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SAMMANFATTNING

Cryptosporidium parvum ar en parasit som orsakar mild till allvarlig diarré hos unga kalvar.
Den sprids snabbt i en besattning och det ar dnskvért att snabbt kunna identifiera patogenen
for att bryta smittkedjan. | svenska mjolkbesattningar dominerar dock Cryptosporidium bovis
hos unga kalvar och dven kryptosporidiearterna C. ryanae och C. andersoni har aterfunnits i
aldersgruppen. Form och storlek pa C. andersoni skiljer sig fran det Gvriga arterna men de
andra kan inte morfologiskt skiljas at. Tre snabbtest och en ELISA som s&gs vara C. parvum-
specifika testas och utvarderas i denna studie med hjélp av frysta och farska trackprover med
varierande oocystkoncentrationer av kryptosporidiearterna C. parvum, C. bovis, C. ryanae
och C. andersoni. Inget av testen var specifikt for C. parvum. Testerna var jamforbara och
ké&nsligheten for de olika arterna var av samma storleksordning. Det krdvdes farre oocystor
per gram farsk track &n av frusen track for att pavisa kryptosporidier.



SUMMARY

The parasite Cryptosporidium parvum cause mild to severe diarrhea in young calves. It can be
spread quickly in a herd and it is of high interest to be able to identify the pathogen as soon as
possible to break the infection chain. The dominating Cryptosporidium species in calves in
Swedish dairy herds is however the non-pathogenic C. bovis and the species C. ryanae and
C. andersoni have also been identified in pre-weaned Swedish calves. Shape and size
differentiate C. andersoni from the three other species, but those three cannot be
morphologically separated. Three fast tests and one ELISA that are claimed to be C. parvum
specific are tested and evaluated in this study, using frozen and fresh faeces samples with
varying oocyst concentrations of C. parvum, C. bovis, C. ryanae or C. andersoni. None of the
four tests were specific for C. parvum. The tests were comparable and showed detection
levels in the same range for the different Cryptosporidium species. Less oocysts per gram
fresh faeces than for frozen were needed to obtain positive test results.



INTRODUKTION
Kalvhalsa och kalvdiarré

God halsa ar viktig for att framja tillvaxt hos kalvar. Snabb tillvaxt leder till tidigare
kdénsmognad och dérmed forkortad tid till forsta inseminering av kvigor. Dessa faktorer ger i
sin tur forbattrad produktion och ekonomi liksom minskade veterindrkostnader. Det ar
onskvart att snabbt identifiera sjukdomsframkallande agens for att snarast kunna héva ett
utbrott i besattningen. Darfor har flera snabbtest for olika patogener tagits fram.

Tva kategorier av sjukdomar dominerar hos kalv - luftvagslidande och diarré.
Cryptosporidium parvum ar tillsammans med rotavirus, coronavirus och Escherichia coli F5+
en av de huvudsakliga diarrépatogenerna hos kalv. Vart och ett av dessa namngivna
infektionsdmnen kan ensamt orsaka diarré eller forekomma i saminfektion med en annan
patogen (Silverlas, 2010b; Bjorkman et al., 2003). Rotavirus &r vanligast och som andra agens
kommer C.parvum. Aven Giardia intestinalis dr vanligt forekommande i svenska
beséttningar, men raknas inte som en av de framsta patogenerna (Bjorkman et al., 2003).
Detta arbete beror snabbtester avsedda for att identifiera C. parvum, vilken kan orsaka
livshotande infektioner och leder till forsdmrad tillvaxt hos kalvar och dérfor tillhér de
viktigare patogenerna hos kalv.

Cryptosporidium parvum och dess livscykel

Slaktet Cryptosporidiiae innehdller minst 25 olika arter Cryptosporidium. De flesta arter ar
vardspecifika men nagra arter, t ex C. parvum kan infektera olika varddjur.

Cryptosporidium parvum har forutom notboskap flera andra daggdjur inklusive manniska som
vard. Mogna oocystor, det vill sdga parasitens infektidsa stadium, ar 4,6 - 5,4 um x 3,8 - 4,7
um (Silverlas, 2010b). Oocystorna innehaller fyra sporozoiter, som frisatts i ileum da de
utsatts for magsaft och gallsalter (Fayer, 2008a; Foster & Smith, 2009). Sporozoiterna
invaderar enterocyternas mikrovilli, vilka svéller, fuserar och bildar ett membran runt
sporozoiterna. Sporozoiterna uppehaller sig darmed intracellulart men extracytoplasmatiskt.
De kan dock invadera magtarmkanalen anda fran abomasum till colon (Foster & Smith,
2009).

Sporozoiterna véxer till och kallas da trofozoiter. Nar de mognat kallas de meronter och dessa
producerar atta merozoiter som frisatts i tarmlumen och aterinvaderar tarmepitelet.
Merozoiterna mognar och differentieras till ett sexuellt stadium. De blir mikrogamonter
(hanliga) eller makrogamonter (honliga). 1 mikrogamonterna bildas kdnsceller som frisatts.
Om en konscell fuserar med en makrogamont bildas det en zygot som sedan mognar ut till en
oocysta, som sporulerar innan den slapper fran vardcellen (Elsheikha & Khan, 2011;
Rimhanen-Finne, 2006; Fayer, 2008a). Tva typer av oocystor bildas, tjock- och tunnvéggiga.
Majoriteten av oocystorna ar tjockvaggiga och dessa foljer med tracken ut och &ts upp av ett
nytt djur. De tunnvaggiga oocystorna kan autoinfektera djuret genom att frisatta sporozoiterna
direkt i ileum innan de foljer med tracken ut, vilket vidmakthaller infektionen.



Denna kombination av asexuell och sexuell forokning sker snabbt. Den minsta dosen for att
orsaka infektion hos en kalv med normalt immunférsvar &r under 100 oocystor och en sjuk
kalv kan utséndra i storleksordningen 10% oocystor per gram track (Casemore et al., 1997).
Oocystorna kan 6verleva lange i fuktig miljo utanfor varddjuret (Taylor et al., 2007). Stor vikt
bor darfor laggas vid noggrann rengoéring och upptorkning av kalvboxar i ladugardar dar
C. parvum patraffas. | sa gott som alla svenska ladugardar finns atminstone nagon art av
Cryptosporidium (Silverlas et al., 2009a).

Klinisk sjukdom och behandling

Klinisk sjukdom hos kalvar ses oftast hos de yngsta kalvarna i samband med Gverbeldggning,
dalig hygien och stress. Symptomen ar diarré, avmagring och dalig tillvaxt. Unga kalvar
infekteras av oocystor i omgivningen, parasiten replikeras och kalven utsondrar en stor méngd
oocystor som de yngre kalvarna far i sig.

Parasiten skadar tarmens epitelceller vilket leder till retraktion av villi och minskad
enzymatisk aktivitet (Klein et al., 2008). Villusatrofi sker genom apoptos och eventuellt ocksa
genom cytotoxiner fran C.parvum. Epitelbarriaren uppratthalls genom krypthyperplasi.
Epitelpermeabiliteten 6kar efter en kryptosporidieinfektion men mekanismen bakom detta &r
inte utredd. Absorption av vatten och natrium sker tillsammans med inforsel av glukos eller
glutamin till cellerna, men den totala absorptionen av kolhydrat, fett och aminosyror minskar.
Malabsorptionen leder till osmotisk diarré da mycket naringsamnen finns kvar i tarmen.
Beroende pa infektionsdos och om kalven ar drabbad av andra patogener samtidigt kan
infektionen variera fran mild till dodlig (Foster & Smith, 2009; Radostitis et al., 2007).

Pa grund av parasitens speciella placering i epitelcellerna ar det svart att ta fram nagot
botemedel. Medicin som passerar mag-tarmkanalen nar inte innanfor tarmepitelet dar
parasiten uppehaller sig och preparat som tas upp i tarmepitelcellerna &ar heller inte
verksamma da parasiten befinner sig utanfor cytoplasman men ar inkapslad (Foster & Smith,
2009). Orala vaccin och antibiotika i forebyggande syfte har anvénts utan bevisad framgang
(Foster & Smith, 2009; Harp & Goff, 1998). Halofuginone &r en coccidiostatika som
begransar diarrén och urskiljningen av oocystor hos smittade kalvar, men det ar inget
botemedel mot infektionen (Silverlas et al., 2009b). Det har gjorts lyckade forsok att
vaccinera draktiga kor for att kalven ska fa i sig antikroppar i ramjolken (Burton et al., 2011).
| forsoket hade kalvarna signifikant hogre méangd antikroppar i blodet &n kalvar som drack
ramjolk fran ovaccinerade kor.

Forebyggande arbete som att satta in kalvar i en miljo fri fran smitta ar det mest effektiva
séttet att undvika fekal-orala smittor. Rena vattenkallor och god hygien i kalvboxarna &r
tillsammans med ett starkt immunforsvar genom tillracklig mangd ramjolk det basta sattet att
begrénsa infektionen (Elsheikha & Khan, 2011). Utvérdering av slackt kalk som
desinfektionsmedel pagar pa SLU 2012-2013.

Zoonotisk smitta

Cryptosporidium parvum finns hos manga olika djurslag och dessa kan smitta varandra.
Olika anledningar till varfér manniskor infekteras av C. parvum kan vara kontaminerat vatten
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eller livsmedel som bevattnats med kontaminerat vatten, intag av kalvtrack eller cirkulation i
humanpopulationen utan inblandning av djur (Hendrix & Robinson, 2011). | Sverige blev
utbrotten i Ostersund och Skellefted ar 2010-2011 uppmarksammade, da totalt mer &n 40 000
manniskor insjuknade i kryptosporidios. | bada fallen rérde det sig om vattenburna utbrott av
den humana arten C. hominis och inte C. parvum som man forst misstankte. Troligtvis rorde
det sig om en sekundarsmitta dar en person urskiljde oocystor. Avloppsvatten hade svammat
over barridrerna sa att oocystorna i ravattnet inte avlagsnats och avdddats innan det natt
Storsjon, varifran dricksvattnet togs (Smittskyddsinstitutet, 2011).

Cryptosporidium andersoni

Cryptosporidium andersoni ar en av ytterligare tre kryptosporidier som finns hos not. Den har
avlanga oocystor, 7,4 (6,0 - 8,1) um x 55 (5,0 - 6,5) um och predilektionsstallet ar
abomasum. De invaderar borstkanten i magséackens kortlar vilket leder till forhojda nivaer
pepsinogen i plasman, forhojt pH i abomasum (4,5 - 5,0) och en upp till tre ganger sa tjock,
blek och granulomatts abomasal mucosa an normalt hos det infekterade djuret (Anderson,
1998). Infektionen &r kronisk och subklinisk men kan ge minskad mjolkproduktion. (Taylor et
al., 2007; Anderson, 1998). Cryptosporidium andersoni ar vanligast hos ungdjur och vuxna
men kan ses fran tre veckors alder i enstaka fall (Anderson, 1998; Bowman, 2009; Fayer et
al., 2006; Fayer et al., 2007; Santin et al., 2004; Silverlas et al., 2009a). Innan C. andersoni
identifierades som en egen art med hjalp av molekylara metoder misstog man den for den
gnagarspecifika C. muris och antog att den spreds mellan mdss och nét (Anderson, 1998).

Cryptosporidium bovis

Cryptosporidium bovis har matten 4,6 (4,2 - 4,8) um x 4,9 (4,8 - 5,4) um (Fayer et al., 2005).
Det ar oklart huruvida den orsakar klinisk sjukdom hos nétboskap, men den florerar i manga
svenska beséttningar, invaderar liksom C. parvum epitelcellerna i tunntarmen, men orsakar
subkliniska infektioner. Detta ar den vanligaste arten hos svenska kalvar. Hos nagra kalvar
med diarré har man aterfunnit C. bovis som ensamt infektionsdmne, vilket pekar at att
parasiten kan orsaka diarré (Silverlas et al., 2012b). Den férekommer i Sverige fran en veckas
alder och tar 6ver som dominant art fran och med fran kalvens andra eller tredje levnadsvecka
(Silverlas, 2010b). Enligt Santin et al. (2004), vilka forst beskrev arten, ar det framst kalvar
mellan tva och sju manader som blir infekterade, men kalvarna drabbas inte av diarré (Fayer
et al., 2005; Santin et al., 2004). Oocystor av C. bovis innehaller fyra sporozoiter. Genetiskt
liknar parasiten till stor del C.ryanae och Cryptosporidium deer genotype (Fayer et al.,
2005).

Cryptosporidium ryanae

Den fjarde notspecifika kryptosporidiearten hos nét ar Cryptosporidium ryanae. Den beskrevs
som en egen art forsta gangen 2008. Innan detta bendmndes den Cryptosporidium deer-like
genotype” pga. stora likheter i rDNA med Cryptosporidium deer genotype. Den har de minsta
oocystorna av arterna som infekterar nét, 3,7 (2,9 - 4,4) um x 3,2 (29 - 3,7) um.
Cryptosporidium ryanae ar till skillnad fran C.parvum vardspecifik for not.
Prepatensperioden &r cirka 11 dagar men i en svensk studie hittades manifest infektion hos en
8 dagar gammal kalv (Silverlas & Blanco-Penedo, 2012a). Oocystutsondringen varar i 15 - 17
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dagar. Arten har patraffats i USA, Asien, Afrika och Europa. Det ar osakert hur manga
sporozoiter en oocysta innehaller men man har sett en eller tva. Liksom C. parvum infekterar
C. ryanae tunntarmen (Fayer et al., 2008b).

Tjocklek pa oocystornas skal skiljer sig inte mellan C. parvum, C. bovis och C. ryanae.
Langd-/breddforhallandet varierar nagot mellan de tre arterna och ar 1,1, 1,1 respektive 1,2
men skillnaderna &r sd sma att de inte kan skiljas at morfologiskt. Molekylara metoder som
till exempel PCR-RFLP eller PCR och sekvensering kravs for att identifiera vilken art det ror
sig om.

Aldersférdelning av Cryptosporidium spp. hos nét

Prevalensen av Cryptosporidium spp. ar olika for olika aldersintervall hos not. Silverlas et al.
(2009a) gjorde en prevalensstudie i 50 svenska besattningar med mer an 50 kor ar 2005-2007.
De olika kryptosporidiearterna fordelade sig enligt Figur 1 (Silverlas et al., 2010a). Av de upp
till tva manader gamla kalvar som var infekterade med Cryptosporidium hade 74 % C. bovis,
20,5 % C. parvum och 5,5 % C. ryanae. Av de infekterade kalvar som var 4-12 manader hade
77,1 % C. bovis, 17,1 % C. ryanae och 5,7 % C. andersoni. Totalt artbestdmdes 93 prover
fran kalvar i aldern 0-2 manader och 69 prover fran kalvar i aldern 4-12 manader.

Cryptosporidium-férdelning hos kalvar i
Sverige
90%
80%
70%
60%
H C. parvum
50%
B C. bovis
40%
C. ryanae
30% C. andersoni
20%
10%
0%
Kalvar innan avvanjning 0-2 man Avvanda kalvar 4-12 man

Figur 1. Artférdelningen av Cryptosporidium spp. i Sverige ar 2005-2007. Data hamtade ur Silverlas
etal. (2010 a).

Fordelningen av Cryptosporidium spp. ser olika ut i olika lander och skiljer sig ocksa mellan
mjolk- och kéttdjur. Fayer et. al (2007) undersokte punktprevalensen hos mjolkraser ar 2005,
2006 och 2007 i USA, dar samma arter finns som i Sverige. Cryptosporidium parvum
utgjorde 85 % av kryptosporidieinfektionerna hos unga kalvar men avtog sedan tvart efter sex
veckors alder och var ovanlig hos djur aldre an tvad manader. Cryptosporidium andersoni
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okade successivt med alder och dominerade hos aldre djur. Cryptosporidium bovis och
C. ryanae var vanligast hos avvanda kalvar och avtog sedan. Prevalensen av C. ryanae var
forsumbar for kor som var tva ar eller dldre. En illustration av fordelningen av olika
Cryptosporidium spp. hos olika aldrar hos not visas i Figur 2 och data ar hamtade fran Fayer
et al. (2007).

Fordelning av Cryptosporidium sp. hos
mjolkraser i USA

90%

80%

70%

60% —

50% —

40% —

30% —

20% —

10% —
0%

Kalvar innan avvanjning  Avvanda kalvar 2-11 Kvigor 12-24 man Kor 2 ar och aldre
0-2 man man

B C. parvum EC. bovis C. ryanae C. andersoni

Figur 2. De fyra huvudsakliga bovina Cryptosporidium spp. i olika aldersspann hos djur med
kryptosporidios. Data fran Fayer et al. (2007).

Feltus et al. (2008) undersokte prevalensen av dessa fyra kryptosporidiearter hos koéttdjur i
USA. Studien innefattade 43 positiva djur, vilket var 20,3 % av alla provtagna djur. Hos 6-8
manader gamla djur som var infekterade hade 50 % och 34 % C. bovis resp. C. ryanae.
Varken C.parvum eller C.andersoni hittades 1 denna grupp. Av fem
kryptosporidieinfekterade kor 6ver tva ar hade tre C. andersoni, en C. ryanae och en C. bovis.

Sannolikheten att ett slumpmaéssigt trackprov fran en ej avvand kryptosporidieinfekterad kalv
ska innehalla en annan kryptosporidieart &n C. parvum ar alltsa ca 80 % i Sverige och 15 % i
USA. Sannolikheten att hitta C. parvum hos kalvar &ldre &n tva manader ar i princip obefintlig
i Sverige, medan motsvarande siffra for USA dr < 10 %. Om snabbtester som sdgs vara
artspecifika for C. parvum visar positivt &ven for de Ovriga kryptosporidiearterna som
forekommer hos kalv (0-2 manader) skulle det alltsd i Sverige innebdra 80 % felaktiga
matvérden i en punktprevalensundersokning av denna djurgrupp. Artfordelningen skiljer sig
dock vasentligt at hos kalvar med diarré. | en studie gjord av Silverlas et al. (2012b) pa
svenska kalvar med diarré och kryptosporidieinfektion orsakades 93,2 % av C. parvum och
6,8 % av C. bovis.



Olika metoder for att detektera Cryptosporidium spp.

Trackprov ar en icke-invasiv metod som kan upprepas vid olika tidpunkter pa samma djur.
Oocystkoncentrationen i tracken foljer en klockformad kurva med laga nivaer i borjan av
patensperioden foljt av en kraftig 6kning nagra dagar senare och en kraftig minskning i slutet.
Ju fler sporozoiter som invaderat tarmepitelet nagra dygn tidigare, desto storre tarmskada har
kalven och desto fler oocystor utskiljs ocksa i tracken.

Ett alternativ ar att analysera tarmen och dess innehall post mortem, men detta lampar sig
enbart i forskningssyfte. Fordelen med obduktion &r att olika stadier i parasitens livscykel kan
analyseras och att man kan uppskatta infektionens omfattning.

Kryptosporidieoocystor ar ofargade, transparenta och sma och darfér svara att se i vanligt
ljusmikroskop (Bowman, 2009). Det gar att anvanda faskontrastmikroskop eller differential-
interferenskontrast for att forstarka konturerna av oocystorna sa att man kan differentiera
oocystor fran 6vrigt trackinnehall.

Konventionella metoder

Vid hoga oocystkoncentrationer i tracken (klinisk infektion) kan den understkas direkt. Om
man letar efter en subklinisk infektion med féarre oocystor i trackprovet, kan dessa
koncentreras genom flotation, till exempel i méttad saltlésning eller Sheather’s sockerlésning
(Garcia et al., 1983). En annan metod &r Percoll’s gradientcentrifugering (Kar et al., 2011).
Saltflotation har visat sig ge hdgre renhet, hdgre oocystutvinning och béttre utrensning av
degenererade oocystor &n bade Sheather’s sockerldsning och Percoll’s gradientcentrifugering
(Kar et al., 2011).

Om oocystorna fargas kan ett vanligt ljusmikroskop anvéndas. En populdr férgning ar
modifierad Ziehl-Neelsen. R6da oocystor ses da pa bla bakgrund. En annan vanlig farg ar
karbolfuchsin som lamnar oocystorna ofargade men fargar in allt debris rétt. Bada metoderna
skiljer oocystor fran jastsvampar. (Garcia et al., 1983; Kar et al., 2011). Flera andra
fargningar och kombinationer av fargningar har provats med varierande resultat, till exempel
Giemsa, het safranin-metylenbld, modifierad Kohn’s mm. Giemsa fargar till exempel in
oocystorna bra men ocksa fekala jastsvampar och annat debris.

Oocystornas viabilitet kan undersokas genom infargning med 4,6 diamino-2-fenylindol
dihydroklorid (DAPI) som binder till DNA i oskadade oocystor. K&rnorna i sporozoiterna ser
da bla ut i UV-ljus (Campbell et al., 1992).

Infargning med ett fluorescerande dmne och visualisering i fluorescensmikroskop ar en metod
som tydligt synliggor oocystor. Fargen bestar av fluorescein som &r bundet till antikroppar
som binder till oocystvaggen. Fluorescensmikroskop har en ultraviolett ljuskélla och filter och
i belysningen lyser de infargade oocystorna gréna (Bowman, 2009). Oocystorna &r latta att
urskilja men morfologin syns inte s tydligt. Dessutom ser man ibland &dven ospecifik
fluorescens som inte kommer fran Cryptosporidium (Garcia et al., 1983).



Morfologiskt kan man sarskilja C. andersoni fran de mindre arterna C. parvum, C. ryanae och
C. bovis men de tre senare kan inte sarskiljas fran varandra. Darfér kan mikroskopi inte
anvandas for att artbestimma Cryptosporidium, utan man erhaller bara en kvantifiering av
oocystorna i trackprovet.

PCR

Arter inom genus Cryptosporidium liknar varandra molekylért i stor utstrdckning, men det
finns genetiska skillnader som gor att de gar att skilja fran varandra. DNA-baserade tekniker
som PCR lampar sig for artbestamning (Taylor et al., 2007). De markdrer man anvander for
att skilja de olika arterna at ar framfor allt -18S rRNA-genen, men dven 70 kDa Heat shock
protein (HSP70)-, Cryptosporidium oocyst wall protein (COWP)- och aktingenerna. For
artbestamning kan PCR-produkterna antingen sekvenseras eller digereras av
restriktionsenzymer (RFLP) sa att de klipps i olika stora fragment och séledes fardas olika
langt i gelelektrofores (Silverlas, 2010b).

Om djuret ar infekterat av tva olika kryptosporidiearter kan det bli problematiskt att
identifiera bada med PCR, framfor allt om man anvander sekvensering. Den art som
dominerar infektionen eller den arten vars gensegment har hogst affinitet for PCR-primern
amplifieras betydligt mer och identifieras, medan 6vriga arter kan undga observation genom
att de inte bli tillrackligt uppférdkade (Xiao & Ryan, 2008). Genom subtypsanalys av 60 kDa
glycoprotein (GP60)-genen ar det anda majligt att identifiera C. parvum i prover som ocksa
innehaller C. bovis, C. ryanae och C. andersoni. GP60-genen ar inte lika konserverad mellan
arterna, och darfor amplifieras bara C. parvum C. hominis och ibland C. meleagridis med
dagens metoder (Feng et al., 2007). Pa detta satt kan lindriga infektioner av C. parvum
upptackas, aven da andra arter dominerar (Feng et al., 2007).

Andra metoder

Det finns ocksa nagra kommersiella snabbtester och antigen-ELISA-tester framtagna for att
pavisa Cryptosporidium spp. i trackprover. Det dr osakert om de kan skilja mellan de olika
Kryptosporidiearterna.

Syfte med studien

Syftet med detta arbete var att utvérdera tre snabbtester och en ELISA-test avsedda for att
pavisa C. parvum-infektion hos notkreatur. Avsikten var i forsta hand att undersoka om
testerna kunde skilja mellan C. parvum och de tre andra kryptosporidiearter som ar vanliga
hos notkreatur. Dessutom undersoktes hur laga oocystnivaer som kunde detekteras.

Inledande arbete

For att kunna utvardera snabbtesternas kanslighet och palitlighet kravs att trackprovens
oocystkoncentrationer ar kadnda. En reningsmetod med saltflotation kombinerad med fargning
och avlasning i fluorescensmikroskop anvéndes i denna studie for att kvantifiera
oocystkoncentrationerna i trackproven. Innan studierna genomférdes larde sig forfattaren
anvanda dessa metoder, identifiera och differentiera kryptosporidieoocystor fran till exempel
cystor av Giardia spp. och debris, skilja pa vilka oocystor som viabla och ska réknas och
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vilka som inte ska inkluderas i matningarna samt studera och jamfora formen pa C. andersoni
med Ovriga kryptosporidiearter.

Med syfte att trdna forfattaren att utfora méatningar med det ELISA-test som utvérderas i
studien gjordes innan en separat ELISA-studie pa 20 trackprover tillsammans med tranad
personal. D& méttes forekomst av rotavirus med ett liknande ELISA-test.

Genomfdrande

Arbetet omfattar tva delar; en storre studie déar prover innehallande olika mangder av de fyra
arter som dominerar hos notkreatur, d.v.s. C. parvum, C bovis, C. ryanae och C. andersoni,
testades samt en delstudie inriktad pa C. bovis.

De snabbtester som anvandes var:

e Fassisi® Crypto av Fassisi
e FASTest® CRYPTO Strip av Mega Cor Diagnostik
e Bovine Enterichek Crypto av Biovet®

Dessutom anvéndes ett ELISA-test for fyra kalvpatogener inklusive C. parvum:

e Pathasure® Enteritis 4 av Biovet®: Bovine Rotavirus-Coronavirus, Escherichia coli
K99 (F5+) and Cryptosporidium parvum antigen test kit

Snabbtesterna och ELISAnN ska enligt tillverkarna vara artspecifika for C. parvum samt ha hdg
sensitivitet och specificitet, se vidare nedan. Snabbtester och ELISANn fanns tillgangliga nar
projektet startade.

For ett prov anvandes ett test Fassisi, ett Megacor och tva Enterichek och dessa méatningar
utfordes samtidigt.

OPG (oocystor per gram orenad track) raknades fram for samtliga trackprov genom att
anvanda en reningsmetod med saltflotation, foljt av infargning med fluorescens och rékning i
fluorescensmikroskop. Metoden beskrivs nedan. For prov L22 och L23 gjordes OPG-
rékningarna innan métningarna med snabbtesterna utférdes, medan OPG for Gvriga prover
réknades fram i efterhand. De spikade provernas faktiska OPG efter rening sammanfoll val
med angiven spikning och darfor redovisas spikningens OPG. Eftersom vattenproverna inte
renades rdknades inte OPG fram for dem.

Samtliga tester utfordes blindat i sd matto att forfattaren vid utforandet enbart hade l6pnumret
och inte nadgon sammanstallning 6ver OPG-vardena tillganglig. Prov L1-L12 analyserades
blindat genom att bara forfattarens handledare visste vad proverna inneholl. Prov L13-L21
och prov L46-149 analyserades ocksa blindat da forfattaren inte visste vilket prov som hennes
handledare hade spikat till vilken koncentration oocystor.
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Avsikten var att undersoka varje trackprov med alla tester, men vissa prov inneholl for lite
track for att kunna testas med ELISAn och tva prov inneholl aven for lite material for
reningsmetoden.

MATERIAL OCH METODER
Prover

Till studiens matningar anvandes olika sorters trackprover samt nagra vattenprover som alla
beskrivs nedan. Proverna finns aven listade efter Iopnummer i Bilaga 1.

Farska prover fran sjuka kalvar yngre an sex veckor erhdlls fran rutindiagnostiken pa SVA
(L25-L.33). Dessa prov var inte analyserade med PCR-RFLP men baserat pa kalvarnas alder
och att proverna var tagna i beséttningar med kalvdiarréproblem beddémdes oocystorna med
stor sannolikhet vara C. parvum (Silverlas et al., 2012b).

For att samla in féarska trackprov med C. bovis bestktes en beséttning med kand C. bovis-
infektion dar det inte pavisats C. parvum. Trackprover togs fran tva kalvar som var under tva
manader gamla med klinisk sjukdom i form av diarré och avmagring (L22, L23).

For studien behdvdes trackprover som vardera innehdll endast en de fyra kryptosporidiearter
som &r vanliga hos notkreatur. Antal tester var begrénsat och det var viktigt att undersoka ett
flertal prover fran varje (kand) art. Da det inte var mojligt att fa tag pa farska, artbestamda
prover med C. andersoni och C.ryanae — bland annat pa grund av arternas ovanlighet —
anvandes ocksa frysta trackprover som tidigare blivit analyserade med PCR i kombination
med antingen sekvensering eller RFLP (Silverlas et al., 2009a; Silverlas et al., 2010a). Frysta
trackprov med olika kryptosporidiearter som hade ungefarligt 6nskat OPG vid infrysningen
sOktes darfor upp i databaser och plockades fram ur frysar. Dessa prov innehdll arterna
C. parvum (L1, L6), C. andersoni (L5, L9, L11), C. bovis (L2, L4, L7, L10, L12, L42-L45)
eller C. ryanae (L3, L34-L40). Ett fryst prov fran en sjuk kalv yngre an sex veckor fran en
kalvdiarrébesattning donerades fran rutindiagnostiken (L24). Detta prov hade inte blivit
analyserat med PCR-RFLP men beddmdes anda innehalla C. parvum (se ovan).

For att ringa in testernas detektionsniva for C. parvum anvandes en serie sa kallade spikade
prover. Farsk track tagen fran en &ldre frisk ko, delades upp till flera delar och olika méangder
farska C. parvum-oocystor tillsattes av huvudhandledaren (L8, L13, L14, L16-L21). Dessa
prov frystes darefter ned nagra dagar innan de analyserades och klassades som frysta. Ett prov
spikades inte utan anvandes som negativ kontroll (L15).

Prov med avjoniserat vatten spikades av huvudhandledaren till bestdmda koncentrationer med
farska C. parvum-oocystor (L46-L.49) med syfte att ringa in detektionsnivaerna narmare.

Med avsikt att samla in fler farska trackprov med oocystor av C. bovis besoktes garden med
konstaterad C. bovis-smitta ytterligare en gang och 10 slumpvis utvalda kliniskt friska kalvar
som var 6ver tvd manader gamla provtogs (L50-L59). Dessutom togs da ett prov fran en lika
gammal kalv med diarré (L41). Dessa prover anvandes i delstudien inriktad pa C. bovis.
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Reningsmetod med saltflotation

Reningsmetoden som anvéndes i studien &r tidigare beskriven i ett studentarbete av
Andersson (2004) och reningen utfors pa foljande satt:

| ett 50 ml provror vags 1 gram faeces. 4 ml destillerat vatten tillsatts och roret vortexas och
skakas sa att all faeces loses upp. 4 ml mattad NaCl tillsatts och roret skakas sa att inga
partiklar finns kvar i toppen av roret.

Roret vortexas 10 sekunder, skakas tre ganger, vortexas 10 sekunder och centrifugeras i 2750
varv/min i en minut. Oocystorna antas da finnas i supernatanten, vilken forsiktigt overfors till
ett nytt 50 ml provror. Roret fylls upp med avjoniserat vatten till 50 ml. Samma pipett som
anvandes vid overforingen anvands for pafyllningen for ta tillvara pa eventuella oocystor som
fastnat i den.

Roret centrifugeras i 2750 varv/min i 10 min. Nu antas oocystorna finnas bland pelleten i
botten. Supernatanten sugs forsiktigt bort, pelleten vortexas tills den l6ses upp och nytt
avjoniserat vatten tillsatts upp till 50 ml. En ny centrifugering gors i 2750 varv/min i 10 min.
Supernatanten sugs bort. Innehallet 6verfors till ett 10 ml rér och roret vortexas tills pelleten
ar upplést och fylls upp till 20 ml med avjoniserat vatten. Pipetten rensas med det tillsatta
vattnet sa att inga oocystor forloras.

En sista centrifugering gors i 2750 varv/min i 10 min. Supernatanten sugs bort tills det &r 1,5
ml kvar i roret. Innehallet vortexas sa att pelleten 16ses upp och finfordelas.

60 ul av koncentratet (1,5 ml) satts till en brunn pa ett objektsglas och far torka i
rumstemperatur eller i 37 °C. Nar det &r torrt fixeras provet i aceton i 10 min.

For infargning satts 20 pl fluoresceinbindande monoklonala antikroppar (FITC) pa brunnen
och glaset inkuberas i en timme i morkt utrymme och rumstemperatur. Den FITC som
anvands (Crypto Cel, Cellabs) binder bara till kryptosporidieoocystor, men kan inte urskilja
olika arter inom detta genus. Efter inkuberingen tvéattas brunnen tva ganger med 100 pl PBS-
buffert och bufferten aspireras efter tvatten. 10 pl monteringsvétska satts pa brunnen och ett
tackglas laggs pa. Springan vid tackglasets sidor forsluts med nagellack for att brunnen inte
ska torka.

Antal oocystor i provet rédknas i fluorescensmikroskop i 200 x forstoring. Det dr oocystornas
vagg som fargas in med fluoresceinet och som ses lysande grdna i mikroskopet. Metoden har
en lagsta detektionsniva pa 50-100 OPG (Anderson, 2004).

Uppskattningsvis antas att halften av alla oocystor vara kvar i provet efter rening. Det renade
provet rymmer 1500 pl och varje brunn rymmer 60 pl. Darfér kan man i varje brunn rékna
160 _ L av oocystorna i 1 gram orenad track. Antal oocystor i 1 gram track blir saledes
2 1500 50

50-antal oocystor i brunnen. Om tracken innehaller mycket fett, som hos icke avvanda kalvar,
anvands istallet tva brunnar med 30 pl i vardera, da lagret i en brunn med 60 pl blir opakt och
oocystorna svara att urskilja.
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FASTest® CRYPTO Strip av Mega Cor Diagnostik, "Megacor”

Testet baseras pa en immunokromatografisk testremsa. Det innehaller tva monoklonala
antikroppar, varav den ena typen &r bundna till rorliga latexpartiklar och den andra till
kontrollzonen pa testremsan. Om trackprovet innehaller C. parvum binder oocystorna till
antikropparna pa latexpartiklarna, enligt produktresumén. Da komplexet migrerar till
testzonen féaster komplexet dit och testlinjen fargas réd. Resterande mobila antikroppar
migrerar till kontrollzonen och binder till den andra antikroppen i kontrollzonen varvid det
bildas en bla linje dér, se Figur 4. Fargintensiteten beror pA mangden antigen i trackprovet.

Matning: Med en tillhérande liten sked tas ungeféar 0,4 gram track. Detta stoppas ned i ett ror
med buffert. Rorets kork sétts pa och roret skakas om sa att provet mixas med bufferten.
Testremsan sdnks ned i l6sningen och vatskan sugs upp under minst en minut. Testremsan
laggs sedan plant och avlases efter fem minuter. Om positivt resultat uppstar forst efter 10
minuter har testet inget diagnostiskt vérde enligt tillverkaren.

Enligt produktspecifikationen ar sensitiviteten for C. parvum 96,7 % och specificiteten
99,9 %. Klein et al. (2009) uppmétte sensitiviteten till 100 % och specificiteten till 94,6 %.

I Figur 3 visas teststickan och buffertlésningen av Megacor i mitten.

Det fanns 50 tester till projektet. Dessutom fanns dven fyra utgangna tester (2009) som
anvandes till en sidostudie av C. bovis.

Fassisi® Crypto av Fassisi, "Fassisi”

Detta test bygger liksom Megacor pa en immunologisk metod. En liten plastpinne anvéands for
att ta upp track som mixas med buffert. Tre droppar av vétskan sétts i en provbrunn och
absorberas av en uppsugningsdyna pa testremsan, se Figur 3 till hoger i bild. Genom
kapillarkraft sugs vatskan langs remsan, passerar testlinjen och nar kontrollinjen som da
fargas rod, se Figur 4.

Vitskan blandas da med guldbundna antikroppar pa konjugatpadden. Om provet innehaller
antigen bildas i testregionen en sandwich mellan antigen, guldbundna antikroppar och
antikroppar som ar bundna till testlinjen. Testlinjen fargas da rod. Om inte antigen finns i
provet binder inte de guldbundna antikropparna till de fixerade antikropparna och ingen
testlinje syns.

Matning: Avléasning kan goras forst efter 5-10 minuter efter att dropparna tillsatts. Om
testlinjen uppkommer inom 20 minuter raknas testet som positivt. Aven svaga testlinjer ar
positiva. Testet uppges ha en sensitivitet for C. parvum pa 92 % och en specificitet pa 99 %.
50 tester fanns att tillga for projektet.
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Figur 3. Fran vanster till hoger: métsticka och buffertrér Bovine Enterichek Crypto fran Biovet®,
matsticka och buffertror FASTest® CRYPTO Strip fran Mega Cor Diagnostik och buffertbehallare
med dropplatta Fassisi® Crypto fran Fassisi.

Figur 4. Kontrollinjer synliga for ett prov (L34) med mycket 1ag koncentration av C. ryanae, (negativa
testresultat). Fran vanster till hoger: Enterichek, Megacor och Fassisi. Om provet hade testat positivt
hade en rod testlinje varit synlig nedanfor respektive kontrollinje.
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Bovine Enterichek Crypto av Biovet®,” Enterichek”

Till vanster i bild i Figur 3 ser man matsticka och buffert for detta snabbtest. Farsk track tas
med en tillhérande sked och 1&ggs i ett rér med buffert och homogeniseras i denna. En
testremsa stoppas ned i réret och en padd suger upp vétskan. Testremsan sta och fuktas i roret
i 10 minuter och det &r viktigt att se att vatskan migrerar till toppen av testremsan.
Kontrollinjen fargas da rod av vatskan, se Figur 4. Avlasning kan goras direkt men om
testlinjen ar svaga kan man vanta i upp till fem minuter pa ett positivt resultat.

Aven detta test ar uppbyggt pé kolloidala guldbundna antikroppar mot C. parvum pé en
konjugatb&dd. Ett immunokomplex med kromogen bildas nédr anti-C. parvum-antikroppar
immobiliseras pa en testlinje efter att vatskan sugits genom reaktionsmembranet med hjalp av
kapillarkraft i badden.

Testet har sensitiviteten 81,5 % och specificiteten 98,6 % for C. parvum jamfort med en PCR-
metod (Cho et al., 2012).

Det fanns 100 tester av denna sort att tillga.

Bovine Rotavirus-Coronavirus, Escherichia coli K99 (F5+) and
Cryptosporidium parvum antigen test kit (ELISA) Pathasure® Enteritis 4 av
Biovet®, “ELISA”

Tvéttvatska som tillhor testforpackningen spads 1:10 med avjoniserat vatten. Faecesproverna
spads 1:10 med den utspadda tvattvatskan och homogeniseras. De grova partiklarna tillats
sjunka till botten. Tva droppar av supernatanten sugs upp med plastpipett och sétts i varje
brunn, foérutom i brunn 1 och 2 dar tva droppar positiv respektive negativ kontroll sétts.
Brunnarnas bottnar &r bestrukna med antikroppar mot Cryptosporidium och d&vriga tre
testpatogener.

Plattan med brunnarna inkuberas i 23 +/- 2 °C under 30 minuter. Sedan téms brunnarna och
skéljs fem ganger med tvattvatskan. Vatskan slas forsiktigt ut mot papper varje gang. Det
antigen som bundit in till antikropparna i botten av brunnarna sitter fast och resten av vétskan
skoljs bort.

For test av kryptosporidieinfektion satts tva droppar konjugat med anti-Cryptosporidium
antikroppar till varje brunn. Plattan inkuberas sedan i 23 +/- 2 °C under 30 minuter.
Konjugatet faster da in till antigenet. Efter detta skoljs alla brunnar fem ganger med
tvattvatskan och vatskan slas ur forsiktigt efter varje skoljning.

Tre droppar substrat satts i varje brunn och plattan inkuberas i mérker 23 +/- 2 °C under 10
minuter. Konjugatet orsakar en fargreaktion sa att substratet blir blalila i de brunnar dar
antigen bundit in till antikropparna. Plattan skakas om och kan avlasas okulart direkt. | manga
ELISA-tester tillsatts ett amne sa att fargreaktionen stoppas vid ELISA-diagnostik, men i
detta test saknas detta. | detta forsok anvandes dock dven en spektrofotometer med
vaglangden 492 nm for att avlasa optisk densitet (OD). OD for vaglangden 620 nm
subtraherades for att kompensera for testplattans férg.
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Sensitivitet och specificitet for testet uppges inte pa bipacksedeln men tillverkarens kontakt
uppgav att bade sensitivitet och specificitet var 100 % (André Broes, Biovet-inc., personligt
meddelande).

Det fanns 94 mojliga testbrunnar pa plattan forutom de som anvéndes for positiv och negativ
kontroll. Konjugatet med anti-Cryptosporidium antikroppar sag ut att kunna bli den
begransande faktorn da andra konjugat ar tankta att anvandas i 75 % av brunnarna.

RESULTAT

Alla tester i projektet &r av bindr natur, det vill sdga att antingen visas ett positivt resultat
genom en fargreaktion eller sa ses ingen reaktion. Detta askadliggors med ”1” for positivt
resultat och ”0” for negativt resultat. Dock sags ibland en mycket svag reaktion och
forfattaren har valt att presentera dessa resultat som svag”. Farska prover markeras med "fa”,
frusna med "fr” och spikade track- och vattenprover med “’spik”.

Cryptosporidium parvum

| Tabell 1 visas resultaten for alla trackprov och vattenlésningar som innehéll C. parvum-
oocystor i olika koncentrationer matt i OPG. Samtliga prover anvandes en gang for test med
Megacor, Fassisi och ELISA. Da dubbelt sd manga tester av Enterichek fanns att tillga
jamfort med de andra testerna, testades varje prov med C. parvum tva ganger med Enterichek,
forutom provet med 2,5-10° OPG, som bara testades en gang.

Matningar pa prover som inneholl C. parvum visade att Megacor gav ett svagt utslag for
3,7-10* OPG farsk track, vilket innebar att detektionsnivan for farsk track bér ligga runt det
vérdet. Testet hade en ungefarlig detektionsgrans pa 1-10° - 2-10° OPG for frusen track.

For matningarna gjorda med Fassisi var detektionsgransen for C. parvum-innehallande farska
prover < 3,7-10* OPG d& det gav ett klart positivt utslag p& matstickan. Detektionsnivan for
C. parvum i frusen track var ungefar tre génger s hog, 1-10° OPG, d& denna niva gav en svag
markering pa matstickan

Enterichek hade liksom Megacor en ungefarlig detektionsgrans pa < 3,7-10* OPG for farsk
track. Motsvarande detektionsniva for C. parvum i frusen track var 1-10° - 2-10° OPG.

Det farska trackprovet med 3,7-10° OPG testade positivt dven med ELISA-testet, s&
detektionsnivan for C. parvum i farsk track 1&g ocksa under 3,7-10* OPG. For frusen track var
detektionsgransen dock lagre, 7,5-10* - 1-10° OPG.

16



Tabell 1. Oocystkoncentrationer (OPG) av C. parvum anvanda i férsoket och resultat av matningarna
med de olika testerna presenterade som 0" (negativt), ’1”" (positivt) eller ”’svag’ (svagt synligt
fargomslag). Farska prover markeras med ’fa”’, frusna med ’fr’” och spikade prover med "’spik”™.
Vattenlésningar anges med ’va”. Ent. = Enterichek. Lopnummer angivet i sista kolumnen.

OPG Fassisi  Megacor Ent. 1 Ent.2 ELISA Kvalitet Nr

0 0 0 0 0 fr, spik  L15
1,0.10° 0 0 0 0 fr, spik  L18
25:10° 0 0 0 - 0 fr, spik L8
50:10° 0 0 0 0 0 fr, spik L14
7510° 0 0 0 0 0 fr, spik  L21
1,0-.10° 0 0 0 0 0 fr, spik  L16
2510° 0 0 0 0 0 fr, spik  L19
50:10° 0 0 0 0 0 fr, spik  L13
1,0.10° 0 0 0 0 0 fr, spik  L20
2510 0 0 0 0 0 va, spik  L49
3,7.10° 1 svag 1 1 1 fa L33
3810° 0 0 0 0 0 va, spik  L47
50-10° 0 0 0 0 0 va, spik L46
7510° 0 0 0 0 0 va, spik L48
1,0-10°  svag 0 0 0 1 fr, spik  L17
2,1:10° 1 1 1 1 1 fr L24
6,3:10° 1 1 1 1 1 fa L27
6,8:10° 1 1 1 1 - fa  L30
1,1-10° 1 1 1 1 1 fa L29
1,2:10° 1 1 1 1 1 fa L25
1,8-10° 1 1 1 1 1 fa L31
47-10° 1 1 1 1 1 fa L28
59.10° 1 1 1 1 1 fa L32
85-10° 1 1 1 1 1 fa L26

OD for brunnarna 6verensstdmde val mot den uppskattade fargintensiteten i brunnarna. Den
positiva och negativa kontrollen hade en OD pa 1,9 respektive 0,067. OD-vardena for proven
lag mellan 0,077 och 0,91. De tre prover som var svagast men positiva vid den okuléra
bedémningen ses i rad H, kolumn 2 (L39), i rad A, kolumn 3 (L42) samt i rad D, kolumn 3
(L45). OD-vardena hos dessa prov var 0,138, 0,115 respektive 0,114 (Figur 5). Alla prover
som okulért beddmdes negativ hade OD-vérden under 0,1 (OD 0,077 - 0,097).
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Figur 5. Resultat av en ELISA-kdrning. Positiv kontroll med optisk densitet 1,9 i rad A, forsta
kolumnen, negativ kontroll rad B, forsta kolumnen. De tre lagsta positiva proverna ses i rad H,
kolumn 2, i rad A, kolumn 3 samt i rad D, kolumn 3. Optisk densitet hos dessa prov var 0,138, 0,115
respektive 0,114.

Cryptosporidium bovis

| Tabell 2 visas OPG i alla trackprover med C. bovis och resultatet av métningarna. Samtliga
prover anvandes en gang for test med Megacor, Fassisi och ELISA. Alla prover utom de med
1,1-10% och 6,5-10* OPG testades en extra gdng med Enterichek.

For C. bovis var resultatet av de tre snabbtesterna Fassisi, Megacor och Enterichek mer
svartolkade da varje test gav minst ett svagt utslag pa mycket laga koncentrationer.

Detektionsgransen for farsk track med Megacor ligger troligen runt 3-10* OPG, d& det blev ett
negativt och ett positivt resultat for koncentrationer i denna niva. Det forsta klart positiva
testet med Megacor for de frusna proverna var ett med 6,5-10* OPG. Ett svagt positivt prov
hade koncentrationen 5,5-10* OPG. Detektionsgransen bor alltsa ligga nigonstans daremellan,
ca 6:10* OPG. Den hogsta koncentrationen pd 7,6-10° OPG gav positivt utslag. Dock testade
ett fruset prov med bara 900 OPG svagt positivt.

For Fassisi 13g detektionsnivan for farska prov runt 2,6-10* OPG, da denna koncentration gav
ett svagt positivt resultat. For de frusna proverna var detektionsgransen for C. bovis
svaruppskattad men antogs vara ungefar 1-10° OPG, d& 1,2-10° OPG liksom den hdgsta
koncentrationen pé& 7,6-10° gav en tydlig markering p& matstickan. Aven lagre
koncentrationer som 1,1-10% 5,5-10% och 6,5-10° OPG gav svaga utslag p& métstickan.
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Tabell 2. Oocystkoncentrationer (OPG) av C. bovis anvanda i férsoket och resultat av métningarna
med de olika testerna presenterade som 0" (negativt), ’1”" (positivt) eller ”’svag’ (svagt synligt

fargomslag). Farska prover markeras med ’fa”” och frusna med fr”.

OPG

Fassisi Megacor Ent.1 Ent.2 ELISA Kvalitet Nr

9,0-10°
1,1-10°
3,1.10°
2,4-10"
2,6:10"
3,4-10
5,5-10*
6,5-10"
1,2-10°
1,7-10°
7,6:10°

svag
svag
0
0
svag

svag
svag

svag
0
0

svag

0

o O O o o

o O O

0

R B R R P O RFRPr O O O

fr
fr
fr
fr
fa
fa
fr
fr
fr
fr
fr

L7

L2

L12
L4

L22
L23
L42

L10

L43
L45
L44

Vad géller C. bovis-testerna for Enterichek var det enda prov som testade klart positivt ett

med I3g koncentration, 1,1-10° OPG. Den hogsta koncentrationen 7,6-10° OPG gav negativt
utslag vid bada méatningarna.

ELISA-métningarna av proverna med C. bovis gav liknande resultat som matningarna gjorda

pa proverna med C. parvum. Detektionsgransen for farsk track uppskattades till 3,0-10* OPG,

det vill sdga ungefar medelvardet av de tva matningarna pa farsk track som gav positivt och

negativt utslag. Fér de frysta proverna uppskattades detektionsgransen till ungefar 5,0-10*

OPG.

Cryptosporidium ryanae

Sju trackprov med olika koncentrationer av C. ryanae anvandes, se Tabell 3. Alla prov kordes

i alla tester forutom 2,5-10° OPG som inte kordes i ELISA, da det fanns for lite track.

Tabell 3. Oocystkoncentrationer (OPG) av C. ryanae anvanda i férsoket och resultat av matningarna
med de olika testerna presenterade som 0" (negativt) eller 1" (positivt). Alla prover var frusna,

”fr”.

OPG

Fassisi Megacor Ent.1 Ent.2 ELISA Kvalitet Nr

3,5-10°
5,0-10°
1,0-10°
4,9-10°
2,0-10
2,5-10°
1,1-10°

0

O O O o o o

0

O O O o o o

0

OO O O o o o

OO O O o o o

0

o O O o

fr
fr
fr
fr
fr
fr
fr

L3

L36
L34
L35
L38
L40
L39
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Enterichek testades i dubbel uppsattning forutom i koncentrationen 3,5-10° OPG som bara
anvandes en gang.

Ingen koncentration testade positivt pA nagot test, forutom den hogsta koncentrationen 1,1-10°
OPG som var positiv i ELISAn. Detektionsnivéan i ELISAn ligger alltsa under 1,1-10°.

Cryptosporidium andersoni

Endast tre koncentrationer av C. andersoni fanns att tillga, med 150 OPG, 450 OPG och
1,7-10° OPG. Alla koncentrationerna testades tvd ganger med Enterichek. De tva lagre
koncentrationerna, 150 OPG och 450 OPG, gav negativt resultat pa alla tester. Den hogre,
1,7-10° OPG, gav positivt utslag p& ELISA och Fassisi men inget utslag pd Megacor.
Enterichek gav ett negativt och ett svagt positivt utslag for den hdgre koncentrationen, se
Tabell 4.

Tabell 4. Oocystkoncentrationer (OPG) av C. andersoni anvanda i férsoket och resultat av
matningarna med de olika testerna presenterade som ’0” (negativt), 1" (positivt) eller ’svag”
(svagt synligt fargomslag). Alla proverna var frusna, ’fr”.

OPG Fassisi Megacor Ent.1 Ent.2 ELISA Kvalitet Nr

1,5-10° 0 0 0 0 0 fr L11
4,5-10° 0 0 0 0 0 fr L9
1,7-10° 1 0 svag 0 1 fr L5

Kansligheten hos testerna Iag allts& under den hogre koncentrationen 1,7-10° OPG hos ELISA
och Fassisi och runt denna niva for Enterichek. Det kravs fler koncentrationsnivaer for att
hitta detektionsgransen. Fler matningar med olika koncentrationsnivaer kravs ocksa for att
undersdka om Megacor kan anvandas till C. andersoni.

Testernas tillforlitlighet

For att jamfora testernas tillforlitlighet sammanstalldes resultaten fran 45 prov (L1, L6, L37
och L41 strukna ur studien) och testernas sensitivitet och specificitet raknades ut. F6r ELISAn
anvandes 43 prov (L30 och L40 saknades). Tva cut-off-varden anvandes for att skilja mellan
positiva och negativa prover, 2,6-10* OPG for farsk track och 5,5-10* OPG for frusen track.
Dessa cut-off-varden baseras pa ELISAs detektionsniva for C. bovis. Sant positiva prover
definierades som de proven med Cryptosporidium spp. lika med eller dver cut-off som gett
positiva utslag pa testerna. Positiva utslag pa Cryptosporidium spp. under cut-off klassades
som falska positiva. Sant negativa prover var de prover under cut-off som gett negativa
resultat. Slutligen klassades de prover 6ver eller lika med cut-off som gett negativt resultat
som falskt negativa.

Med de givna cut-off nivaer som anvandes varierade sensitiviteten hos testerna mellan 51 %
och 82 %, medan specificiteten varierade mellan 91 % och 100 %, se Tabell 5.
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Tabell 5. Sensitivitet och specificitet for de fyra testerna baserat pé 2,6-10* OPG (farsk
track)respektive 5,5-10* OPG (frusen track) som cut-off. Svaga utslag raknas som positiva.

Fassisi (n=45) Megacor (n=45)
>26-10" <2,6-10° >26-10"° <2,6-10°
T+ 18 2 T+ 15 1
T- 5 20 T- 8 21
Sensitivitet 78 % Sensitivitet 65 %
Specificitet 91 % Specificitet 95 %
Enterichek (n=45) ELISA (n=43)
>26-10" <2,6-10° >26-10" <2,6-10°
T+ 23 3 T+ 18 0
T- 22 38 T- 4 21
Sensitivitet 51 % Sensitivitet 82 %
Specificitet 93 % Specificitet 100 %

Da testerna ar utformade for att mata endast C. parvum raknades &ven sensitivitet och
specificitet fram for endast de prover som innehdll denna kryptosporidieart. Cut-off for
testerna sattes da till 3,7-10* OPG for farsk track och 1-10° OPG for frusen track, vilket
overensstammer med ELISAs respektive detektionsnivaer for C. parvum.

Med givna cut-off nivaer varierade "sensitiviteterna” hos testerna mellan 71 % och 79 %,
medan specificiteterna” for alla tester blev 100 % for méatningar pa endast prover med
C. parvum, se Tabell 6.

Tabell 6. Sensitivitet och specificitet hos de fyra testerna baserat pé 3,7-10* OPG (farsk
track)respektive 1-10° OPG (frusen track) som cut-off. Svaga utslag raknas som positiva.

Fassisi, C. parvum (n=24) Megacor, C. parvum (n=24)

>3,7-10" <3,7-10 >37-10" <3,7-10°
T+ 11 0 T+ 10 0
T- 3 10 T- 4 10
Sensitivitet 79 % Sensitivitet 71 %
Specificitet 100 % Specificitet 100 %
Enterichek, C. parvum (n=24) ELISA, C. parvum (n=23)
>3,7-10°* <3,7-10 >3.7-10° <3,7-10
T+ 20 0 T+ 10 0
T- 8 19 T- 3 10
Sensitivitet 71 % Sensitivitet 77 %
Specificitet 100 % Specificitet 100 %

Delstudie inriktad pa track innehdllande C. bovis

Alla prov (L50-L59) insamlade fran de friska kalvarna i den C. bovis-infekterade beséttningen
inneholl sa laga oocystkoncentrationer att de inte kunde anvéandas i den stérre studien, se
Tabell 7. For att styrka detta anvandes anda fyra Megacor-tester med utganget datum (2009)
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for att analysera proven med de fyra hogsta koncentrationerna. De visade alla negativt
resultat.

Tabell 7. Oocystkoncentrationer (OPG) av C. bovis i track fran 10 kalvar dldre &n tvd manader gamla
kalvar i en C. bovis-positiv besattning.

OPG  Megacor Kvalitet Nr

0 0 fa  L50
0 0 fa  L51
0 0 fa  L52
0 0 fa  L53
0 0 fa  L54
0 0 fa  L55
2,5-10? 0 fa  L56
4,0-10° 0 fa  L57
1,1-102 0 fa  L58
2,0-10° 0 fa  L59

Prov L41 togs &ven fran en tre manader gammal kalv med diarré i denna beséttning. Vid
analys av detta trackprov raknades ca 6-10* infargade, runda oocystliknande strukturer per
gram, men dessa hade en diameter pa cirka 2 och maximalt 2,5 pm och var alltsa for sma for
att vara en av de fyra, eller ndgon annan, Cryptosporidium spp. Inga normala oocystor sags i
detta prov. Ett snabbtest av vardera sorten anvandes for detta prov. Provet visade svagt
positivt resultat for Megacor och negativt for Fassisi och Enterichek.

Svinn av tester

Under méatningarna nadde prover inte upp till testernas kontrollinjer for ett prov Fassisi, ett
prov Megacor och tre prover Enterichek. En teststicka Enterichek stoppades av misstag i ett
buffertror fran Megacor. Tre tester Enterichek foll mot buffertrorets kant eller doppades i
bubblor fran bufferten, varvid provmaterial hamnade langre upp pa teststickan &n
uppsugningskudden. Da ett test forstordes byttes det ut mot ett nytt test.

DISKUSSION
Artspecificitet

I denna studie detekterade alla fyra tester Cryptosporidium spp. men inget av testerna var
artspecifikt for C. parvum vilket uppgavs av tillverkarna.

En aspekt att fundera 6ver &ar den kliniska betydelsen av att snabbtesterna inte ar C. parvum -
specifika. Snabbtesterna ar framst ténkta att anvandas vid kalvdiarré som misstanks vara
orsakad av C. parvum. Av de kryptosporidiepositiva svenska kalvarna utan diarré har bara
20,5 % C. parvum, resterande bar pa andra arter (Silverlas et al., 2010a). Om C. bovis och
C. ryanae skulle orsaka liknande symptom hos kalvar som C. parvum kan vi anta att néra
80 % av de positiva testerna skulle reagera pa C. bovis eller C.ryanae istéllet for pa
C. parvum, pa grund av artfordelningen bland svenska kalvar yngre an tva manader. Dock &r
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det C. parvum som till 93,2 % star for den kryptosporidieorsakade diarrén hos unga kalvar i
Sverige (Silverlas et al., 2012b), och darmed den vanligaste art man skulle hitta med hjalp av
snabbtest hos dessa kalvar. Da storre andel C. parvum hittas hos kryptosporidieinfekterade
kalvar i USA borde C.parvum orsaka annu hogre andel av de kryptosporidieorsakade
diarréerna. Diarré orsakad av Gvriga kryptosporidier kan da antas forsumbar och testernas
relevans ar saledes mycket hog. Detta under forutsattning att tracken innehaller tillrackligt
hdg OPG.

Pa grund av arternas likhet borde inte testerna gora skillnad pa art utan bara pa
oocystkoncentration. En trolig forklaring till att det nastan bara ar C. parvum som aterfinns
hos diarrékalvar ar att bara C. parvum &r tillrackligt patogen for att oocystkoncentrationen ska
kunna uppforokas nog mycket. Klinisk sjukdom i form av diarré och avmagring sags hos de
djur som gav positiva C. bovis-resultat men OPG i trackproven var relativt laga. Da dessa tva
kalvar var under tva manader vid provtagningstillfallet gar det & andra sidan inte utesluta att
daven C.parvum nu fanns i besattningen &ven parasiten inte pavisats dar vid tidigare
undersokningar.

Manga atgarder bor vara densamma vid diarré hos kalvar i en besattning oavsett vilken
patogen eller vilka patogener som kalven &r smittad av, namligen isolering och
understodjande terapi av sjuka kalvar samt forebyggande arbetande i form av noggrann
sanering och upptorkning av kalvboxarna mellan kalvarna. Da C. bovis sannolikt forekommer
i de flesta besattningar skulle syftet med det forebyggande arbetet vid pavisad C. bovis-
infektion hos diarrékalvar handla om att dampa smittrycket. Det kan dven réra sig om
saminfektioner med andra patogener.

Vad galler C. andersoni ar den mycket ovanlig hos kalvar yngre an tva manader. Sa lange
testerna anvénds for diagnostik vid kalvdiarré saknar det praktisk betydelse on de dven
detekterar C. andersoni.

Att Megacor gav svagt utslag pa de foér sma oocystliknande strukturerna i delstudien om
C. bovis kan antingen bero pa att de var atypiska kryptosporidier av en av de fyra bovina
arterna i studien eller en annan &nnu okénd kryptosporidieart. En annan mojlig forklaring ar
att det var debris som pa nagot satt liknade kryptosporidier till den grad att testet reagerade
positivt p& det. Koncentrationen, 6-10* per gram, 1&g 6ver detektionsnivan for farsk track,
vilket ju mo6jliggor en positiv testreaktion.

Frysning av prover och dess paverkan pa detektionsgranser

Forvaring av prover under lang tid i frys tycks inte forstéra mojlighen att fa positiva utslag pa
testerna. Dock aterfanns farre oocystor nar proverna tinades upp an vad som uppmaétts innan
nedfrysning. Hur stor del av oocystorna som destruerats i frysen varierade mellan
trackproven. Det &r tdnkbart att infrysningstiden kan ha haft betydelse.

Bade oocystorna och tracken som anvandes for att blanda spikad track av kand
oocystkoncentration var farska. Efter att proverna spikats frystes tracken under nagra dygn
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innan méatningarna utfordes och proverna klassas som frysta. Dessa prover borde dock inte ha
hunnit bli lika paverkade av frysningen som 6vriga i projektet.

Snabbtesterna ar utformade for att anvandas direkt i ladugarden. Da detektionsgranserna var
lagre for farsk an for frusen track kommer testerna med sékerhet att ge storre andel positiva
resultat &n i denna studie.

| denna studie hade FASTest® CRYPTO Strip ungefarliga detektionsgranser pa 3,7-10* for
C. parvum och 3,0-10 for C. bovis, vilket &r i samma storleksordning. Det r logiskt att alla
arter borde ha samma detektionsnivaer, da de ar mycket lika. For frusen track var
motsvarande varden < 2-10° OPG respektive 6-10° OPG. En méjlig orsak till skillnaden i
kanslighet kan vara att C. parvum-proven hade frysforvarats under langre tid.

Fassisi® Crypto, som &r det snabbtest for C. parvum som finns pa marknaden i Sverige idag,
hade en detektionsnivd pd under 3,7-10* OPG for C. parvum och cirka 2,6-10* OPG for
C. bovis, (1-10° OPG for frysta prover av bada arterna) vilket &r jamférbara varden. Troligtvis
ligger detektionsnivan for C. andersoni pd samma nivé och tminstone under 1,7-10° OPG for
frysta prover som inte utsatts for tuffare frysforvaring an i denna studie.

Bovine Enterichek Crypto hade en ungefarlig detektionsgrans pé < 2-10° OPG for C. parvum.
Med de resultat som framkommit i studien verkar testet inte kunna anvéandas for att pavisa de
andra arterna, vilket gjorde testet mer specifikt for C. parvum an de andra. Daremot gav testet
positiva utslag for laga koncentrationer av C. bovis, vilket sankte tillforlitligheten hos testet da
det samtidigt gav negativt resultat for mycket hoga koncentrationer av C. bovis.

Inget snabbtest gav utslag pa C. ryanae, ens med koncentrationen 1,1-10° OPG. D4 arterna
liknar varandra sa mycket att de bara kan sérskiljas med molekylara metoder skulle en majlig
forklaring kunna vara en nagot annorlunda genuppsattning som orsakar samre frysresistens.
En annan teori &ar att nagonting i oocystornas kapsel faktiskt skiljde sig at jamfort med dvriga
kryptosporidiearter i studien, vilket gor att antikropparna inte kunde binder in.

Det enda test som visade positivt utslag for C. ryanae var Cryptosporidium-komponenten i
Pathasure® Enteritis 4 (ELISA) och for detta kravdes koncentrationen 8-10° OPG i den
testade frysta tracken. Detta test hade ungefarliga detektionsgranser pd < 3,7-10° OPG for
C. parvum, 3,0-10* OPG for C. bovis, < 1,1-10° OPG fér C. ryanae (fryst) och < 1,7-10° OPG
for C. andersoni (fryst), vilket inte heller motstrider att alla kryptosporidiearter kan ha samma
detektionsniva om de testas farska.

Da fa prov anvants och de olika testernas detektionsgranser tycktes vara av samma
storleksordning kunde ingen signifikant skillnad i kanslighet ses mellan snabbtesterna.
ELISA-tester ar ofta kénsligare for lagre antigen och dven denna ELISA var nagot kansligare
for 1agre OPG &n snabbtesterna for frysta prov.

For att utvardera detektionsnivaerna noggrant behover fler dn ett prov per koncentration
anvandas och da bara av farska prover.
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Falskt positiva och negativa utslag

Bade Fassisi, Megacor och Enterichek gav positiva utslag pa mycket laga koncentrationer av
C. bovis. Enligt Megacor beror fargintensiteten pa testlinjen av kvantiteten antigen i provet
men pa instruktionen star det att for mycket track i provet ocksa kan leda till inkomplett eller
avsaknad av testlinje. DA instruktionen for trackdosering har foljts vid testningen borde inte
kvantiteten av track forklara problemet med utslagen for de laga koncentrationerna.
Entericheks tva negativa utslag for C. bovis vid den hogsta koncentrationen ar oféorklarliga
med tanke pa positiva lagkoncentrerade proven. Det kan rora sig om falska positiva
lagkoncentrerade prov eller falska negativa hgkoncentrerade prov.

Framraknade kansligheter for testerna

Sensitiviteter och specificiteter kan inte korrekt rdknas fram med endast ként positiva
trackprover, vilket var det som anvéandes i denna studie, utan for detta krévs att &ven negativa
prover ingar. De framraknade matten syftar endast till att kvantitativa jamforelser skulle
kunna goras mellan snabbtesterna och relaterade till ELISANn. Da fa prover ingick i studien
kunde ett méatvarde paverka de framraknade vardena vasentligt och darfor bor inte alltfor stor
vikt 1aggas vid de exakta vardena.

Anvéandarvanlighet

Tidsatgangen for ett Fassisi-test ar minst sex minuter (preparering och deposition av vétskan
tar cirka en minut och avlasning ska ske fem minuter efter depositionen). Vid otydligt resultat
kan teststickan lasas av 20 minuter efter att vétskan tillsatts men avlasningen far inte ske
senare, vilket kraver punktlighet av anvéndaren. Det kan vara besvarligt att fora in tréck till
utrymmet med buffertlosning da det ska passera en smal passage. | tva av 49 prover nadde
inte vatskan fram till kontrollinjen, troligen pa grund av for stora trackpartiklar. Testlinjen och
kontrollinjen syntes ofta tydligt.

En mé&tning med Megacor tar dven den en minut att utfora och resultatet kan avlasas efter sex
minuter. Testresultatet ar dock stabilt dver tid efterat, vilket ar smidigt da andra uppgifter kan
utforas i lugn och ro efter den forsta minuten. Test- och kontrollinjen syntes oftast tydligt pa
matstickan. Teststickan ar ergonomisk da den sticker upp tva millimeter ovanfor kanten pa
buffertroret och latt kan tas upp ur roret. Dessutom ar stickan tillrackligt bred for
markningsytan latt ska kunna anvandas.

Entericheks teststicka ska sta i buffertlosningen i 10 minuter och resultatet kan sedan avlasas
direkt eller efter ytterligare fem minuter om resultatet ar otydligt, sa testet kraver punktlighet.
Buffertlosningen skummar latt nar tracken blandas med bufferten vilket &r storande da
anvandaren uppmanas att homogenisera tracken noga i bufferten men undvika skumbildning.
Matstickan ar kortare an buffertbehallaren vilket gor det svart att ta upp stickan. Stickan &r
ocksa sa smal att den dr svar att skriva pa. Bade test- och kontrollinjen framtrader nagot svagt.
Den medf6ljande skeden rymmer ungefdr den dubbla volymen mot vad som avses i de andra
testerna vilket gor det lattare att dosera korrekt.
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ELISANn fungerar mycket bra for att detektera kryptosporidier men lampar sig bara att
anvanda i laboratorium eller pa veterinarstation istallet for direkt i ladugarden eftersom
pipetter, rena och torra ytor samt bra belysning ar dnskvért. Dessutom kréver testet totalt 70
minuter i vantetid, totalt cirka en halv dags arbetstid for preparation och matning av cirka 25
prover.

Alternativ till snabbtester

Det ar en stor fordel for djurdgare att vara anslutna till Svenska djurhdlsovarden AB
(SVDHV), da de istallet for att lita till snabbtester kan ga med i SvDHVs stora eller lilla
kalvpaket, d&r proverna tillsammans med “kalvremissen” skickas till SVA for diagnostik. |
arsavgiften for bada paketen ingar forutom information och diagnostik en arlig
beséttningsutredning (www.svdhv.org) vilket skulle kunna leda till vasentliga forbattringar
avseende hygien och produktion. N&r man vill remittera trackprov till SVA for
diarréutredning ska prover fran 3-5 kalvar skickas in, oavsett om man & medlem i nagot
kalvpaket eller inte. Da okar sannolikheten att detektera smittan, vilket ar viktigt da olika djur
kan befinna sig i olika stadier i infektionen och utséndringen av oocystor kan variera kraftigt.
Med samma resonemang bor track fran 3-5 sjuka kalvar analyseras med snabbtester om man
véljer att anvanda sig av sadana.

SLUTSATSER

Alla tester detekterade Cryptosporidium spp. i track med tillrackligt hog niva OPG. Inget av
testerna i studien var artspecifikt for C. parvum. Farsk track hade lagre detektionsniva an
frusen track. En viss mangd antigen kravdes for att se fargreaktionen pa snabbtesterna.
Detektionsnivaerna uppmatta i denna studie var i samma storleksordning bade betréaffande de
olika testerna och ocksa arterna. Av de anvanda testerna upplevde forfattaren Megacor som
mest och Enterichek som minst anvéandarvanlig. For att kunna ringa in detektionsnivaerna for
de olika arterna noggrannare med de fyra testerna bor fler trackprover och
oocystkoncentrationer anvandas, och da bara farsk track. Vid besattningsproblem bor prover
tas fran 3-5 kalvar. Ett bra alternativ till att anvanda snabbtester &r att anvanda ett av Svenska
djurhalsovardens kalvpaket och gora en besattningsutredning.

Tack!

Stort tack till min huvudhandledare Charlotte Silverlas, som foreslagit projektet, introducerat
mig i labbarbetet, spikat prover, kommit med manga kloka rad och gett mig noggrann
korrekturldsning av denna skrift. Tack till min bitrddande handledare Karin Troell for
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Bilaga 1

Forteckning av alla track- och vattenprover som anvandes i studierna. LOpnummer,
kryptosporidieart, OPG, métresultat, kvalitet och eventuell kommentar. Fas. = Fassisi, Meg. =
Megacor, Ent. = Enterichek, b = prov till sidostudien inriktad pa C. bovis.

Nr  Art OPG Fas. Meg. Ent.1 Ent.2 ELISA track kommentar
L1 parvum 1 1 svag - 1 fryst ej renat

L2 bovis 1100 svag O 1 - 0 fryst

L3 ryanae 350 0 0 0 - 0 fryst

L4 bovis 24400 0 0 svag O 0 fryst

L5 andersoni 168850 1 0 svag O 1 fryst

L6 parvum -0 0 0 0 0 fryst ej renat

L7 bovis 900 svag svag svag O 0 fryst

L8 parvum 250 0 0 0 - 0 fryst spikad tréck
L9 andersoni 450 O 0 0 0 0 fryst

L10 bovis 65300 svag 1 svag - 1 fryst

L11 andersoni 150 O 0 0 0 0 fryst

L12 bovis 3100 O 0 0 0 0 fryst

L13 parvum 5000 O 0 0 0 0 fryst spikad track
L14 parvum 500 O 0 0 0 0 fryst spikad track
L15 parvum 0 O 0 0 0 0 fryst neg. kontroll
L16 parvum 1000 O 0 0 0 0 fryst spikad tréck
L17 parvum 100000 svag O 0 0 1 fryst spikad track
L18 parvum 100 O 0 0 0 0 fryst spikad track
L19 parvum 2500 O 0 0 0 0 fryst spikad track
L20 parvum 10000 O 0 0 0 0 fryst spikad track
L21 parvum 750 0 0 0 0 0 fryst spikad track
L22 bovis 25600 svag 1 svag O 1 farskt 3 v. gammal
L23 bovis 33500 1 0 0 0 0 farskt 8 v. gammal
L24 parvum 208958 1 1 1 1 1 fryst diag. SVA
L25 parvum 1181700 1 1 1 1 1 farskt diag. SVA
L26 parvum 8494200 1 1 1 1 1 farskt diag. SVA
L27 parvum 628000 1 1 1 1 1 farskt diag. SVA
L28 parvum 4680000 1 1 1 1 1 farskt diag. SVA
L29 parvum 1099800 1 1 1 1 1 farskt diag. SVA
L30 parvum 678600 1 1 1 1 - farskt diag. SVA
L31 parvum 1766700 1 1 1 1 1 farskt diag. SVA
L32 parvum 5850000 1 1 1 1 1 farskt diag. SVA
L33 parvum 36500 1 svag 1 1 1 farskt diag. SVA
L34 ryanae 1000 O 0 0 0 0 fryst

L35 ryanae 4900 O 0 0 0 0 fryst

L36 ryanae 500 O 0 0 0 0 fryst

L37 ryanae 100 O 0 0 0 - fryst fel prov
L38 ryanae 19600 O 0 0 0 0 fryst

L39 ryanae 1117350 O 0 0 0 1 fryst

L40 ryanae 251650 O 0 0 0 - fryst
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