjar bakterier frigora sig frdn strukturen vilket mdjliggér spridning av

mikroorganismerna (Melechior et al 2006).

Vissa stammar bildar en kraftig biofilm in vitro, medan andra bildar en tunn biofilm med fa
cellager (Cramton et al. 1999). Vissa stammar bildar ingen biofilm alls in vitro. Formégan att
bilda biofilm ar troligtvis kopplat till en ica-gen, som &r vanligt férekommande hos S. aureus.
Produktionen av biofilm péverkas dock av den omgivande miljon (G6tz 2002). S. aureus kan
vélja att uttrycka denna egenskap t.ex. da tillgdngen pa syre och jarn dr begrinsad eller vid
laga koncentrationer av vissa antibiotika. Biofilm skyddar &ven mot antikroppsmedierad
fagocytos (Melechior et al 2006). Biofilmsformation kan &ven paverka utgangen av
antibiotikabehandling da biofilm gor det svédrare for antibiotika att nd fram till
mikroorganismerna och utdva sin verkan (Costerton et al.1999; Dunne 2002). Bakterier i
biofilm véxer langsammare da néringstillforseln till vissa av cellerna i denna struktur dr
begridnsad. De antibiotika som enbart verkar pa vixande celler fungerar dirfor inte i

bekdmpningen av biofilmsbildande bakterier.

Vissa stammar producerar dven ett skyddande slimelager som frimst bestdr av hydrerade

polysackarider (Melechior et al 2006). Enligt en studie av Balselga et al. (1993) hade
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slimeproducerande stammar av S. aureus bittre formaga att kolonisera vidvnad dn stammar
utan slimeproduktion. Manga génger anvinds biofilm och slime synonymt i litteraturen. I en
undersokning av formagan att bilda slime i1 laboratoriemiljo hos svenska stammar isolerade
fran fall av mastit bildade mindre dn 50 % av isolaten slime (Persson Waller, muntligt

meddelande 2011).

Protein A

S. aureus har dven andra mdjligheter att undvika virdens immunforsvar. Manga av
stammarna har en formaga att binda in antikroppar felaktigt vilket medfor att S. aureus
undviker fagocytos (Sandholm et al. 1995). Protein A &r ett ytprotein hos S. aureus som
binder till Fc-delen istdllet for Fab-delen av IgG2 och dirmed forhindrar den
antikroppsmedierade opsoniseringen (Middleton 2008). Dirmed kan inte antikroppen binda

till fagocyterande celler och undviker effektivt avdddning.

Férmaga till intracellulér invasion

Enligt Oliveira et al. (2011) har vissa stammar av S. aureus dven forméga att invadera
epitelceller och dirmed undvika immunforsvaret. Aven neutrofiler kan fungera som
skyddande holje dé fagocyter i vissa fall inte klarar av att avddda bakterien och patogenen kan
leva vidare intracellulért (Biggs 2009). Nér neutrofilen efterhand dor har bakterien dessutom
potential att terinfektera vavnaden. Bakteriens forméga att gdbmma sig i somatiska celler kan
dven vara en del i1 forklaringen till varfor intermittent bakterieutsondring ar vanligt vid S.

aureus mastit.

Vaccination — en mojlig vag i kampen mot S. aureus?

S. aureus har visat sig vara badde vanligt forekommande i svenska beséttningar och svér att
eliminera. Behovet av ett vaccin som kan vara en del i kontrollen av S. aureus ar stort. Ett
optimalt vaccin ska i1 forsta hand forhindra uppkomst av nya infektioner. I andra hand ska
vaccination reducera kliniska symptom och 6ka chansen for avldkning. Ett optimalt vaccin

ska dven fungera pa flertalet S. aureus stammar och vara kostnads- och arbetseffektivt.

Hur uppnas immunisering?

Det finns metoder for att uppna skydd mot en specifik infektion vilka bygger pa passiv eller
aktiv immunisering (Tizard 2004). Passiv immunisering innebdr dverforing av antikroppar
som ger ett omedelbart men kortvarigt skydd hos individen. Aktiv immunisering bygger
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istdllet pd att introducera ett valt antigen vilket individens immunforsvar reagerar mot genom
att sétta igdng ett immunsvar. Om individen utsdtts for samma antigen igen genom en andra
vaccindos initieras ett sekundédrt immunsvar vilket okar det immunologiska svaret. Aktiv
immunisering uppnds genom att utsétta individen for apatogena former eller komponenter
frdn mikroben (Abbas & Lichtman 2004). Kroppen svarar sedan pa det frimmande antigenet

genom aktivering av det humorala och/eller det celluldra immunforsvaret.

Stimulering av det humorala immunférsvaret

Manga vaccin verkar genom att stimulera det humorala immunfGrsvaret att producera
antikroppar (Middleton 2008). Antikropparna, vilka produceras och frisitts fran B-celler, ska
verka opsoniserande pa fagocyter samt neutralisera frimmande mikroorganismer (Baharathan

& Mullarky 2011).

Antikroppar som ticker bakterieytan verkar stimulerande pa fagocyterande celler och
medverkar didrmed till eliminering av mikroorganismer (Abbas och Lichtman 2004).
Antikroppsmedierad fagocytos &r en viktig del 1 forsvaret mot kapselproducerande
mikroorganismer. Immunoglobulinerna IgG, och IgM betraktas ha den bista opsoniserande

formagan (Rainhard & Riollet 2006).

Neutraliserande antikroppar verkar genom att med hjdlp av Fab-regionen binda till
fraimmande antigen och darmed forhindra mikroorganismens adherens till vavnaden vilket

leder till att etablering och spridning av bakterien kan undvikas (Abbas och Lichtman 2004).

Antikroppar har dven mojlighet att binda till bakterietoxiner och dirmed minimera toxinernas

skadliga effekter (Abbas och Lichtman 2004).

Stimulering av det celluldra immunférsvaret

Manga mikroorganismer har, likt S. aureus, mdjlighet att invadera vérdceller och persistera
intracelluldrt. Denna strategi gor att mikroorganismerna gommer sina antigen for
omgivningen och omdjliggdr en antikroppsmedierad, humoral eliminering (Tizard 2004). Det
celluldra immunforsvaret medieras av T-lymfocyter med formaga att identifiera intracelluldra
mikroorganismer. Identifieringen sker genom peptidantigen som presenteras pa ytan av
makrofager och andra antigenpresenterande celler (Abbas & Lichtman 2004). I de fall
makrofager misslyckats med avdddningen av mikroorganismer kan det celluldra forsvaret oka
makrofagens formdga till avdodning. Makrofagen aktiveras i dessa fall av cytokiner som

frisétts frdn T-lymfocyter.
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Mikroorganismer som har invaderat epitelceller elimineras istéllet genom cytotoxiska T-
lymfocyter. Denna typ av T-lymfocyter frisétter cytotoxiska proteiner vilket leder till apoptos

av malcellen.

Adjuvanter - ett sétt att 6ka immunsvaret

For att oka effekten av ett vaccin, framforallt vid anvidndande av avddodade vaccin, anvinds
ofta adjuvants (Tizard 2004). Adjuvant ir en substans som i kombination med ett antigen kar
kroppens immunsvar. Adjuvanter dr dven nddvédndigt om langvarigt immunologiskt minne
ska uppstd. Det finns tre olika typer av adjuvants som pé olika sétt 6kar det immunologiska
svaret. Freud’s incomplete adjuvant, som bygger pad mineralolja, tillhor gruppen adjuvants
vilka syftar till att forhindra att vaccinantigen degraderas. Genom att forhindra en snabb
nedbrytning av vaccinantigen forlings dirmed immunsvaret. Andra adjuvants, som t.ex.
lipopolysackarider, syftar istéllet till att 6ka T-cells-svaret och cytokinproduktionen genom att
aktivera dendritiska celler och makrofager. Vissa adjuvanter har d&ven mdjlighet att oka det
immunologiska svaret genom att pa ett effektivt sdtt Overfora vaccinantigen till
antigenpresenterande celler. ISCOMs, vilket &r en immunostimulerande mikropartikel som

utgér fran lipider, dr ett exempel pa denna typ av adjuvant.

Administrationssaétt

Vaccinet kan administreras pa flera olika sdtt. Vanligaste vaccinationsmetoden dr genom
intramuskuldr eller subkutan injektion (Tizard 2004). Detta ger upphov till ett systemisk
immunsvar. [ vissa fall krdvs dock endast ett lokalt immunsvar, vilket uppnds genom att
administrera vaccinet ddr det eventuella smittimnet verkar lokalt. Vaccin kan t.ex.
administreras pd munslemhinnan eller i omradet for lymfknutor som ligger néra
infektionsomradet. Administrationsséttet kan paverka det immunologiska svaret. Enligt Carter
och Kerr (2003) okar det immunologiska svaret efter en intradermal vaccinationsmetod.
Forfattarna forklarar detta fynd genom att det finns en hog andel dendritiska celler, vilka dr

antigenpresenterande, i denna typ av vdvnad.

Uppbyggnad av vaccin
Helcellsvaccin

Vacciner, riktade mot bakterier, kan vara uppbyggda pa flera sétt (Abbas & Lichtman 2004).
Vaccin som bygger pa hela celler dr den enklaste typen av vaccin. Denna typ av vaccin
bygger pa hela bakterier som avdddats med hjélp av formalin eller virme (Tizard 2004). I de
fall man istéllet anvinder sig av levande vaccin méste dessa forsvagas for att inte ge upphov
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till infektion. De fOrsta vaccinerna som provades kliniskt var just helcellsvaccin (Denis et al

2009). Denna typ av immunisering ger framst upphov till ett humoralt immunsvar.

Kapsel-, yt- och cellvdggsassocierade vaccin

Det finns dven helcellsvacciner dér man utgétt fran S. aureus bakterier med uttryck for
specifika virulensegenskaper (Denis et al 2009). Ett exempel pa detta dr helcellsvacciner som
baseras pa kapselbildande S. aureus (Middleton 2008). Vaccin som baseras enbart pa delar av
bakterien som t.ex. polysackarider stimulerar endast immunforsvaret i en begridnsad
omfattning (Wood 2006). Konjugerade vaccin dir antigenkomponenten istéllet dr kopplad till

ett protein ger upphov till ett starkare antikroppssvar.

Toxoider

Vaccin kan dven baseras pa inaktiverade toxin frdn bakterien vilket genererar specifika
antikroppar mot toxinet (Wood 2006). Vid infektion oskadliggér dessa antikroppar toxiner

producerade av mikroorganismen och de kliniska symtomen minskar.

DNA-vaccin

En annan typ av vaccin som har provats i kampen mot S. aureus ér s.k. DNA-vaccin vilka
stimulerar bade det celluldra och humorala forsvaret (Wood 2006). I denna typ av vaccin
introduceras gener som kodar for proteiner hos mikroorganismen i apatogena bakterier eller
virus som sedan producerar antigenprotein vilket immunforsvaret forsoker eliminera. DNA-

vaccin ger enligt experimentella studier upphov till bdde humoralt och cellulért forsvar.

Kombinationer

Manga vacciner bestdr av en kombination av ovanstdende vaccintyper. Helcellsvaccin

kombineras ofta bade med toxoider och fristdende antigenkomponenter av bakterien (Tizard
2004).

Studier av vaccination mot S. aureus exklusive studier rérande Startvac®

Sedan linge pdgar forskning for att framstilla ett verksamt vaccin riktat mot juverinfektion
med S. aureus och péfoljande mastit. Vacciner av detta slag testas forst genom experimentella
studier pa ett mindre antal djur, ofta i kombination med experimentell inokulering av S.
aureus 1 juvret. Denna typ av experimentella studier kan t.ex. visa hur immunforsvaret svarar
pa vaccinationen genom att analysera halter av antikroppar i serum och mjolk. For att kunna
utvdrdera den sanna effekten av ett vaccin krdvs dock faltstudier. Filtstudier utgar frén

djurpopulationer som studeras avseende effekten av vacciner pd naturliga infektioner.
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Genomgéngen nedan utgdr frdn experimentella studier och faltforsok som gjorts sedan mitten
av 1980-talet. En sammanstéllning av studierna och deras resultat redovisas i Bilaga 1.
Urvalet av dessa studier utgar frdn en artikel av Pereira et al. (2010) avseende
vaccinationsforsok mot S. aureus. 1 den artikeln gjordes en elektronisk sokning pa Pubmed
dér endast in vivo-studier pa ndt inkluderades och ingen selektion utifran vaccintyp gjordes.

Studier som utvirderar besittningsegna vacciner ingdr dock ej i denna genomgang.

Experimentella studier

De flesta vacciner stimulerar det humorala immunforsvaret och ger ddrmed upphov till en
okning av antikroppskoncentrationen i serum och mjolk. Manga av de redovisade studierna
medforde signifikant hogre antikroppsnivéer hos vaccinerade grupper &n i ovaccinerade

kontrollgrupper (Bilaga 1).

Nickerson et al. (1993) visade pa fem ganger hogre titrar av specifika antikroppar i serum hos
djur vaccinerade med ett avdddat helcellsvaccin vid jimforelse med djur i kontrollgruppen.
Trots hoga antikroppsnivaer pavisades S. aureus 1 mjolk hos 48,1 % av de vaccinerade djuren
efter experimentell inokulering i juvret vilket dock var signifikant ldgre &n i kontrollgruppen
dir S. aureus pavisades hos 91,7 %. Ingen skillnad i mjolkens celltal kunde ses mellan
grupperna. Vid experimentella vaccinationsforsok av Leitner et al. (2003,) pavisades S.
aureus hos en signifikant ldgre andel av de vaccinerade korna efter forsoksinokulation i

juvret.

Aven i experimentella studier av Watson (1984), Nordhaug et al. (1994y) och Pellegrino et al.
(2008) pavisades signifikant hogre koncentrationer av antikroppar i serum hos vaccinerade
djur @n hos kontrolldjur. Inte heller i dessa studier, didr helcellsvaccin anvédndes, kunde

signifikanta skillnader i celltal pavisas vid jimforelse med kontrollgruppen.

I forsoken ovan utvirderas effekten av helcellsvaccin vilka framst stimulerar det humorala
forsvaret. En studie av Shkreta et al. (2004) utgick istéllet fran ett DNA-vaccin som i hogre
utstrdckning stimulerar det celluldra forsvaret. I det forsoket hade kor i den vaccinerade
gruppen signifikant ldgre bakterieforekomst i mjolk jamfort med den ovaccinerade

kontrollgruppen.

Vissa experimentella studier hade dven for avsikt att utvdrdera effekten av adjuvants. I en
studie av Hu et al. (2003) immuniserades grupper av kor med helcellsvaccin eller ovalbumin
med en tillsats av antingen aluminiumhydroxid, ginsengextrakt eller en specifik immunogen

komponent av ginseng, Ry I studien visade det sig att Ry, gav upphov till det hogsta
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antikroppssvaret men dven att denna komponent signifikant 6kade det cellmedierade forsvaret

jamfort med grupper utan adjuvants.

Faltforsék

Manga av de experimentella vaccinationsforsdken gav upphov till ett specifikt antikroppssvar.
De efterfoljande féiltstudierna visade dock att hoga halter antikroppar inte alltid medfor ett

okat skydd mot S. aureus infektion.

Vid faltforsoken som foljde ovan ndmnda experimentella studier av Nordhaug et al. (1994,)
sags inga signifikanta skillnader i varken mastitférekomst eller celltal mellan vaccinerade och
ovaccinerade djur. I den vaccinerade gruppen fanns dock inga kliniska mastiter, till skillnad
fran tre fall i den ovaccinerade gruppen, vilket kan tyda pa att de specifika antikropparna

riktade mot a-toxin reducerade de kliniska symptomen.

I ett faltforsok av Giraudo et al. (1997) pavisades ddaremot signifikant lagre frekvens S. aureus
infektion i den vaccinerade gruppen. Materialet i denna studie var dock relativt litet och inga
signifikanta skillnader avseende celltal kunde pavisas. Aven i en studie av Watson et al.
(1996) sags en signifikant ldgre andel kliniska savdl som subkliniska mastiter i den

vaccinerade gruppen vid jamforelse med den ovaccinerade kontrollgruppen.

I en filtstudie av Leitner et al. (2003,) kunde inte vaccinerade och ovaccinerade grupper
jamforas avseende mastitforekomst till foljd av S. aureus dd incidensen S. aureus infektion
generellt var for l4g. Den vaccinerade gruppen hade dock signifikant ldgre celltal vid

jamforelse med kontrollgruppen.

Manga av ovan beskrivna vaccinationsstudier visade pd stimulering av det humorala
immunforsvaret med antikroppsproduktion som foljd. Ingen av studierna visade dock pé ett
fullstindigt skydd mot infektion av S. awreus. En forklaring till en begrinsad
vaccinationseffekt &r S. aureus formaga att uttrycka olika virulensfaktorer och darmed
undvika immunforsvaret. Om en virulensfaktor elimineras genom vaccination och
antikroppsproduktion, har S. aureus 1 manga fall mojlighet att kompensera for detta bortfall
genom uttryck av en annan typ av virulensfaktor (Schaffer & Lee 2008). Att vaccinforsok
som bygger pa att stimulera det humorala forsvaret misslyckas kan t.ex. forklaras genom att S.
aureus formiga att uttrycka protein A och didrmed undvika antikroppsmedierad fagocytos.
Vissa bovina antikroppar har dessutom en mycket begransad opsoniserande effekt (Denis et al

2009).
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S. aureus har dven en formaga att invadera epitelceller (Almeida et al. 1996) och persistera i
celler som tillhoér immunforsvaret, som t.ex. neutrofiler (Biggs 2009). Ett vaccin riktat mot
bakterier med potential att persistera intracelluldrt bor ddrfor stimulera badde det humorala och
det celluldra immunforsvaret vilket endast ett fital vaccin i var genomgang gor (Baharathan &

Mullarky 2011; Denis et al 2009).

Vaccination mot S. aureus med Startvac ®

Ovanstdende resultat frdn vaccinationsforsok visar att ménga vaccin minskar de kliniska
symptomen av mastit, framst till foljd av ett humoralt immunsvar. Det &r dock fa studier som
tyder pd att vaccination verkligen forhindrar uppkomsten av S. aureus infektion. Behovet av
ett verksamt vaccin dr stort men inget vaccin mot denna typ av mastit har tidigare anvénts
kommersiellt i svenska besdttningar. Nyligen introducerades Startvac® (Laboratorios Hipra,
Spanien) pa den svenska marknaden, vilket &r det forsta vaccinet i Sverige riktat mot S.

aureus.

Startvac® ar ett avdodat helcellsvaccin som utgér fran S. aureus SP140 (EMEA 2011). Denna
stam av S. aureus har forméga ett uttrycka Slime Associated Antigen Complex (SAAC).
Vaccinet innehéller dven inaktiverade E. coli bakterier och en adjuvant i form av mineralolja.
Enligt fabrikanten behdvs tre immuniseringar. Den forsta ska ske 45 dagar innan forvintad
kalvning, den andra 35 dagar senare och den tredje och sista 62 dagar efter den andra dosen.
Om immuniseringen foljer detta protokoll ska vaccinet vara verksamt frdn 13 dagar efter

forsta dosen till 130 dagar efter kalvning.

Vaccinet har provats bade i experimentella studier och 1 féltforsok. Manga av studierna
redovisar den samlade effekten av Startvac® mot alla infektionsagens. Genomgangen nedan

inriktar sig dock pé de studier som presenterat resultat specifika for S. aureus.

Experimentella férsék

En studie av Prenafeta et al. (2010) gjordes i syfte att utvirdera produktionen och betydelsen
av SAAC-specifika antikroppar i samband med S. aureus infektion. I forsoket anvinde man
sig av ett flertal stammar av S. aureus, varav nagra slimeproducerande. Dessa stammar var
utgéngspunkten for att skapa tva typer av helcellsvaccin som utgick fran bakterier med hog
(grupp A) respektive begriansad (grupp B) formaga att producera slime. Efter inokulation av
S. aureus uppvisade grupp A hogre serumtitrar mot specifika SAAC- antikroppar vid
jamforelse med grupp B och ovaccinerad kontrollgrupp. Da mjdlken dven analyserades med

avseende pd bakterieforekomst under 16 dagar efter inokulation med S. aureus konstaterades
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att grupp A hade liagre forekomst av bakterier vid jimforelse med grupp B och ovaccinerad

kontrollgrupp.

Faltforsék

Flera faltstudier foljde det experimentella forsoket av Prenafeta et al. (2010). Inga av dessa
studier dr publicerade i vetenskapliga tidskrifter, men ett flertal har publicerats som

konferenspublikationer.

En studie av March et al. (2010) genomfordes pd sex spanska gardar. Gardarna inkluderades i
forsoket da de alla hade problem med mastit till foljd av stafylokocker och/eller E. coli.
Denna studie innefattade totalt 386 dréktiga kor och kvigor dir 198 stycken vaccinerades och
188 stycken utgjorde kontrollgrupp. Djuren var konstaterat infektionsfria innan forsoket med
hjélp av bakteriologisk provtagning (Lidkemedelsverket 2011). Immuniseringen utfordes
enligt ovan beskrivet vaccinationsprotokoll. Efter kalvning togs mjélkprov frén hela gruppen i
syfte att genom bakteriologisk odling identifiera kor med intramamméra infektioner.
Resultaten visade att den vaccinerade gruppen hade signifikant ligre andel bade klinisk och
subklinisk mastit till f6ljd av S. aureus vid jamforelse med den ovaccinerade kontrollgruppen
(March et al. 2010). Celltalet var ocksé signifikant ldgre i den vaccinerade gruppen dn i
kontrollgruppen. Den vaccinerade gruppen uppvisade dven en hogre spontan avldkningsgrad
fran intramammir infektion vid jamforelse med ovaccinerad kontrollgrupp. Detta resultat

bygger dock pa avldkningsgraden utan behandling oavsett bakterieagens.

Annu ett spanskt filtforsok genomfordes av Jiménez och Romero (2011) for att utvirdera
effekten av Startvac®. Forsoket gjordes pa en gard med 650 mjolkkor varav 275 stycken
ingick 1 forsoket. Av dessa vaccinerades 140 stycken kor och kvigor och 133 stycken utgjorde
ovaccinerad  kontrollgrupp. Djuren  immuniserades enligt  vaccinationsprotokoll
rekommenderat av fabrikanten. Bdda grupperna provtogs infor sinliggning och vid kalvning
for att faststdlla mjolkens celltal och kor med celltal 6ver 200 000 ansags infekterade.
Mjolkproverna analyserades dven bakteriologiskt efter kalvning. Resultaten visade pa en
signifikant 14gre andel kor och kvigor med S. aureus infektion i den vaccinerade gruppen 4n i

den ovaccinerade kontrollgruppen.

Effekten av Startvac® har dven utvirderats i ett faltforsok fran Osterrike (Hofer 2011). I detta
forsok studerades 18 mjolkkor med kédnda S. aureus problem. Alla kor immuniserades enligt
rekommenderat vaccinationsprotokoll. Ett ar efter forsokets start sags en signifikant
minskning i celltalet jimfort med innan vaccination. Aven férekomsten av subklinisk mastit
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till f61jd av S. aureus hade minskat kraftigt frdn 58 juverdelar som urskiljde S. aureus vid

forsokets borjan till endast en juverdel vid forsokets slut.

Féaltférs6k med alternativa vaccinationsprotokoll

Vaccinationsprotokollet som rekommenderas av fabrikanten bygger pd immunisering utifrén
kalvningsdatum. I manga besittningar dr det svért att folja detta protokoll d& det inte dr
praktiskt genomforbart att vaccinera djuren vid separata tidpunkter. Féltstudier av Startvac®

som bygger pé andra typer av vaccinationsprotokoll har darfor genomforts.

I ett faltforsok av Ortega Arial de Valesco (2011) pa en spansk mjolkgard med 50 mjolkkor
utfordes den forsta immuniseringen samtidigt pd alla djur f6ljt av en andra dos tre veckor
senare. Alla kor vaccinerades ddrefter var tredje minad. Resultaten visade en ldgre andel kor
med celltal 6ver 400 000 celler/ml sju ménader efter forsokets start jaimfort med vid forsokets
borjan. Resultaten visade dven en storre andel kor med celltal under 200 000 celler/ml.
Dessutom var prevalensen S. aureus-infekterade kor signifikant lagre vid forsokets slut én vid

dess borjan.

Aven i en studie av Schmitt et al. (2011) pa 10 franska mjolkgardar anvindes en annan typ av
vaccinationsprotokoll. I det forsdket immuniserades alla djur med tre doser, dag 1, dag 21 och
dag 111. Prelimindra resultat tyder pa sénkta celltal och en ldgre andel andel infekterade kor

efter vaccination, men det fanns en stor variation mellan gérdarna.

Ovanstéende studier visar relativt goda resultat avseende reduktion av S. aureus infektion, och
celltal efter vaccination med Startvac®. Inga av faltforsoken &r dock publicerade i
vetenskapliga tidskrifter vilket gor det svért att vardera resultaten av studierna. Inga studier dr
heller gjorda i Sverige eller ndgot annat nordiskt land vilket gor det svért att bedoma effekten
av Startvac® i svenska besittningar da komaterial, bakterieagens och skotselrutiner skiljer sig
at mellan lédnder. Studier rorande vaccinets effekt bor dérfor studeras under svenska

forhallanden.
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SYFTE

Syftet med arbetet var dels att genomfora en litteraturstudie om S. aureus mastit med tonvikt
pa anvindning av vaccination som en kontrolldtgéird och dels att sammanstélla preliminéra
resultat fran en filtstudie som pagér i Svensk Mjolks regi i tvd svenska mjolkbesdttningar med
juverhdlsoproblem med S. aureus avseende effekten av ett nyligen introducerat mastitvaccin

(Startvac®).

MATERIAL OCH METODER

Féltstudien startade 1 oktober 2010 och berdknas péagd till februari 2012. Denna
resultatsammanstillning bygger pa preliminéra data frdn perioden oktober 2010 till och med

augusti 2011.

Beskrivning av férséksgardarna
Gard A

Nedanstéende data grundar sig pé information inhdmtad med hjilp av webbrapporten Signaler

djurvilfard i maj 2011.

Besittningen bestar av en varm 16sdrift med 206 kor (arsmedeltal, 75 % SRB, 25 % Holstein)
vilka mjélkas i karusell. Arsmedelproduktionen i besittningen var 10 732 kg ECM. Det
beridknade tankcelltalet for de senaste 12 méanaderna var 149 000 celler/ml och 28 % av korna

behandlades for mastit under perioden.

Totalt ingdr 258 kor och kvigor i forsoket men endast 95 av dessa inkluderades i denna
prelimindra sammanstéllning (se urvalskriterier nedan). Av dessa 95 kor vaccinerades 49

stycken medan 46 stycken ingick i den obehandlade kontrollgruppen.

Gard B

Nedanstéende data grundar sig pé information inhdmtad med hjilp av webbrapporten Signaler

djurvilfird i maj 2011.

Besittningen dr en varm 16sdrift med 630 kor (arsmedeltal, 25 % SRB, 75 % Holstein) vilka
mjdlkas i mjdlkgrop. Arsmedelproduktionen i besittningen var 11 925 kg ECM. Det
berdknade tankcelltalet under de senaste 12 ménaderna var 232 000 celler/ml och 0,8 % av
korna rapporterades vara behandlade for mastit under perioden. Den liga

behandlingsincidensen ér troligtvis orsakad av underrapportering.
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Totalt ingdr 474 kor i forsoket. Av dessa inkluderades 174 stycken i denna preliminéra
undersokning varav 104 stycken tillhérde den vaccinerade gruppen och 70 tillhorde

kontrollgruppen.

Vaccinationsmetod

I biagge besittningarna fordelades de kor som ingick i forsoket slumpmadssigt i vaccinerad
eller ovaccinerad grupp beroende pd deras dronnummer. Kor med udda Gronnummer,
forsoksgruppen, vaccinerades intramuskuldrt med Startvac® medan kor med jimna
oronnummer ingick i den ovaccinerade kontrollgruppen. Korna i forsoksgruppen vaccinerades
fortlopande med hdnsyn till kalvningsdatum. Enligt fabrikantens rekommendation ska en
forsta immunisering ske 45 dagar fore forvintad kalvning. En andra dos ska ges 35 dagar
senare och en tredje 62 dagar efter den andra immuniseringen. Av praktiska skél foljdes inte
detta schema exakt i beséttningarna. Gard A vaccinerade grupper av djur tva génger i veckan

medan Gérd B vaccinerade grupper av djur en ging i veckan.

Datainsamling

Ansvarig for respektive gard dokumenterade datum for vaccinationer och inkalvningsdatum
for alla djur liksom for mastitbehandlingar, provtagning av mjolk for bakteriologisk
undersokning samt utslagning av kor. Behandlande veterinér rapporterade behandlingar under
forsoksperioden och var dven ansvarig for att skicka in mj6lkprover fran kor med klinisk eller
subklinisk mastit under forsta till tredje laktationsmanaden till SVA for bakteriologisk

undersokning.

Data insamlades frdn vaccinationsprotokoll, behandlingsprotokoll samt bakteriologiska
provsvar. Information om okorrigerat celltal for individuella kor inhdmtades frdn Svensk

Mjo6lks provmjolkningsredovisning.

Databearbetning och statistisk analys

I denna prelimindra resultatbearbetning inkluderades endast kor som deltagit, eller skulle
kunnat ha deltagit, vid fyra provmj6lkningar efter kalvning under perioden oktober 2010 till
augusti 2011.

Foljande utkomstvariabler ingick i denna bearbetning; 1) andel kor med mastit pd grund av S.
aureus infektion under de fyra forsta manaderna efter kalvning, 2) andel kor med celltal

>200 000 celler/ml vid de fyra forsta provmjolkningarna efter kalvning, 3) kocelltal vid forsta
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till fjarde provmjolkningen efter kalvning, samt 4) geometriskt medeltal av celltalet vid de

forsta tre provmjolkningarna respektive provmjolkning 2 till 4 efter kalvning,

Skillnader i ovan ndmnda variabler mellan den vaccinerade och ovaccinerade gruppen
jdmfordes inom besdttning dels for alla kor, dels for forstakalvare respektive édldre kor. De
kategoriska variablerna (variabel 1 och 2 ovan) analyserades med hjdlp av Chi2-test eller
Fisher exact test. De kontinuerliga variablerna (variabel 3 och 4 ovan) analyserades med hjélp

av Students t-test. Celltalen logaritmerades (log10) innan analys.
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RESULTAT
Andel kor med mastit pa grund av S. aureus-infektion

Resultaten fran jamforelsen mellan vaccinerade och ovaccinerade grupper avseende
mastitforekomst till foljd av S. aureus infektion fran kalvning och 4 provmjolkningar framét
presenteras i Tabell 1 och 2. P4 gird A sags inga signifikanta skillnader mellan vaccinerade
och ovaccinerade kor men pa gird B sdgs en signifikant hogre andel S. aureus-mastiter i den
vaccinerade gruppen én i kontrollgruppen dé alla kor inkluderades. En liknande tendens sdgs

daven bland de dldre korna men inte hos forstakalvarna.

Tabell 1: Antalet (%) kor med mastit pa grund av S. aureus infektion bland vaccinerade
och ovaccinerade kor pa Gard A.

Vaccinerade Ovaccinerade
Laktation Antal (%) Antal (%)
Alla infekterade Alla infekterade
1 22 1(5 21 2 (10)
>1 27 5(19) 25 8(32)
Alla 49 6 (12) 46 10 (22)

Tabell 2: Antalet (%) kor med mastit pa grund av S. aureus infektion bland vaccinerade
och ovaccinerade kor pa Gard B.

Vaccinerade Ovaccinerade
Laktation 0 0
Als itorde | M0 infeorade
1 61 7(11) 41 2(5)
>1 43 8 (19) 29 1(3)(*
Alla 104 15 (14) 70 3(4)*
(*) = Skillnaden mellan vaccinerad och ovaccinerad grupp tenderade att vara

signifikant (0,05 <p <0,1)
* = Skillnaden mellan vaccinerad och ovaccinerad grupp var signifikant (p < 0,05)

Andel kor med celltal 6ver 200 000/ml efter kalvning

En signifikant skillnad mellan vaccinerade och ovaccinerade kor avseende antal kor dver 200
000 celler/ml mjolk sags pa gard A (Tabell 3) men inte pa gard B (Tabell 4). P4 gird B
saknades dock provmjolkningsuppgifter vid den forsta provmjolkningen fran en signifikant (p
< 0,05) hogre andel kor i den ovaccinerade gruppen én i den vaccinerade gruppen vilket kan

ha pédverkat resultaten.

Pa gird A tenderade andelen kor med celltal 6ver 200 000/ml vara ldgre i den vaccinerade
gruppen dn i kontrollgruppen vid forsta provmjdlkningen efter kalvning bade nir alla kor

inkluderades och nér endast forstakalvarna studerades. Vid tredje provmjdlkningen var
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andelen kor o&ver 200 000/ml signifikant ldgre i den vaccinerade gruppen nir alla kor

inkluderades. Vid ovriga provmjolkningar sags inga signifikanta skillnader.

Tabell 3: Antal (%) kor med éver 200 000 celler/ml mjélk vid de forsta fyra
provmjoélkningarna efter kalvning pa gdrd A for vaccinerade och ovaccinerade kor

Provmjolkning
Laktation 1 2 3 4
Vacc Ovacc Vacc Ovacc Vacc Ovacc Vacc Ovacc
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
1 1(5) 524 1(5 3 (14) 1(5) 4(19) 1(5) 1(5)
>1 3(11) 5(20) 8 (30) 5(20) 4 (15) 9 (36) 5(19) 8 (32)
Alla 4(08) 1022)(*) 9(18) 8 (17) 5(10) 13 (28)* 6(12) 9 (20)

(*) =skillnaden mellan vaccinerad och ovaccinerad grupp tenderade att vara
signifikant (0,05 <p <0,1)
* = Skillnaden mellan vaccinerad och ovaccinerad grupp var signifikant (p < 0,05)

Tabell 4: Antal (%) kor med d6ver 200 000 celler/ml mjélk vid de forsta fyra
provmjoélkningarna efter kalvning pa gdrd B for vaccinerade och ovaccinerade kor

Provmjolkning
Laktation 1 2 3 4
Vacc Ovacc Vacc Ovacc Vacc Ovacc Vacc Ovacc
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
1 13 (21) 8 (19) 11 (18) 6 (15) 10 (16) 6 (15) 13 (21) 8 (20)
>1 7 (16) 7 (24) 7 (16) 5(17) 9(21) 8 (28) 12 (28) 10 (34)
Alla 20 (19) 15 (21) 18(17) 11(16) 19 (18) 14 (20) 25(24) 18 (26)

Celltal vid forsta till fiarde provmjolkningen efter kalvning

Resultaten for celltal i mjolken under fyra ménader efter kalvning redovisas i Figur 1-4. P4
gard A var celltalen signifikant lidgre i den vaccinerade jamfort med den ovaccinerade
gruppen vid tredje provmjolkningen nir alla kor inkluderades (Figur 1). En liknande tendens
sags dven vid forsta provmjolkningen. Hos forstakalvarna var celltalet signifikant ldgre i
vaccingruppen vid forsta provmjolkningen och en liknande tendens ségs dven vid tredje
provmjolkningen (Figur 2). Pa gard B tenderade celltalet att vara hogre i den vaccinerade
gruppen dn i kontrollgruppen ndr alla kor inkluderades (Figur 3) och d& forstakalvarna

studerades separat (Figur 4) vid tredje provmjélkningen.
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Figur 1: Mjolkens celltal (geometriskt medelvirde) for alla vaccinerade och ovaccinerade kor
vid de fyra forsta provmjélkningarna efter kalvning pd gdard A

.(*) =Skillnaden mellan vaccinerad och ovaccinerad grupp tenderade att vara signifikant (0,05 <
p<01)

* = Skillnaden mellan vaccinerad och ovaccinerad grupp var signifikant (p < 0,05)
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Figur 2: Mjélkens celltal (geometriskt medelvirde) for vaccinerade och ovaccinerade
grupper av forstakalvare (1) respektive dldre kor (>1) vid de fyra forsta
provmjélkningarna efter kalvning pa gdrd A

(*) =Skillnaden mellan vaccinerad och ovaccinerad grupp inom laktation tenderade att
vara signifikant (0,05 <p <0,1)

* = Skillnaden mellan vaccinerad och ovaccinerad grupp inom laktation var signifikant
(p <0,05)
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Figur 3: Mjélkens celltal (geometriskt medelvirde) for alla vaccinerade och
ovaccinerade kor vid de fyra férsta provmjolkningarna efter kalvning pa gdrd B.

(*) =Skillnaden mellan vaccinerad och ovaccinerad grupp tenderade att vara
signifikant (0,05 <p <0,1)
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Figur 4: Mjolkens celltal (geometriskt medelvirde) fér vaccinerade och ovaccinerade
grupper av forstakalvare (1) respektive dldre kor (>1) vid de fyra forsta
provmjolkningarna efter kalvning pa gdrd B.

(*) =Skillnaden mellan vaccinerad och ovaccinerad grupp inom laktation tenderade att
vara signifikant (0,05 <p <0,1)
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Geometriskt medelcelltal for provmjolkning 1-3 och 2-4 efter kalvning

Vissa skillnader mellan vaccinerade och ovaccinerade kor sags for det geometriska
medelvérdet for provmjolkning 1-3 1 gard A. Medelvérdet var signifikant (p = 0,04) ldgre
bland vaccinerade forstakalvare (29 259 celler/ml) &n bland motsvarande kontrollgrupp (59
379 celler/ml) och en liknande tendens (p = 0,07) sigs nir alla kor inkluderades (43 010
celler/ml respektive 66 569 celler/ml). Inga signifikanta skillnader mellan forsoks- och
kontrollgrupp ségs i grd B. Det geometriska medelvérdet for provmjolkning 2-4 skiljde sig

inte signifikant mellan vaccinerade och ovaccinerade kor pa nagon av gardarna.

DISKUSSION
Andel kor med mastit pa grund av S. aureus-infektion

P4 Gérd A kunde inga signifikanta skillnader mellan vaccinerade och ovaccinerade djur
pavisas avseende incidensen S. aureus-mastit och pa gird B var andelen S. aureus-mastit
storst 1 den vaccinerade gruppen. Resultaten fran studien dr prelimindra men tyder pd att
immunisering med Startvac® inte gav tillrackligt skydd for att forhindra uppkomst av mastit
orsakad av S. aureus infektion i de studerade girdarna. Detta resultat skiljer sig fran tidigare
faltforsok som utforts for att utviardera effekten av Startvac®. Studier av March et al. (2010),
Ortega Arial de Valesco (2011) och Hofer (2011) visade alla pa ldgre andel juverinfektioner
till foljd av S. aureus efter vaccination. Det kan dock vara svart att jimfora resultaten av dessa
studier dd infektionsstatus innan vaccination skiljer sig 4t mellan studierna. I vér studie togs
ingen hédnsyn till om djuren redan bar pa infektionen vid immunisering till skillnad fran
Marchs studie som endast utgick fran S. aureus-fria djurgrupper. 1 var studie gjordes
dessutom endast bakteriologisk undersokning pa kor med subklinisk eller klinisk mastit. Vid
immunisering av infektionsfria djur ska Startvac® forhindra uppkomsten av biofilm och kan
ddrmed forsvara uppkomsten av en infektion. Resultaten fridn Hofers studie (2011) grundar
sig ddremot pa en studie av djur varav de flesta redan hade en kénd S. aureus infektion. Trots
att immunisering gjordes pa redan infekterade djur kunde S. aureus pavisas fran farre antal
juverdelar ett &r efter forsokets borjan. I Hofers studie fanns dock ingen ovaccinerad
kontrollgrupp vilket gor det svart att utvirdera effekten av vaccinet. Definitionen av mastit

skiljer sig dven dt mellan studierna vilket gor det svart att jimfora resultaten.

En anledning till att vi inte sdg ndgon minskad incidens av mastit pd grund av S. aureus-
infektion kan vara att Startvac® inte lyckades stimulera det humorala immunforsvaret i

tillrdckligt hog grad. Felaktig forvaring av vaccin som t.ex. bruten kylkedja, kan péverka
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effekten. Aven felaktig administration kan bidra till simre vaccinationseffekter. Dock finns

inga rapporter om sadant i denna studie.

Otillriacklig stimulering av det humorala forsvaret kan &ven vara en foljd av bristande
immuniseringsrutiner. Av praktiska orsaker foljde till exempel ingen av gardarna helt det
rekommenderade immuniseringsprotokollet. Inte heller i studien av Ortega Arial de Valesco
(2011) foljde man det rekommenderade protokollet. Dar immuniserades istdllet hela
besdttningen forst med tva grunddoser och direfter var tredje manad. Detta
vaccinationsprotokoll skiljer sig betydligt frdn vart forsok varfor det dr svart att jimfora
resultaten fran denna studie med var filtstudie. I studien av Ortega Arial de Valesco
vaccinerades dessutom alla djur i beséttningen till skillnad fran vér studie dér endast hélften
av djuren vaccinerades. Genom att vaccinera alla individer i en besittning, vilket Startvac®
rekommenderar, kan man minska det totala smittrycket. Det &r dock svart att utvdrdera
effekten av Startvac® vid immunisering av hela besittningen da ingen kontrollgrupp finns att

tillga.

En annan orsak till utebliven vaccinationseffekt &r mojligheten att vaccinet har en begridnsad
effekt pd de stammar av S. aureus som dominerar pd dessa gardar. Immunisering med
Startvac® leder enligt Prenafeta et al. (2010) till hoga serumtitrar av specifika SAAC
antikroppar. Dessa antikroppar syftar till att binda till komponenter i det slimelager som
omger bakterien och forhindra vidare uppkomst av biofilm. Vi har ingen kunskap om vilka
stammar som dominerar pd de tva forsoksgirdarna och vet ddrmed inte om de har formaga att
bilda slime och biofilm eller saknar SAAC-komponenten. I en undersdkning av formagan att
bilda slime i laboratoriemilj6 hos svenska stammar isolerade fran fall av mastit bildade

mindre &n hélften av isolaten slime (Persson Waller, muntligt meddelande 2011 ).

Pa gérd B sdgs en hogre andel mastiter med S. aureus-infektion i den vaccinerade gruppen.
Detta resultat dr svartolkat och en slutgiltig bedomning kan ej goras innan allt material ar
bearbetat. Det gar dock inte att utesluta att misstag i dokumentationen har gjorts. Aven fel i
urvalet av djur for provtagning dr mgjligt. En teori som eventuellt skulle kunna forklara varfor
vaccination skulle kunna ha en negativ effekt dr att korna immuniserades i mjolkgropen.
Injektion i samband med mjolkning skulle kunna orsaka stress vilket kan péverka
mjdlknedslédppet. Om en ko dr mer trogmjolkad kan det predisponera for skador pa spene och

spenspets och ddrmed Oka risken for S. aureus-infektion.
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Effekter pa celltalet

Resultaten frdn gird A tyder pa att vaccination hade en positiv effekt pa celltalet bdde i form
av sdankt individuellt celltal och ldgre andel kor med celltal 6ver 200 000/ml vid vissa
provmjolkningar. Dessa resultat Overensstimmer med tidigare studier av Ortega Arial de
Valesco (2011), March et al. (2010) och Hofer (2011) som syftade till att utvirdera effekten
av Startvac®. Det dr dock inte mojligt att avgéra om den positiva effekten pa celltalen
uteslutande dr orsakat av en reduktion av S. aureus da Startvac® dven ar riktat mot E. coli

och KNS.

Vaccinationseffekten var storre bland forstakalvarna én i gruppen av dldre kor. Detta kan vara
en foljd av att kvigor i storre utstrickning &r fria fran infektion vid inkalvning &n dldre kor
som 1 méanga fall redan bdr pa S. aureus sedan tidigare laktation. Immunisering av djur som ej
bér S. aureus infektion, vilket rekommenderas av Startvac®, innebér storre mdjligheter for

vaccinet att utfora sin verkan.

Till skillnad frdn gard A visade resultaten fran Gard B pd hogre celltal i den vaccinerade
gruppen. Tendensen till hogre celltal hos vaccinerade kor ligger i linje med fyndet att andelen
kor med mastit orsakad av S. aureus infektion var hogre bland vaccinerade kor pd gird B.
Resultaten dr svértolkade och en slutlig bedomning kan ej goras forrdn allt material ar
bearbetat. Variation i vaccinationseffekt mellan gérdar har dock konstaterats dven i andra
studier. I en studie av Schmitt (2011) dér tio franska gardar ingick ségs stora skillnader mellan
gérdarna avseende fordandringar i celltal fore och efter vaccination av hela besittningen. Pa tva

av gardarna okade celltalen efter vaccination.

Praktiska aspekter pa vaccinationsforsoket

Bada forsoksgardarna upplevde att immuniseringsforsoket med Startvac® innebar mycket
extraarbete t.ex. med att identifiera djur for korrekt immunisering utifrdn kalvningsdatum.
Béda gardarna frangick det rekommenderade vaccinationsprotokollet da de inte upplevde det
praktiskt genomforbart att vaccinera varje djur pd exakt rétt dag. Ett vaccinationsprotokoll dir
alla djur istdllet vaccineras samtidigt med jimna mellanrum kan vara enklare att genomfora i

stora beséttningar.

Gard A upplevde dessutom att vaccinationen tog betydligt langre tid under betessdsongen da
de vid ett flertal tillfdllen vaccinerade i hagen. En del av kvigorna utgick ur forsoket pa gard B

dé de hade svart att f4 hem djuren.

28



KONKLUSION

Sammantaget visar de preliminéra resultaten av féltstudien pa en positiv effekt av vaccination
med Startvac® pa celltalet pa gard A. Pa gard B var ddremot juverhdlsan sémre i den
vaccinerade gruppen @n i den ovaccinerade. Det dr dock viktigt att papeka att resultaten dr
prelimindra och endast innefattar en del av det totala antalet kor som ingér i studien. I den
slutgiltiga statistiska analysen kommer hdnsyn ocksa tas till andra faktorer som celltal fore
sinldggning, ras, vaccinationstidpunkt, variation i mjolkavkastning och dagar efter kalvning
vid provmjdlkning. Kor med ofullstindig dokumentation kommer att uteslutas ur den slutliga

bearbetningen.

Eftersom de prelimindra resultaten av studien &r motstridiga &r det svart att ta stallning till om
Startvac® &r ett bra komplement i vara svenska mjélkbesdttningar for att reducera
juverhélsoproblem pa grund av S. aureus. En slutbedomning bor vénta tills hela materialet har

bearbetats. I slutbedomningen bor dven en analys av kostnad relativt nytta goras.
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Bilaga 1:

Tabell 1 (del 1). Sammanstillning av publicerade studier rérande vaccination mot mastit orsakad av Staphylococcus aureus

Forfattare ﬁ;tggls tt;)lrlek Vaccinets ursprung Vaccintyp Adjuvant
Watson 1984 4 S. aureus isolerad vid akut klinisk mastit Levande forsvagat helcellsvaccin Ej angivet
Yoshida et al. 1984 97 S. aureus och S. epidermis Helcellsvaccin + kapselkomponent ~ Ej angivet
Watson 1992 14 S. aureus Avdodat helcellsvaccin + toxoid FIA' och/eller dextran
sulfat
Nickerson 1993 4 S. aureus stam JG80 Avdodat helcellsvaccin + FIA
toxoidkomp
Nordhaug et al. 1994 b 54 S. aureus med formaga att uttrycka pseudokapsel Avdddat helcellsvaccin + 2 mineralolja
toxoidkomp
Nordhaug et al. 1994 a 54 S. aureus med formaga att uttrycka pseudokapsel Avdddat helcellsvaccin + 2 mineralolja
toxoidkomp
Watson et al. 1996 730 2 stammar av S. aureus Avdddat celcellsvaccin + toxoid mineralolja
Calzolari et al. 1997 82 S. aureus och Streptococcer spp. Avdoddat helcellsvaccin + Ej angivet
kapselkomponent
Derosa & Sordillo 1997 3 2 kapselbildande stammar Helcellsvaccin + toxoid NaCl, FIA eller
rBolLcytokine)
Giraudo et al 1997 10 S. aureus kapselbildande + Strept. Spp.+ kapselkomponent ~ Avdddat helcellsvaccin Aluminium hydroxid
O’brien et al. 2000 5 S. aureus 336 kapselbildande Konjugerat kapselvaccin FIA
Carter & Kerr 2003 5 Protein A gen frén S. aureus och plasmid fran E. coli DNA-vaccin med uttryck for protein Aluminium hydroxid

' = Freud’s incomplete adjuvant
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Leitner et al. 2003a
Leitner et al. 2003b
Lee et al. 2004
Shkreta et al. 2004
Kauf et al 2007
Pellegrino et al. 2008
Chang et al. 2008
Middleton et al. 2009

Prenafeta et al. 2010

10
226

&~ oo

45

S. aureus

3 stammar av S. aureus
3 stammar av S. aureus
3 stammar av S. aureus med uttryck for CP 5, 8 och 336

2 gener kopplade till adhesion
E. coli

Avirulent stam av S. aureus
Rekombinant protein

5 stammar av S. aureus

S. aureus stammar med hog resp 14g formaga att bilda
biofilm

Helcellsvaccin samt albuminprotein

Helcellsvaccin + toxoid
Helcellsvaccin + toxoid

Avdodat helcellsvaccin

DNA vaccin + rekombinant protein
Lipopolysackarid LPS

Levande helcellsvaccin
Enterotoxin C

Lyserat helcellsvaccin

Bacterin

Ginsengextrakt, spec.
ginseng komponent
och aluminium
hydroxid

FIA

FIA

FIA eller Aluminium
hydroxid

FIA

Nej
Nej
Nej
Nej

oljebaserad
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Tabell 1 (del 2). Sammanstillning av publicerade studier rérande vaccination mot mastit orsakad av Staphylococcus aureu

Forfattare I.c.len"t friska innan Administrations-sitt Antal .Forsoks-.
forsok doser inokulering
Watson 1984 Ej angivet s.c.” 2 Ja
Yoshida et al. 1984 Lika stor andel mastiter i i.m.’ 2 Nej
bada grupperna
Watson 1992 Ja SCC “och bakt s.C., 1.m. 2 Ja
Nickerson 1993 Ja SCC och bakt 4 sts.c. 4 stim 2 Ja
Nordhaug et al. 1994 b Genom klinisk us. I omrédet for 2 Nej
juverlymtknutor
Nordhaug et al. 1994 a Genom klinisk us. I omrédet for 2 Nej
juverlymtknutor
Watson et al. 1996 Nej im. 2 Nej
Calzolari et al. 1997 Oklart s.C. 2 Nej
Derosa & Sordillo 1997 Ej angivet im., s.c. 3 Ja
Giraudo et al 1997 Ej angivet s.c. 2 Nej
O’brien et al. 2000 ELISA 1 ml i omradet for lresp2 Nej
juverlymtknutor och 1 ml
im.
Carter & Kerr 2003 ELISA im., i.d.” samtivulvaslh 3 Nej

? = subkutant

3 = intramuskulirt

* = somatic cell count
> = intradermalt
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ELISA

SCC och bakt
ELISA
Klinisk us.

SCC och bakt

SCC och bakt
ELISA

ELISA, SCC och bakt

Bakt och snabbtest ak.

ELISA

1.m.

s.c. och i.m.
S.c.

1.m.

1.m.
intramammart
s.C.

1.m.

S.C.

1.m.

Nej
Ja
Nej
Nej
Ja

Ja
Ja
Ja.
Nej

Ja
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