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SAMMANFATTNING

Staphylococcus aureus dr bade den vanligaste mastitorsakande bakterien hos svenska mjélkkor och
den bakterie som orsakar flest matforgiftningsutbrott hos ménniska vérlden 6ver. Utveckling av
tekniker som mdjliggdr subtypning och genkaraktirisering av S. aureus-isolat har mojliggjort stora
framsteg inom S. aureus-epidemiologin pa senare ar. I Sverige ar det mycket vanligt att kalvar
utfodras med mjolk som kan innehélla S. aureus, och hos unga kalvar ér diarré den vanligaste
sjukdomen och dodsorsaken. Kunskapen om S. aureus och dess enterotoxiners potentiella paverkan pa
unga kalvars tarmhélsa &r idag mycket liten.

I detta arbete genomfordes en féltstudie i tre svenska mjélkbeséttningar med 6ver 100 mjolkkor som
utfodrar sina kalvar med helm;jolk, antingen 6verskottsmjolk eller tankmjolk, som innehéller S. aureus.
Prover har tagits som mjdlkprov fran individuella kor i besittningarna, fran utfodringsmjolken till
kalvar samt som trackprov fran unga (<5 veckor gamla) kalvar. Isolat av S. aureus har
genkaraktériserats med DNA microarray och stamtypats via pulsfilt gelelektrofores.

I en beséttning aterfanns samma pulsotyp av S. aureus i mjolk frén individuella kor, 1
overskottsmjolken som kalvarna utfodrades med samt i trick frén kalvarna. Pulsotypen kodade &ven
for ett antal klassiska och nya enterotoxiner samt for toxic shock syndrome toxin-1. Resultaten styrker
hypotesen om att S. aureus kan passera mag-tarmkanalen pa unga kalvar. S. aureus formaga att
kolonisera tarmen pa kalvar samt enterotoxinernas effekter behdver studeras vidare for att klargora
riskerna med oralt intag.

SUMMARY

Staphylococcus aureus is a common cause of bovine mastitis and human food poisoning worldwide.
Technical advances in subspecies typing and gene characterization in recent years have enabled great
progress in the field of S. aureus epidemiology. Swedish calves are often fed milk that might contain
S. aureus. Enteritis is the most common disease and cause of death in young calves. Today it is not
known if S. aureus has a potential to affect the gastrointestinal health of young calves.

A field study was performed in three Swedish dairy herds with more than 100 cows, which fed their
calves with whole milk containing S. aureus. In each herd, samples were taken from individual cows,
from milk fed to calves and from feces of young (<5 weeks old) calves. Isolates of S. aureus were
analyzed by DNA microarray to identify genes coding for enterotoxins and toxic shock syndrome
toxin-1. Isolates were also typed using pulsfield gelelectrophoresis for comparison of isolates from
different origin.

In one herd the same S. aureus pulsotype was found in samples from individual cows and the milk that
was fed to calves. Three out of six bacterial isolates retrieved through bacterial culturing from rectum
samples of different calves in this herd were of this same pulsotype. The results indicate that S. aureus
can pass the gastrointestinal tract of young calves. S. aureus potential to colonize the GI tract of young
calves and the effects of enterotoxins need further research.
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FORKORTNINGAR
BT — Bakteriofagtypning

FPT — Failure of passive transfer, bristande passiv overforing

HCI — saltsyra

Ig — Immunglobulin

MALDI-TOF — Matrix-assisted laser desorption/ionization-time of flight
MHC — Major histocompability complex

MS — Masspektrometri

NSAID — Non-steroidal antiinflammatory drug

PFGE — Pulsfilt gelelektrofores

S. aureus — Staphylococcus aureus

SAg — Superantigen

SE — Stafylokock Enterotoxin

SEI — Stafylokock Enterotoxin-liknande

Se — gen som kodar for stafylokock enterotoxin, skrivs med smé kursiverade bokstéver
SRB — svensk rodbrokig boskap

TCR — T-cellreceptor

TSS — Toxic Shock Syndrome

TSST-1 — Toxic Shock Syndrome Toxin 1, genen som kodar for detta protein skrivs pa samma satt
men med smé kursiverade bokstéver



INLEDNING

Diarré ar den vanligaste sjukdomen hos unga kalvar i mj6lk- och kéttproducerande beséttningar bade i
Sverige och utomlands (Svensson et al., 2003). Det &r ett symtom pé en stérning av tarmens funktion
som kan ha olika orsaker sdsom infektioner, 1ag immunitet, stress och brister i skotsel, miljo och
utfodring. Dessa faktorer kan ocksa samverka och gora att symtomen forvérras. Anledningen till
diarrén kan idag faststéllas i mindre &n hélften av undersokta fall (de Verdier, 2006).

Inom mjolkproduktionen ar det vanligt att mjolk som inte kan levereras till mejeriet anvénds till
kalvutfodring under kalvens forsta levnadsmanader. Denna s.k. dverskottsmjolk bestar av mjolk med
avvikande egenskaper t.ex. flockor, férdndrad farg, hdga celltal eller mjolk som kommer fréan djur som
star pd lakemedelsbehandling eller med karens efter ldkemedelsbehandling (Danielsson, 2012; Duse et
al., 2013). I besdttningar med juverhdlsoproblem dr Staphylococcus aureus den 1 Sverige vanligaste
orsaken till mastit (juverinflammation) (Ericsson Unnerstad et al., 2009). Det &r vanligt att bakterier
aterfinns 1 mjolken dven i de fall inga kliniska fordndringar av mj6lkens utseende forekommer, sé
kallad subklinisk mastit. I beséttningar som har juverhédlsoproblem orsakade av S. aureus kan mer dn
hélften av korna vara positiva for S. aureus i mjolken utan att producenten upplever nagra storre
problem med kliniska S. aureus-mastiter, annat én i sporadiska fall (Capurro et al., 2010b).

Vanligen ér det i huvudsak en stam av S. aureus som orsakar problem i respektive beséttning. Béde
humana och bovina stammar av S. aureus kan producera enterotoxiner. I ett examensarbete vid Lunds
Universitet 2012 visades att flera av de stammar av S. aureus som isoleras fran mjolk hos svenska kor
med mastit hade gener som kodar for enterotoxiner. Bland 61 isolat fran olika beséttningar forekom
enterotoxingener hos 77 % av isolaten, och majoriteten av dessa kunde dven induceras att producera
enterotoxiner under experimentella férhallanden (Blom, 2012). Férekomst av enterotoxiner i mj6lk
och mjolkprodukter kan ge upphov till matforgiftning med krakningar och diarréer hos ménniska
(Argudin et al., 2010).

Det finns mycket lite om enterotoxiners effekter hos kalv att aterfinna 1 litteraturen. Déremot finns det
experimentella studier som visar att bland annat get, gris och gnagare kan drabbas av diarré nir de
tillfors enterotoxiner (Van Miert ef al., 1984; Van Gessel et al., 2004; Yang et al., 2005). Det finns
ocksé studier som tyder pa att S. aureus kan kolonisera tarmen och producera enterotoxiner hos unga
individer (Highet & Goldwater, 2009). Direkt mitning av enterotoxiner i avforing &r svart, diremot
gar det att genom bakteriologisk odling pavisa eventuell forekomst av S. aureus och darefter analysera
bakterieisolaten for enterotoxingener.

Hypotesen for det hir arbetet &r att mastitorsakande Staphylococcus aureus i mjolk som anvénds till
kalvutfodring kan producera enterotoxiner, vilket i sin tur kan paverka kalvarnas hélsa negativt.

Fragestillning: kan enterotoxinproducerande Staphylococcus aureus passera genom mag-
tarmkanalen hos kalvar som utfodras med mj6lk innehéllande S. aureus?



LITTERATURSTUDIE
Kalvuppfoédning i svenska mjolkbesattningar
Inhysningssystem

I Sverige dr 55 % av alla mjolkkor inhysta i 16sdrift, medan 45 % halls uppbundna (Lantbrukarnas
riksforbund, 2014). Denna statistik dr baserad pa data fran Kokontrollen, som 84 % av alla Sveriges
mjolkkor ér anslutna till (Vaxa Sverige, 2014a). Trenden gar mot en 6kning av 16sdriftssystemet, och
andelen svenska mjolkkor som inhyses i 16sdrift dr idag sannolikt ndgot storre dn siffran som anges
ovan (Viéxa Sverige, 2014b). Detta ér till stor del en f6ljd av att det sedan 2007 inte léngre &r tillatet att
ta i drift nya ladugardar for uppbundna kor (2 kap. 1§ Statens jordbruksverks foreskrifter och allménna
rad [SJVFS 2010:15] om djurhallning inom lantbruket m.m., saknr L 100).

Enligt samma foreskrifter, 2 kap 15 §, maste det i alla besdttningar finnas sdrskilda utrymmen for kor
som ska kalva. Det kan vara boxar for en eller flera kor, och syftet &r att ge korna mdojlighet att kalva i
enskildhet en bit frén flocken s& som é&r deras naturliga beteende. Hur méanga platser i kalvningsbox
djurhéllaren ska tillhandahélla beror pa hur kalvningarna ar fordelade 6ver aret, och varierar fran en
plats 1 kalvningsbox per 10 kor till en plats per 50 kor. Om alla kalvar fods under en kort tidsperiod
under stallperioden (vinterhalvaret) kravs fler kalvningsplatser i forhallande till antalet kor &n om
kalvningarna sker jamnt utspritt Gver hela aret eller till stor del under betesperioden.

I takt med att beséttningsstorleken pa svenska mjolkgardar successivt har 6kat, fran i genomsnitt 15
kor per beséttning ar 1980 till 74 kor per beséttning ar 2013 (Jordbruksverket, 2014), har dven
kalvhéllningen fordndrats. Under 1980-talet och bérjan pé 1990-talet inhystes 9 av 10 kalvar 1
ensambox (Bernes et al., 1986; Norrman, 1990; Stenebo, 1995). Darefter 6kade anviandningen av
gruppboxar, och 2001 rapporterades att 28 % av de i studien 877 ingdende besittningarna inhyste
kalvarna i gruppbox under mjdlkperioden (Pettersson et al., 2001). Om den 6kade anvidndningen av
gruppboxar till viss del beror pa att svenska beséttningar har 6kat i storlek kan man anta att en dnnu
storre andel av svenska mjolkgérdar idag anvander gruppboxar for inhysning av kalvar under
mjdlkperioden.

I dagens stora beséttningar ar det en fordel att inhysa kalvar i1 grupp eftersom det dér finns 6kade
mdjligheter att ersitta mankraft med maskiner och teknik vid bland annat utfodring och rengdring.
Dessutom utnyttjas utrymmet i ladugirden béttre da det gér at mindre yta per kalv vid inhysning i
gruppbox. Ytterligare en fordel ar att kalvarna tillats utfora naturliga beteenden sa som interaktion
med andra kalvar och lekbeteende. Inhysning i grupp har visats underlitta utvecklingen av normala
sociala beteenden hos kalvar (Jensen et al., 1999; Babu et al., 2004). Det finns ocksa en studie som
visat att kalvar har ett behov av att rora sig mer dn vad inhysning i ensambox tillater (Jensen, 1999).

Ur vilfards- och djurskyddssynpunkt ar det av dessa anledningar béttre att kalvar far leva i grupp an i
ensamboxar. Bland beteenden som okar vid grupphallning finns dock dven sddana som dr mindre
onskvirda, framfor allt att kalvarna har mdjlighet att utdva sugbeteende pa varandra vilket kan
medfora spridning av patogena mikroorganismer. Grupphéllna kalvar spenderar mer tid med att utfora
sugbeteende pa andra kalvar eller inredningen én individuellt héllna kalvar (Babu et al., 2004).

Livet i grupp kan ocksa utgdra en storre hélsorisk for kalvarna. Detta giller framfor allt respiratorisk
sjukdom som bade internationellt och i svenska studier visats vara vanligare hos grupphdllna kalvar én
hos individuellt héllna (Curtis ef al., 1988; Svensson et al., 2003). For diarré ar det inte lika uppenbart
att grupphallning utgor en riskfaktor. Det finns flera studier som tyder pa en 6kad risk for diarré vid
grupphéllning (Goodger & Theodore, 1986; Perez et al., 1990; Olsson ef al., 1993), men i andra
studier har man inte kunnat pavisa ett sddant samband (Svensson et al., 2003; Hanninen ef al., 2003).



Utfodring

Den livsviktiga ramj6lken

Tva avgorande faktorer skiljer den nyfodda kalven fran den vuxna kon. For det forsta fods kalven med
ett naivt immunforsvar, dvs. dess blodcirkulation innehéller inga antikroppar vilket gor den mycket
kénslig for infektioner. For det andra &r formagarna outvecklade, istéllet dr 16pmagen vélutvecklad och
kalven ar helt beroende av en mjolkdiet under sina forsta tva levnadsveckor och dess metabolism ar
instélld pa laktos som huvudsaklig energikélla (Guilloteau et al., 2009b).

Ramjolk ar den mjolk som kon producerar i samband med och under det forsta dygnet efter
kalvningen (Weaver et al., 2000). Denna innehaller forutom hdga nivéaer av viktiga néringsimnen
(fett, laktos, protein, vitaminer, mineraler, spdrdimnen) dven stora miangder antikroppar fran kon
(Blum, 2006). Antikropparna overfors till mjélken via juvret i en receptorberoende process som
nedregleras sa snart den forsta urmj6lkningen har skett (Baintner, 2007). Dérefter borjar antikropparna
resorberas tillbaka till kons blodcirkulation och efterkommande mjélkningar innehaller séledes
successivt kraftigt minskande nivaer av de for kalven livsnodviandiga immunglobulinerna (Ig) (Moran,
2002).

Hos kalven dr den absorptiva forméagan av Ig som storst vid fodseln och minskar darefter med i snitt 5
% for varje halvtimme, vilket innebér en forlust av 30 % av absorptionsformagan 6 timmar efter
fodseln (Moran, 2002). Nar kalven fods ar pH cirka 5,5 - 6,5 ldngs med hela mag-tarmkanalen
(Guilloteau et al., 2009b). Produktionen av saltsyra i lopmagen och bikarbonat i duodenum ér lag
under det forsta levnadsdygnet vilket bidrar till att halla pH pa en sddan niva att enzymaktiviteten i
l6pmage och duodenum &r minimal. Detta leder till en forsumbar nedbrytning av de viktiga Ig-
molekylerna (Baintner, 2007; Guilloteau et al., 2009b). Dessutom innehaller ramjélken en
syrabestindig trypsin-himmare som ger ytterligare ett visst skydd mot proteaser fran bukspottkorteln
(Baintner, 2007).

Nér immunglobulinerna nar tunntarmen kommer de i kontakt med omogna enterocyter
(tarmvéggsceller). I dessa finns under de forsta 24-48 timmarna efter fodseln en typ av
transportvakuoler som kan transportera stora mangder proteiner dver tarmepitelet och frisétta dessa i
intakt form till den systemiska cirkulationen (Baintner, 2007). Allteftersom tar dock en annan typ av
vakuol 6ver som innehaller lysozomala enzymer som bryter ner proteinerna innan de nér
cirkulationen. De fordandringar som sker i mag-tarmkanalen under kalvens forsta tva levnadsdygn leder
inte bara till oférmaga att absorbera immunglobuliner utan innebér ocksa ett 6kat skydd mot patogena
mikroorganismer (Moran, 2002). Férdndringarna medieras till stor del av &mnen som finns i
ramjolken, sasom tillvéxtfaktorer (IGF) och hormoner (Blum, 2006). Dessa @mnen utdvar en lokal
effekt 1 tarmen som bland annat leder till epitelcellsproliferation, differentiering och apoptos samt
utveckling av det lokala immunforsvaret, matsméltningen och absorptionen i tarmen. Till viss del har
de dven en systemisk effekt pa metabolism, endokrina system, hemostas samt beteende och tillvéxt
hos kalven.

For att forvirva en god passiv immunitet behdver kalven absorbera minst 100 g Ig (Moran, 2002;
McGuirk & Collins, 2004). Uppnas inte en serumkoncentration éver 10 g/L har kalven rakat ut for vad
som i engelsksprakig litteratur kallas Failure of Passive Transfer (FPT), dvs. “’bristande passiv
overforing”, som ar ett tillstind som associeras med 0kad mortalitet och morbiditet hos bade kott- och
mjolkraskalvar (Filteau et al., 2003; Dewell et al., 2006). Bland mjolkraskalvar ar FPT idag mycket
vanligt (Moran, 2002; McGuirk & Collins, 2004). Man vet dock inte helt vad detta beror pa. En orsak
skulle kunna vara att de stora miangder mjolk som dagens kor avlats for att producera innebér en
utspadning av Ig i rdmjdlken. Ig-nivéerna kan variera mellan 40 och 90 g/L vilket ger en



volymvariation pé 1,5-3,5 L ramj6lk som behdver intas fore 6 timmars alder for att kalven ska fa i sig
tillrackligt med antikroppar (Moran, 2002).

Kalvens 16pmage rymmer ca 2 L vid fodseln och det forsta mélet verstiger sdllan denna volym om
kalven far dia sjdlv. Har kon en god ramjolkskvalitet rdcker detta for att kalven ska forvarva en god
passiv immunitet, men det har visat sig vara relativt vanligt att kvaliteten pa rdmjolken hos dagens
mjolkkor dr sdmre dn sa (Moran, 2002; McGuirk & Collins, 2004). For att vara pa den sékra sidan bor
alltsa alla kalvar fa ett forsta mél p& 3-4 L rdmj6lk inom 6 timmar frén fodseln. Tid, méngd och
kvalitet ér de tre avgorande faktorerna, det forsta mélet &r viktigast eftersom det stimulerar
forandringar 1 16pmage och duodenum som forsamrar absorptionen av Ig. Enligt Moran (2002) ar det
inte ett problem att det forsta mj6lkmalet Gverstiger Iopmagens volymkapacitet, dverskottet hamnar i
vammen och portioneras darefter ut i l6pmagen. Data fran drygt 15 ar gamla studier i svenska
mjolkbesattningar antydde att en majoritet av svenska mjolkproducenter gav kalven ett forsta
ramj6lksmal om 2-3 L inom 4 timmar fran fodseln (Liberg & Carlsson, 1998; Petterson ef al., 2001).
Nérmare tvé tredjedelar av svenska beséttningar rapporteras ge rdmjdlken i hink eller nappflaska
medan omkring en tredjedel lit kalven dia sjélv fran modern (Svensson et al., 2003). Det gar inte att
uttala sig om hur detta har fordndrats fram till idag da senare studier inom omradet saknas.

Den mjélkdrickande kalven

I saliven finns redan fran fodseln pregastriskt lipas, ett enzym som paborjar nedbrytningen av
mjolkfettet redan i I6pmagen (Guilloteau et al., 2009b). Nér kalven suger stimuleras en reflex som far
den sé kallade esofageala rdnnan att slutas och leda mjo6lken forbi formagarna rakt ner i I16pmagen.
Enzymet renin denaturerar proteinet kasein som forekommer i stora méngder i mjolk. Renin finns i
16pmagen fran fodseln men aktiviteten ar da nagot lagre pa grund av det hdga pH:t jamfort med senare
(Moran, 2002; Baintner, 2007). Reninaktiviteten leder till att det bildas ett mjolkkoagel i 16pmagen, i
vilket d&ven mjolkfettet och det pregastriska lipaset inkorporeras (Guilloteau et al., 2009b).
Proteinnedbrytaren pepsin utsdondras och aktiveras i allt hogre grad efter det forsta levnadsdygnet, i
samband med att HCl-produktionen kommer igédng och surgdr miljon i 16pmagen till ca pH 3. Vasslen
fortsétter okoagulerad vidare till duodenum medan koaglet sakta bryts ner och portioneras ut under
flera timmar efter ett mjolkmal, vilket 6kar naringsupptaget ur mjolken. I duodenum hojs pH och
pankreatiska enzymer tillsdtts, denna produktion dr ocksé lag under det forsta levnadsdygnet men okar
dérefter markant (Baintner, 2007; Guilloteau ef al., 2009b). Under de forsta tva veckorna, innan
kalven borjar idissla och férmagarna sakta utvecklas, ar aktiviteten av laktas mycket hog i duodenum
och proximala jejunum eftersom laktos &r den priméra energikéllan (Guilloteau et al., 2009b).

Viktiga faktorer som kan paverka matsmaéltningen negativt dr mjolkens temperatur vid utfodring
(optimalt 40 °C), stress i samband med utfodringen (t ex kalvar i gruppbox som konkurrerar med
varandra eller utfodring pa oregelbundna tider) och felaktig drickstillning (Arnold-Larsen, 2011).
Mjolk som passerar okoagulerad ut i tunntarmen kan medfora 16s avforing och sdmre niringsupptag,
vilket i sin tur kan gora kalven kédnsligare for smitta.

Mijélkutfodringssystem

Manuell utfodring av mj6lk i hink eller napphink ar det dominerande systemet for mjolkutfodring av
kalvar i svenska mjolkbeséttningar. Bland 877 svenska mjolkbesdttningar utfodrade ar 1998
majoriteten av besittningarna sina kalvar manuellt tva ganger per dag (Pettersson et al., 2001). Hur
vanligt automatiska utfodringssystem dr idag gér inte att sdga, men anvéndningen har sannolikt 6kat
med tanke pa att antalet storre mjolkbeséttningar har 6kat och i dessa beséttningar blir automatiska
utfodringssystem mer l6nsamma. Med ett automatiskt mjolkutfodringssystem é&r det ockséd mojligt att
lata kalvarna fa flera mindre mal mjolk per dag, antingen individanpassat via transponder eller i fri



tillgdng. D& kan mjdlkutfodringen anpassas till for kalven mer naturliga férhéllanden och
dygnsvolymen kan 6kas. Automatiska utfodringssystem stéiller 6kade krav pa 6vervakning av kalvarna
eftersom man inte naturligt ser till dem var 12:e timme som nir man utfodrar manuellt, samt att
rengoring av automaten bor ske ofta om den inte har automatisk diskning.

Transponderstyrd utfodring &ér en dyr investering men har i 6vrigt mest fordelar genom att vara
bekvamt och ge bra kontroll 6ver kalvutfodringen. Vid fri tillgang ar det svarare att ha koll pa hur
mycket varje kalv dricker, bade for litet och for stort mjolkintag kan skapa problem. Sjdlva systemet dr
betydligt billigare 4n det transponderstyrda, men mj6lkkostnaderna kan bli storre eftersom kalvarna
dricker mer nér de har fti tillgang (Hammon ez al., 2002). Mjolken kan dessutom inte héllas vid 40°C
hela tiden utan &r rumstemperarad, vilket utgér ett problem for de kalvar som inte foljer monstret att
dricka sma volymer ofta. Vid intag av en storre méangd mjolk pa en gang klarar kalven inte av att
varma upp mjolken och koagulering och pH-reglering paverkas negativt (Arnold-Larsen, 2011).

Fordelningen mellan utfodring med helm;jolk och mjdlkerséttning var ar 1998 jamn bland svenska
besittningar, ungefar hélften av varje med undantag for en mindre andel besattningar som
kombinerade de tva alternativen (Pettersson ef al., 2001). Det finns inga exakta data dver hur
fordelningen ser ut i Sverige idag, men av en studie kan slutsatsen dras att over hélften av svenska
besittningar utfodrar kalvarna med helmjdlk (Duse et al., 2013). Det finns i huvudsak tre kéllor till
helmj6lk som en mjolkproducent har att vélja bland. Ett alternativ &r tankmjdlk, dvs. mjolk som fér
levereras till mejeri. Denna mjdlk far saklart &ven anvéndas till utfodring av kalvarna, men innebér en
stor kostnad for mjolkproducenten. Ett annat alternativ r att 14ta kalven g8 hela diperioden med
modern eller anvinda sig av amkor i kalvuppfodningen. Detta dr ocksa kostsamt dé kor som ger di
levererar betydligt mindre mjo6lk till mejeriet under digivningsperioden samt att det kan vara logistiskt
svart i dagens relativt stora I0sdriftbesattningar. Det tredje och mest ekonomisk helmjolksalternativet
ar att utfodra kalvarna med mj6lk som inte far levereras till mejeri. Denna mjolk kallas
overskottsmjolk och far anvindas till utfodring av kalvar, men har nackdelen att den kan innehélla
bade patogena mikroorganismer och lakemedelsrester.

Overskottsmjélk

Overskottsmjolk bestar av mjolk med avvikande egenskaper som inte far levereras till mejeri. Det 4r i
huvudsak mjolk frén kor som behandlas med ett karensbelagt 1dkemedel, eller under karenstiden efter
en sddan behandling. Mjolkproducenten kan dven sortera bort mjolk fran tanken for att den har mycket
hoga celltal, innehéller mycket flockor eller har en fordndrad farg. Sddan mjolk kan ge ekonomiska
avdrag fran mejeriet pa grund av att kvaliteten pa mjolken sdnks. Dock finns inga krav pé att sidan
mjolk maste sorteras bort, och for de flesta svenska mjdlkproducenter ar det mer ekonomiskt att lata
saddan mjolk ga till mejeri trots att det ger avdrag. Detta beror pa att mjolkkvantiteten spelar en storre
roll fér ekonomin dn mjolkkvaliteten (Nielsen, 2009).

I Storbritannien genomfordes ar 2010-2011 en enkétstudie bland 557 mjolkproducenter dir 83 %
avgav att de utfodrade kalvarna med overskottsmjolk, och av dessa var det 87 % som utfodrade med
overskottsmjolk fran kor med mastit (Brunton et al., 2012). I en svensk studie genomford 2011
svarade 457 av 1567 svenska mjolkproducenter pa en webbaserad enkit om kalvutfodring (Duse ef al.,
2013). Studien var framfor allt inriktad pa antimikrobiella rester i mjo6lk till kalvar och definierade
darfor verskottsmjolk som mjolk fran kor under antimikrobiell 1akemedelsbehandling, vilket &r en
aning sndvare definition &n den angiven i borjan av detta avsnitt. Majoriteten av besittningarna som
ingick i studien var konventionellt drivna beséttningar, en femtedel var KRAV-anslutna besittningar.
Femtiosex procent svarade att de utfodrade kalvarna med mjdlk frén kor under antimikrobiell
lakemedelsbehandling. Narmare 80 % av besittningarna utfodrade kalvarna med mjolk frén kor med
karens efter antimikrobiell likemedelsbehandling. Karenstiden &r perioden fran avslutad



lakemedelsbehandling till dess att mjolken ater far levereras till mejeri. Den varierar mellan olika
lakemedel och sitts av Lakemedelsverket och European Medicines Agency (Lakemedelsverket;
European Medicines Agency).

For en mjolkproducent ansluten till KRAV giller att karensbelagd mj6lk endast far utfordras till kalvar
under den forléingda karensperiod som dessa beséttningar méste folja (KRAV, 2014a). Regeln innebér
att karenstiden blir dubbelt sé lang. Ett exempel pa detta &r att om man behandlar en ko med penicillin
1 5 dagar som sedan har en ordinarie karens pa 6 dagar sa har KRAV-producenten en karens pé 12
dagar efter behandlingen och endast under de sista 6 dagarna far mjolken anvéndas som
overskottsmjolk till KRAV-kalvarna. Av studien som Duse ef al. (2013) genomforde framgar dock att
inte alla KRAV-producenter foljer denna regel. En fjdrdedel av KRAV-producenterna som ingick i
studien uppgav att de utfodrade kalvarna med mjolk fran kor under pagaende behandling med
antimikrobiella 1dkemedel.

Utfodring av kalvar med 6verskottsmjolk dr omdiskuterat, bAde med avseende pa dess innehall av
antimikrobiella restsubstanser och med avseende pa de hoga bakterietal som kan uppsté nér den
huvudsakliga behandlingsorsaken ar mastit (Selim & Cullor, 1997). I en studie som jimforde kalvar
utfodrade med dverskottsmjolk respektive pastoriserad overskottsmjolk rapporteras att kalvar som
utfodrades med pastoriserad dverskottsmjolk hade béttre viktuppgéng och bittre hélsa i form av att
kalvar som fick diarré drabbades senare, fick lindrigare symtom och tillfrisknade snabbare dn kalvar
som utfodrades med opastoriserad overskottsmjolk (Jamaluddin et al., 1996b). Det finns ocksa
rapporter om en ekonomisk fordel i att foda upp kalvar pé pastoriserad Sverskottsmjolk (Jamaluddin et
al., 1996a; Godden et al., 2005). I en annan studie sokte man statistiska samband mellan olika
skotselfaktorer och hog kalvmortalitet. Studien inneholl data frén ett stort antal mjolkgérdar i USA och
resulterade i signifikanta statistiska samband mellan utfodring av kalvar med mastit- och
antibiotikamjolk och hog kalvmortalitet under mj6lkperioden, samt mellan utfodring av tankmjélk
(dvs. "frisk” helmjolk) till kalvarna och 14g mortalitet under mjolkperioden (Losinger & Heinrichs,
1997).

Det finns dock ocksa studier dar man inte funnit ndgot samband mellan pastdrisering och hélso- eller
viktuppgéngsfordelar hos kalvar (Kaske et al., 2009; Aust et al., 2013). I stéllet drog forfattarna
slutsatsen att vil utarbetade rdmjolksrutiner och individuell inhysning under mj6lkperioden reducerar
risken for diarré hos neonatala kalvar, och att denna inte paverkas av utfodring med 6verskottsmjolk.
Det bor dock papekas att d&ven Jamaluddin et al. (1996b) och Godden ef al. (2005) genomforde studier
dér kalvarna inhystes individuellt samt att man tillimpade generellt accepterade rdmjolksrutiner pa de
kalvar som deltog i studierna.

Diarré hos unga kalvar

Diarré hor till de vanligaste hilsoproblemen hos kalvar i mjolkbesattningar. Det dr den vanligaste
sjukdomen hos kalvar som &r yngre &n 90 dagar i Sverige (Svensson et al., 2006). Bland kalvar som é&r
yngre dn 31 dagar utgor diarré dven den storsta dodsorsaken. I Sverige ér den totala mortaliteten bland
kalvar relativt 1&g, omkring 3 % (Olsson ef al., 1993; Svensson et al., 2006). Internationellt ligger ofta
kalvmortaliteten pa omkring det dubbla och dven utomlands utgér diarré den storsta dodsorsaken hos
unga kalvar (USDA, 2007; Vaarst & Sorensen, 2009; Raboisson et al., 2013).

Diarré ér en komplicerad och multifaktoriell sjukdom. Orsakerna till diarré kan vara ménga, och man
brukar dela in dem i infektiosa och icke-infektiosa orsaker. Bland icke-infektidsa orsaker utgdr
felaktigheter i utfodringen en stor faktor, t ex dverutfodring av mjolk, déligt blandad mjolkerséttning,
daligt diskade hinkar och dalig foderhygien. Aven den s kallade avvinjningsdiarrén ir icke-infektios
och beror pé stress dd kalven byter milj6 vid avvédnjning samt att den inte &ter tillrickligt med foder.



Infektios diarré orsakas av mikroorganismer dér rotavirus och kryptosporidier ar de tva vanligaste i
Sverige idag (Torsein et al., 2011; Hertel et al., 2013). Aven coronavirus och patogen Escherischia
coli (E. coli F5+) forekommer men 1 betydligt ldgre utstrdckning. Daremot ar Salmonella, som ér
relativt vanlig utomlands (Blanchard, 2012), mycket sillsynt i Sverige tack vare strikta
kontrollprogram och att denna smitta lyder under den svenska zoonoslagen.

Vid diarré dr avforingen 16sare d4n normalt och ofta har avféringen dven en fordandrad lukt och farg.
Vid allvarligare fall kan kalven fé feber, bli dehydrerad och p& grund av detta dven fa ett nedsatt
allméntillstand. Mild diarré &r vanligast, de utgjorde tvé tredjedelar av diarréfallen i en svensk studie
pa 3081 kalvar varav 317 drabbades av diarré inom 1-90 dagars alder (Svensson et al., 2003). Hur
kraftiga symtom som uppvisas av ett infekterat djur beror pé flera faktorer, bland annat vilket
infektionsagens som orsakar diarrén, dess virulens, infektionsdosen, eventuell saminfektion med andra
agens, om kalven fatt ett bra antikroppsskydd fran ramjolken, kalvens alder vid smittotillfallet,
omgivningens temperatur, eventuella foderbyten och hur stort smittrycket ar i kalvens omgivning
(Wells et al., 1996; de Verdier, 2006; Kehoe et al., 2007; Drackley, 2008). Faktorer som i svenska
studier har associerats med en 6kad risk for diarré hos 1-90 dagar gamla kalvar dr om kalvarna &r av
rasen SRB, om de far ramjolk fran en forstakalvare, om ramjolken intas genom att kalven sjalv far dia
kon istéllet for att ges manuellt, samt om kalvarnas boxar &r placerade ldngs en yttervigg (Svensson et
al., 2003; Lundborg et al., 2005).

Vid behandling av diarré &r det viktigast att man tillfor elektrolyter eftersom kalven forlorar mycket
vétska och elektrolyter och snabbt drabbas av uttorkning (Phillips, 1985; McGuirk, 1998). Mjdlkgivan
bor inte tas bort eller reduceras, diremot kan det vara fordelaktigt att dela upp dygnsgivan pa flera sma
maltider sa att dels kalven formér dricka hela méngden, dels tarmen klarar att hantera mjélkméangderna
och fa ut s mycket niaring som mdjligt. For kalvar som blir allménpéverkade, t ex far feber, &r det
ocksa viktigt att sétta in antiinflammatoriska preparat (NSAID) for att kalven ska méa béttre och orka fa
i sig ndring. Men da &r det dn viktigare att man ocksé har vitskebalansen under kontroll eftersom risk
for njurskador foreligger vid behandling med NSAID av dehydrerade djur. Da majoriteten av alla
diarréfall orsakas av rotavirus och kryptosporidier dr rutinméssig behandling av diarré med antibiotika
inte korrekt. Endast i fall diar man konstaterat bakterieinfektion, eller dér risken for sepsis och
sekundérinfektion anses stor, dr antibiotikabehandling indicerat (Stengérde, 2011).

De studier som gjorts hittills under svenska forhallanden visar att bade djurdgare och veterindrer
fortfarande har en del att lidra nér det géller behandling av diarré hos kalv. Elektrolyter och NSAID
sdtts in alltfor séllan, mjolkgiva reduceras eller tas bort helt alltfér ofta och anvéndningen av
antibiotika ar storre 4n vad som kan anses vara indicerat (Svensson et al., 2003; Torsein et al., 2011;
Hertel et al., 2013). Av kalvar med diarré dér ndgon form av behandling satts in var en veterinér
inblandad (via besok eller telefonkontakt) endast i 17 % av fallen, i resterande fall beslutade
djurdgaren sjilv om behandling (Svensson et al., 2003).

Staphylococcus aureus i mjélk till kalvar

S. aureus dr den vanligaste mastitorsakande patogenen i svenska mjdlkbesdttningar (Ericsson
Unnerstad et al., 2009). Da majoriteten av svenska beséttningar utfodrar kalvarna med
overskottsmjolk ar det en rimlig slutsats att ett stort antal svenska kalvar utfodras med mjolk som
innehéller S. aureus under delar av eller hela mjolkperioden. Eftersom S. aureus i huvudsak ar en
smittsam juverpatogen har det sedan flera artionden tillbaka funnits intresse for att ta reda pa om
risken for S. aureus-mastit vid inkalvning 6kar om kvigan som kalv utfodrats med mj6lk innehéllande
S. aureus. Redan 1 borjan pa 1980-talet utférdes forsok for att utforska detta omrade. Dels undersokte
man om S. aureus kunde infektera olika vdvnader i kroppen pa unga kalvar som en foljd av oralt intag,
dels f6ljde man upp ett antal kvigkalvar fram till inkalvning for att bedoma risken for att utveckla S.



aureus-mastit (Barto ef al., 1982). Ingen av dessa tvé hypoteser kunde styrkas utifran resultaten i den
namnda studien, men fortsatta férsok har genomforts som antyder att S. aureus i mjolk kan vara en
potentiell kélla till S. aureus i rémjolk vid inkalvning (Roberson ef al., 1998). Detta motségs dock av
resultat fran en tidigare studie av samma forskargrupp som visade att ingen kvigkalv var persistent
koloniserad med S. aureus fran fodsel till forsta kalvning (Roberson et al., 1994). Capurro et al.,
(2010b) rapporterar lédgre andel individer med kroppsprover positiva for S. aureus hos kvigor 4-12
ménader gamla dn hos kvigkalvar 0-3 manader gamla (8 % vs. 29 %). Resultaten fran de nimnda
studierna utesluter inte att mjolk innehallande S. aureus kan vara en risk vid utfodring av kvigkalvar,
men visar inte heller pa nagot tydligt samband.

Ett par studier rapporterar att kottraskalvars vikt vid avvénjning var signifikant lagre om de diar en
moder med S. aureus-mastit (Watts ef al., 1986; Newman et al., 1991). I en ny svensk studie i 10
kottrasbesattningar fann man dock inget sddant samband (Persson Waller et al., 2014). S. aureus
potential att paverka mag-tarmkanalen och utgdra en del av diarréetiologin hos unga kalvar &r idag ett
annu outforskat omrade.

Staphylococcus aureus

S. aureus dr en fakultativt anaerob, gram-positiv kockoid bakterie som &r katalas- och koagulaspositiv.
Bakterien lever pé slemhinnor och pa hud och har hos varmblodiga djur. Den kan védxa i temperaturer
fran +7 till 48,5 °C, med ett optimum runt 30-37 °C, och klarar dven att vixa i pH 4,2-9,3 med
optimum runt 7,0-7,5 (Le Loir et al., 2003).

S. aureus ir, till skillnad fran de flesta andra Staphylococcus spp., mycket spridd och forekommer hos
de flesta marina och landlevande déggdjuren (Baird-Parker, 1990). Gemensamt for alla
Staphylococcus spp. ér att de ar val anpassade till ett liv pd ytan av varmblodiga djur och att de hjélper
huden att std emot kolonisation av patogena mikroorganismer. Det gar att sirskilja ménga S. aureus
med olika ursprung genom subtypning d& de ofta utvecklat nagot olika egenskaper beroende pa
huvudsakligt varddjur och vart pa djuret de lever. Bland annat férekommer skillnader i
enzymproduktion, resistensmonster och immunologisk aktivitet. Sjukdomsorsakande stammar av S.
aureus kan orsaka flera olika typer av sjukdomar (Baird-Parker, 1990). Dessa kan delas in i tva
huvudgrupper; akuta infektioner (lokala eller systemiska), samt akuta toxemier (t ex toxic shock
syndrome (TSS) och matforgiftning).

Uppkomsten av en S. aureus-infektion och sjukdomens framskridande styrs bade av varddjurets
forsvarsmekanismer (resistensen hos véarddjuret) och av organismens férmaga att 6verkomma dessa
(virulensfaktorer). S. aureus producerar en miangd olika virulensfaktorer och dess formaga att orsaka
infektion ar multifaktoriellt medierad (Baird-Parker, 1990). Uppkomsten av toxemi orsakas av
specifika proteintoxiner producerade av S. aureus. Till dessa hor bland annat superantigenerna
enterotoxiner och toxic shock syndrome toxin-1 som presenteras vidare i avsnittet ”Enterotoxiner och
toxic shock syndrome toxin-1".

D& man har sett att det finns genetiska skillnader mellan S. aureus-stammar av olika ursprung har man
i flera studier jimfort stammar som uppehéller sig pd ménniskor respektive notkreatur. I en studie
forsokte man, utan att lyckas, att identifiera en gen eller ett kluster av gener som finns hos alla bovina
S. aureus men som saknas hos de humana stammarna (Kozytska et al., 2010). Via genkaraktarisering
av och jamforelse mellan ett stort antal S. aureus-stammar fran humant och bovint ursprung har man
dock funnit vissa skillnader som é&r framtrddande men som inte kan anvéndas for att skilja humana och
bovina stammar med sidkerhet (Zschock et al., 2005; Monecke et al., 2007). Gemensamt &r att det r
vanligt med gener som kodar for superantigener hos bade humana och bovina S. aureus-stammar
(Johler et al., 2011).



Mastitpatogen

S. aureus dr en vanlig orsak till mastit som ar en av de mest kostsamma sjukdomarna for
mjolkindustrin vérlden 6ver (Kossaibati & Esslemont, 1997; Elbers et al., 1998; Waage et al., 1999;
Gianneechini et al., 2002; Olde Riekerink et al., 2008). I Sverige behandlas varje ar 1/5 av alla
mjolkkor for mastit under laktation och minst 21 % respektive 19 % av akuta kliniska mastiter
respektive subkliniska mastiter orsakas av S. aureus (Valde et al., 2004; Ericsson Unnerstad et al.,
2009). S. aureus har saledes en stor betydelse for djurvilfarden hos mjélkkor och for
antibiotikaanvindandningen inom produktionsdjurssektorn.

En virulensfaktor som vissa S. aureus har ér produktion av -laktamas, ett enzym som inaktiverar f3-
laktamantibiotika, bland annat penicillin som i Sverige anvénts som systemisk behandling vid 80 % av
alla akuta kliniska mastiter hos mjolkkor de senaste decennierna. I Sverige ar trots detta prevalensen
av B-laktamasproducerande S. aureus isolerade fran akuta kliniska mastiter fortsatt 1ag, runt 7 %
(Bengtsson et al., 2009). Forekomsten av resistens ér dven betydligt ldgre bland bovina stammar av S.
aureus 1 jamforelse med humana.

Kliniska och subkliniska mastiter

S. aureus infekterar juvret via spenkanalen. Bakterierna producerar toxiner som forstor cellmembran
vilket inducerar en inflammation och leukocyter attraheras till omradet. Nér vavnaden i spenkanalen
och spencisternen skadas bildas drrvavnad. S. aureus fortsitter sin vig uppét i juvret via
mjolkgangarna och tar sig énda ut i de mjdlkproducerande alveolerna, dér en djuprotad infektion
etableras. Har kan S. aureus bilda abscesser som bade skyddar bakterierna fran upptackt av
immunforsvarsceller och frén effekterna av antibiotika. De kan ocksé gdmma sig intracellulart i
leukocyter och juverepitelceller (Petersson-Wolfe ef al., 2010).

Skadorna i mjdlkalveolerna och mjolkgéngarna leder till reducerad mjolkproduktion och bildande av
arrviavnad. Klinisk presentation av en mastit orsakad av S. aureus innebér vanligtvis mattlig svullnad
av den affekterade juverdelen och flockor i mjolken, men majoriteten av juverinfektionerna orsakade
av S. aureus ar dock subkliniska och kroniska. Dessa kor visar inga kliniska symtom pa mastit,
ddremot ar det vanligt med hoga celltal (Somatic Cell Count, SCC) i mjélken fran affekterade
juverdelar. Formégan hos S. aureus att orsaka kroniska och subkliniska infektioner kan till stor del
tillskrivas den abscessbildande egenskapen som tillater bakterien att ggmma sig undan
immunforsvarsceller och antibiotikabehandling (Petersson-Wolfe et al., 2010).

En konsekvens av att behandlingsframgéngen &r 1ag ar att S. aureus-mastit utgor en av de vanligaste
utslagningsorsakerna hos mjolkkor (Barkema et al., 2006). De kroniska infektionerna har &dven visat
sig vara mycket persistenta. Forsok med att tillsdtta en annan bakteriestam som aktiverar
immunforsvaret ytterligare for att pa sa sitt forma juvret att rena sig sjéalv fran infektion har inte
lyckats (Young et al., 2001). Mottagligheten for infektion hos mjolkkor i en beséttning varierar bade
med virulensfaktorer hos S. aureus och med faktorer hos korna s som immunférsvar och den
individuella formagan att rena sig fran en infektion. Dessa egenskaper hos bakterier och kor verkar
variera mellan olika besittningar (Bannerman et al., 2008; Sandgren et al., 2008).

Manga fragor stir dn idag obesvarade avseende epidemiologin kring S. aureus-mastiter. I vissa
besittningar sprider sig infektionen snabbt mellan kor, medan den i andra gor det véldigt langsamt.
Skillnader i smittsamhet och persistens har konstaterats i flera studier (Sommerhauser et al., 2003;
Haveri et al., 2007; Fournier et al., 2008), men aterstar att undersoka bland de svenska S. aureus-
stammarna (Capurro ef al., 2010a).



Fram till idag har man identifierat infekterade juver, spenkanaler och spenhud samt sar pé spenarna
som huvudsakliga reservoarer for S. aureus. Flera studier har pa senare ar ocksa sokt smittkéllor for S.
aureus utanfor juvret (Saperstein et al., 1988; Zadoks et al., 2002; Capurro ef al., 2010b). I en ny
svensk studie fann man att hashud och de hos vissa mjolkbesdttningar vanligt forekommande hassaren
kan vara en viktig reservoar for mastitorsakande stammar av S. aureus (Capurro et al., 2010b). Samma
studie visade &ven att forekomst av dessa S. aureus-stammar hos unga kalvar inte innebar att kalven
bar med sig bakterien efter mjolkperioden. Férekomsten av den mastitorsakande S. aureus-stammen
utanfOr juvret varierade mycket mellan de ingdende beséttningarna i studien, vilket tolkades kunna
vara en f6ljd av skillnader i virulensfaktorer hos de olika beséttningarnas S. aureus, eller orsakas av
skillnader i rutiner pa gardarna (Capurro et al., 2010b).

De rekommenderade kontrollatgérderna for S. aureus innefattar forbattrad mjolkningshygien, kontroll
over mjolkningsrutiner sdsom mj6lkningsordning och spendoppning, samt sintidsbehandling och
utslagning av infekterade kor (Petersson-Wolfe et al., 2010). Atgirderna #r dock inte alltid s3 effektiva
i att forebygga nya infektioner som man forvantat (Sommerhauser et al., 2003). Detta indikerar
komplexiteten i S. aureus-problematiken och mdjligheten att andra smittkéllor &n de som hittills
identifierats forekommer. For att utreda detta omrade inom S. aureus-epidemiologin krivs
identifiering av S. aureus pa stamniva. Det kan forekomma flera stammar i samma beséittning, men
oftast dr det bara en av dem som &r avgérande for mastitproblematiken (Capurro et al., 2010b).

I Sverige dr méngfalden bland S. aureus stammar fran akuta kliniska mastiter hos mjdlkkor stor, men
ett fatal pulsotyper (isolat med exakt likadana bandmonster vid pulsfilt gelelektrofores kallas
pulsotyper) dominerar vilket indikerar att det forekommer en spridning mellan beséttningar (Capurro
et al., 2010b). I en nyligen genomford svensk studie stamtypades 185 S. aureus-isolat och man fann da
att tvd dominerande pulsotyper stod for 64 % av kliniska S. aureus-mastiter (Lundberg et al., 2014). 1
denna studie undersoktes associationerna mellan pulsotyp och behandlingsframgéng vid akuta kliniska
S. aureus-mastiter hos svenska mjolkkor. De dominerande pulsotyperna visade béttre
behandlingsresultat vid 120 dagars uppfoljning av celltal, utslagningsfrekvens, aterfall av mastit och
producerad mjolkméingd dn de mindre vanliga pulsotyperna. Behandlingsframgangen varierade ocksa
med faktorer hos kon s& som laktationsstadium och kronicitet av infektionen vid insatt behandling,
samt med bakteriefaktorer s& som [3-laktamasproduktion. Resultaten indikerar att den bakteriella
genotypen paverkar den langsiktiga utgdngen for en klinisk mastit orsakad av S. aureus.

Humanpatogen

S. aureus ar en viktig humanpatogen pa grund av sin kombination av toxin-medierad virulens, invasiva
natur och potentiella antimikobiella resistens. Bakterien orsakar ett brett spektra av sjukdomar, lokala
s& som hudinfektioner, och systemiska sa som toxic shock syndrome och sepsis. Till detta kommer
formégan att via en typ av virulensfaktor, enterotoxinerna, orsaka matforgiftning (Le Loir ef al.,

2003).

Matférgiftning hos ménniska

Att stafylokocker orsakar matforgiftning misstdnkte man redan pa 1880-talet. Men det var inte forrén
30 ar senare som man kunde demonstrera att stafylokocker kunde orsaka forgiftning som ett resultat
av intag av mjolk fran en ko med stafylokockmastit. Ytterligare ett par artionden senare lyckades man
visa att det var ett toxin, kallat enterotoxin, som var orsaken till férgiftningen. Sedan dess har man
visat att S. aureus ér en vanlig och utbredd organism i matforgiftningssammanhang och att flera olika
enterotoxiner forekommer (Baird-Parker, 1990).

Den huvudsakliga kéllan till S. aureus-orsakad matforgiftning ar att ménsklig kontakt via hénder eller
hosta och nysningar kontaminerar matprodukter efter virmebehandling. Dérfor varierar toxinkéllan



mycket mellan olika lander och utbrott, och kan vara allt fran kottprodukter och kéttritter (fran olika
kattkallor) till mjolkprodukter, skaldjur, dgg och dven sallad. Oftast ar det alltsa en human stam av S.
aureus som ligger till grund for matforgiftningarna, men i mat s& som ratt kott och korv, opastoriserad
mjolk och ost gjord pa opastoriserad mjolk forekommer dven kontamination av S. aureus fran djur
som dr barare av eller har en infektion orsakad av S. aureus, sdsom mastit (Le Loir et al., 2003).

For att bli matforgiftad av S. aureus krivs intag av preformerat enterotoxin. Det finns flera sdédana
enterotoxiner varav den som kallas SEA (Stafylokock Enterotoxin A) ar den vanligaste i fall av
matforgiftning hos ménniska vérlden 6ver (Argudin et al., 2010). Symtomen vid en S. aureus-orsakad
matforgiftning dr abdominala kramper, illaméende, krakningar, ibland f6ljt av diarré. Symtomen
uppstar snart inpé intag, 30 minuter till 8 timmar, och avtar spontant efter omkring 24 timmar (Le Loir
et al., 2003).

Enterotoxiner producerade av en bovin stam av S. aureus har manga génger visats orsaka
matforgiftning. Bland annat vid ett utbrott av matforgiftning i Norge ar 2003 déar potatismos tillagat
med mjolk fran en viss leverantdr visade sig vara killan till toxinet SEH (Jorgensen et al., 2005).

Enterotoxiner och toxic shock syndrome toxin-1

Enterotoxiner (Stafylokock Enterotoxiner, SE) och toxic shock syndrome toxin 1 (TSST-1) ér
superantigena proteiner som S. aureus i huvudsak producerar under sin exponentiella tillvaxtfas. For
att produktionen ska vara maximal kravs en temperatur runt 37°C och ett neutralt pH. Enterotoxinerna
ar oerhort taliga mot virme, 14ga pH och proteolytiska enzymer, vilket gor att de klarar uppvérming av
livsmedel samt passagen genom magsédcken, vilket inte S. aureus dverlever (Argudin et al., 2010).

Enterotoxinerna har namngetts i bokstavsordning fran A och framat. Bokstaven laggs till prefixet SE-
som stér for Stafylokock Enterotoxin. De forsta enterotoxinerna som man upptickte var SEA-SEE och
de kallas idag for klassiska” enterotoxiner dd man pa senare ar har upptéckt fler och kallat dessa for
“nya” enterotoxiner. De klassiska enterotoxinerna samt en del av de nya har en konstaterat emetisk
(krdkframkallande) effekt (Argudin et al., 2010). Ovriga har man inte kunnat konstatera en emetisk
effekt hos eller sd har man inte undersokt det d4n. Dessa bendmns SEls (stafylokockenterotoxin-
liknande) da de strukturellt &r mycket lika de SE som har bevisad emetisk effekt (Argudin et al.,
2010).

Alla SEs, SElIs samt TSST-1 ar sé kallade superantigener (SAgs), vilket innebér att toxinerna undviker
igenkénning av kroppens immunforsvar. Genom en direkt interaktion mellan SAgs, T-cellreceptorer
(TCR) och major histocompability complex (MHC) pa antigenpresenterande celler astadkoms en
korsldnkning mellan TCR och MHC. Denna leder till en ospecifik aktivering och proliferering av T-
celler till skillnad frdn T-cellernas normalt mycket antigen-specifika aktivering. En massiv frisdttning
av kemokiner och proinflammatoriska cytokiner atfoljer och om det sker pé systemisk niva kan det
leda till toxic shock syndrome som ér ett livshotande tillstand (Le Loir ef al., 2003; Argudin et al.,
2010).

Allteftersom man upptickt nya SEs och SEls och sett att de dr vanligt forekommande har man bérjat
misstinka att de kan spela en storre roll i patogenesen vid matforgiftning &n man trodde fran borjan.
Det ar fortfarande oklart idag vilka delar av toxinet som stér for de emetiska respektive de
superantigena egenskaperna, men man vet att det ar tva funktioner hos toxinet som ar lokaliserade till
tva olika strukturer pé proteinet. Samtidigt finns det en stark korrelation emellan dem da en mutation
som avldgsnar den ena egenskapen automatiskt leder till bortfall av den andra (Le Loir et al., 2003;
Argudin et al., 2010).



Verkningsmekanismerna bakom den emetiska effekten hos SEs ér inte fullstédndigt kartlagda. Man har
inte kunnat koppla ihop SEs med specifika celler eller receptorer i digestionskanalen, men en hypotes
ar att SEs stimulerar nervus vagus i abdominala viscera som sidnder en signal till hjarnans krikcentrum
(Argudin et al., 2010). Att receptorer pa vagala afferenta neuron visats vara essentiella for SEA-utlost
emesis stodjer denna hypotes. SEs kan ocksa penetrera tarmslemhinnan och aktivera det lokala savél
som det systemiska immunfOrsvaret. Friséttning av vissa inflammatoriska mediatorer s& som
histaminer, leukotriener och neuroenterisk peptid substans P orsakar kriakningar och ar en hypotes for
SEs emetiska aktivitet dd denna kan elimineras via histamin-2- och calciumkanalblockerare. Lokal
immunaktivering kan ocksa svara for de gastrointestinala skador som associeras med SEs (Argudin et
al., 2010).

Flera studier visar att gener som kodar for SEs (bendmns se) ar vanligt forekommande bland S. aureus
stammar fran olika kéllor s& som ménniskor, nétkreatur och far. Man har dven visat att S. aureus som
har se-gener ockséa kan producera enterotoxiner (Boerema et al., 2006). Hos mjélkproducerande
noétkreatur ér det inte lika tydligt som vid fall av matforgiftning vilka enterotoxiner som &r vanligast,
men sec och sei dr vanligt forekommande i flera studier (Johler ef al., 2011). Man har dven hittat
antikroppar mot TSST-1 i mj6lk och serum, samt hos unga kalvar vilket indikerar att dessa forvirvar
maternella antikroppar mot detta toxin (Hayakawa et al., 2000). Studien rapporterar att antikropps-
koncentrationen av TSST-1 var hogre i mjolkprover med hoga celltal, vilka kan indikera juver
infekterade med S. aureus.

Enterocolit

Négra studier har gjorts pa andra djurslag &n n6t dér resultaten tyder pa att S. aureus och dess SAgs
kan ha en paverkan pa tarmen inte bara hos méanniska. Hos moss och rattor har man genomfort forsok
med enterotoxinet SEB som visar en 6kad permeabilitet i kolonepitelet samt en aktivering av
inflammatoriska mediatorer och T-celler i Peyerska plaque och mesenteriala lymtknutor (Yang et al.,
2005; Perez-Bosque & Moreto, 2010). Kaniner har visat sig vara kédnsliga for TSST-1 samt
enterotoxiner. De utvecklar kraftiga symtom sa som feber, diarré, apati, hyperemi i slemhinnor och
olika fordndringar som indikerar toxiska skador av flera organ. Hos andra djurslag s& som minigrisar,
grisar och babianer ses liknande symtom men ofta av en mildare och mer lokal adn systemisk karaktér
(Kohrman et al., 1989; Bulanda ef al., 1989).

Pé grund av enterotoxiners tydliga och métbara effekter hos kaniner har detta djur ofta anvénts som
forsoksdjur vid forskning om enterotoxiner. En nyare studie hade som syfte att undersoka en
mjolksyreproducerande bakteriestams potentiella skyddande effekt mot SEs. Kaniner som fick mjolk
innehéllande en enterotoxinproducerande stam av S. aureus drabbades av diarré 5 dagar efter intaget
(Bendali et al., 2011). Histologiskt kunde skador och atrofi av tunntarms- och kolonepitel observeras. I
track sjonk nivaerna av S. aureus med tiden, men diarrén upphorde inte trots administrering av steril
mjolk. Hos kaninerna som behandlades med den mjolksyreproducerande bakterien (Lactobacillus
paracasei subsp. paracasei) upphorde diarrén och man sag en aterhdmtning av tunntarmsvilli och
kolonkryptor vid histologisk undersokning.

Forutom att vissa djurarter och inte bara ménniska péverkas av enterotoxiner och andra superantigena
toxiner producerade av olika stammar av S. aureus sd har man éven visat att se-gener &r vanligt
forekommande bland S. aureus-stammar isolerade fran tarmfloran hos spadbarn (Highet & Goldwater,
2009). Highet & Goldwaters resultat tyder ocksa pa att S. aureus kan kolonisera tarmen pa spadbarn,
och det dr en intressant hypotes att detsamma skulle kunna vara mojligt &ven hos mycket unga
djurindivider.



Metoder for att pavisa och karaktérisera Staphylococcus aureus

Bakteriologi

I rutindiagnostiken av S. aureus i mjolkbeséttningar bestar provmaterialet nastan uteslutande av
mjolkprov, oftast fran individuella kor men ibland dven tankmjo6lksprover.

Standardprotokollet for isolering av S. aureus pa mastitlaboratoriet pa SVA (Statens
Veterindrmedicinska Anstalt) innebér utstryk av 10 pl mjolk pé ndtblodagar och inkubering i 37 °C
over natt. Dérefter gors en priméravlasning och renodling om missténkta kolonier forekommer. Om
inget ses efter forsta inkuberingen far plattan sta i 37 °C ytterligare en natt varefter den aterigen
avldses. Forst ddrefter kan man anse provet negativt. Sedan nagra ér tillbaka har man lagt till
ytterligare ett steg som innebér att mjolkproverna inkuberas tillsammans med priméarplattorna forsta
natten och sedan stryks 10 pl av varje prov ut pa en nétblodagar och inkuberas med Gvriga plattor
andra natten. Detta steg kallas anrikning och metoden har visat sig innebéra att man hittar upp till 50
% fler S. aureus (Artursson et al., 2010).

Vid identifiering av missténkta kolonier efter ndgon av inkuberingarna renodlas de p& en ny
blodagarplatta om man inte redan har fina rena kolonier pé primér- eller anrikningsplattan. Om
kolonierna har typiskt utseende och uppvisar karaktéristisk dubbelhemolys anses provet som positivt
och man testar stammen for 3-laktamasproduktion som ger en uppskattning av hur kénslig stammen &r
for penicillin. Vid forekomst av kolonier som man misstanker dr S. aureus men som inte har ett helt
karaktiristiskt utseende kor man en MALDI-TOF. Matrix-assisted laser desorption/ionization
(MALDI)-time of flight (TOF) ar en metod som bygger pa masspektrometri (MS). MS har anvénts i
artionden inom kemin och man kom ocksa tidigt pé att olika bakterier producerade olika masspektra.
Men det var forst 1996 som MALDI-TOF utvecklades och méjliggjorde snabb analys av hela
bakterieceller utan att nagon tidskrédvande preparering var nddvindig fére MS-analysen. Idag har
denna metod slagit sig in pd marknaden som en snabb, pélitlig och kénslig metod for mikrobiell
karaktdrisering och identifiering av bakterier, svamp och virus (De Carolis et al., 2014).

Traditionellt har man utnyttjat fenotypiska egenskaper for identifiering av S. aureus, framfor allt
biokemiska tester sa som katalas- och koagulasaktivitet. Trots att man hela tiden har forfinat dessa
metoder forblir de tidskrdvande, inte minst i laboratorier dar man analyserar ett stort antal prover varje
dag. Hos S. aureus finns en stor inneboende diversitet, samtidigt som arten kan te sig véldigt lik vissa
andra Staphylococcsu spp. Med MALDI-TOF kan man med mycket hog specificitet och sensitivitet
korrekt identifiera S. aureus pa kort tid, vilket gor metoden vardefull i det diagnostiska arbetet pa
storre laboratorier (Rajakaruna et al., 2009).

En egenskap hos S. aureus ér att den tillvixthimmas i ndrvaro av konkurrerande bakteriearter (Le Loir
et al., 2003). Detta utgor séllan ett problem i rutindiagnostiken av mastiter eftersom mjolk vid mastit
generellt har en dominans av den mastitorsakande bakterien. Nar man, som i detta arbete, forsoker
isolera S. aureus fran trick, innehéller dock provmaterialet en dvervidgande andel andra bakterier
(bland andra koliformer) som bade &r snabbvixande och ménga till antalet. Man kan d& 6ka chansen
att isolera S. aureus fran sddana provmaterial genom att anvianda selektiva medium som dels framjar
tillvaxt av S. aureus, men ocksd hammar tillvixten av de o6nskade bakteriearterna. I denna studie
utnyttjades dessa egenskaper hos Vogel-Johnson medium samt hos Baird-Parker agar.

Vogel-Johnson medium

Vogel-Johnson agar (VJA) utvecklades 1960 som ett medium selektivt for S. aureus (Vogel &
Johnson, 1960). VJA innehaller mannitol som kolkélla, vilken vid fermentering fargéndrar den roda
agarn till gult. Kaliumtellurit i agarn inhiberar organismer som inte ar av Staphylococcus spp. och ger



karaktéristiskt svarta kolonier hos koagulas-positiva Stafylokocker (Kim & Oh, 2010). Att inkludera
ett anrikningssteg for provmaterial fran spenhud och mjélkutrustning i flytande Vogel-Johnson
medium (37 °C i 4 h) har visats kunna dubbla chanserna att hitta S. aureus i svabblosningar fran grovt
kontaminerat material, si som nédr man tar svabbprov fran mj6lkutrustning eller hud (Fox et al., 1992).

Baird-Parker agar

Baird-Parker agarn utvecklades i borjan av 1960-talet dd man var ute efter ett odlingsmedium som
kunde selektera fram S. aureus bttre an tidigare tillgdngliga medium. Syftet var att med hog
specificitet kunna odla fram S. aureus fran olika matprodukter och ddarmed bidra till diagnostiken i
utredningen av matforgiftningsutbrott. Man utgick fran en neutral agarbas till vilken dggula, glycin,
lithiumklorid, kaliumtellurit och natriumpyruvat tillsattes i olika koncentrationer. Baird-Parker
plattorna ska inkuberas i 48 h eller mer dé det tar denna tid for S. aureus att véxa fram pé agarn och fa
sitt karaktéristiska utseende (Baird-Parker, 1962).

De selektiva delarna i agarn ér glycin, lithiumklorid och tellurit medan &ggula och pyruvat hjélper
skadade celler att aterhdmta sig. Reduktion av telluriten ger kolonierna en svart blank farg, men det ar
fraimst uppklarningen av dggulan via hydrolys av lipovitellenin som anvénts som ett diagnostiskt
kriterium. Dock &r vissa bovina S. aureus stammar negativa for detta test och i de fallen far man forlita
sig till koloniutseende i storre utstrackning (Baird-Parker, 1990).

Trots att Baird-Parker agarn var ett stort steg framéat jaimfort med tidigare odlingsmedium var
hdamningen av andra organismer inte fullstdndig. Detta tillsammans med bristen hos dgguletestet pa
bovina S. aureus foranledde ett arbete for att ta fram en modifiering av den ursprungliga Baird-Parker
agarn. Vissa av de ursprungliga koncentrationerna dndrades men inget reagens togs bort, ddremot
tillsattes acriflavin, polymyxin B och sulfonamid. Det ledde till att man enklare kunde kénna igen S.
aureus, inte minst for att man fick en betydligt mer effektiv hamning av gram-negativa bakterier och
koagulasnegativa staphylokocker samt proteus da alla dessa dr mer kénsliga for och tillvixthdimmas
mer av de tre tillsatta substanserna dn S. aureus (Devriese, 1981).

DNA microarray

DNA microarray ir en metod for genkaraktirisering som kan anvindas inom ménga omraden. Aven
om teknikerna for de olika omradena kan skilja sig till viss del sa bygger de i grund och botten pé
samma metodik. Har beskrivs tekniken utifran det arbetsschema som anvénts for genkaraktirisering av
S. aureus 1 detta arbete. Produkten kommer fran Alere Technologies, Jena, Tyskland (se www.alere-
technologies.com) och heter CLONDIAG S. aureus Genotyping Kit 2.0 (Alere Technologies, 2014).
Den detekterar flera artmarkorer och ett stort antal resistensgener samt patogenicitetsmarkorer hos S.
aureus (totalt dver 300 markorer). Principen for microarray-tekniken baseras pa det faktum att
komplementira DNA-sekvenser kan bindas till varandra genom hybridisering. I stort kan processen

delas in i tre delar; 1) Tillverkning av microarrays, sma chip som prepareras med sekvenserade gener, i
detta fall de gener som finns identifierade hos S. aureus. Varje gen utgdr en punkt pa chipet och
gensekvenserna blir helt immobiliserade nér de preparerats pa chipet. Fardigpreparerade chip foljer
med produkten. 2) Preparering av provmaterial fran bakterieisolaten. Detta steg inkluderar isolering
och rening av mRNA och DNA som amplifieras och méarks med fluorescerande markodrer innan de
tillsétts till chipet (ett chip per bakterieisolat) och via hybridisering faster in till sina komplementéra
DNA-sekvenser pa chipet. 3) Forvdrvande av bild genom scanning av chipet och analys av data via en
dataprogramvara. Punkt 2 ar det tidskrdvande steget i processen och utgor det egentliga
laborationsarbetet vid microarray-experiment. Beroende pa hur mycket provmaterial man har kan dven
dataanalys bli en stor del av arbetet, men for detta finns som ndmnt sofistikerade programvaror till
hjalp.


http://www.alere-technologies.com/
http://www.alere-technologies.com/

Microarray-tekniken har visat sig vara en anviandbar metod for att bedoma virulenskaraktér hos S.
aureus. | mjolkbeséttningar kan forhallandet mellan virulenskaraktér och prevalens av bakterien 1
besittningen utredas och vissa specifika genmonster kan associeras till S. aureus mastit (Piccinini et
al., 2010).

Pulsfélt gelelektrofores (PFGE)

PFGE ar en DNA-baserad stamtypningsteknik som har hogre typabilitet, reproducerbarhet och
diskriminatorisk kraft &n bakteriofagtypning (BT), som tidigare var referensmetod, s.k. gold standard,
for typning av S. aureus. BT anvéndes 1 6ver 30 ar, men studier visade att tekniken hade lag
reproducerbarhet, att den bara lyckades typa upp till en femtedel av isolaten samt att den inte hade
formégan att subtypa isolaten (Bannerman et al., 1995; Zadoks et al., 2002). Detta ledde till att man
gick over till PFGE som gold standard, eftersom denna teknik visat sig korrekt kunna bade typa och
subtypa S. aureus. Sedan ungefar 15 ar har ockséd PFGE erkénts som en robust metod for att typa S.
aureus fran komjolk (Zadoks et al., 2000).

PFGE bygger pa att genomet i det undersokta materialet genomgar en restriktionsklyvning med ett
enzym som man pé forhand har utvarderat och skapat en referensbas gentemot. Klyvningen sker pa
specifika stéllen i genomet och beroende pa stam kommer olika stora DNA fragment att skapas. Dessa
skiljer sig at bade avseende storlek och laddning, vilket utnyttjas ndr man sedan placerar fragmenten i
en gel och lagger pa en elektrisk strom som féar fragmenten att rora pa sig i en riktning. Hur langt de
kommer beror bade pa laddningen och storleken. Vissa fragment &r gemensamma for alla S. aureus
stammar, medan andra varierar mellan olika stammar. P4 sé sétt kan man som i detta arbete ta reda pa
om tva stammar av S. aureus isolerade fran olika provmaterial 4r av samma polsotyp, dvs. bildar ett
identiskt bandmonster i PFGE-gelen (Lognonne, 1993).
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Tre svenska mjolkproducerande ndtbesittningar selekterades fram genom en urvalsprocess under
hosten 2014. En sammanfattning av forloppet redovisas i Figur 1. Foljande var de initiala
inklusionskriterierna; gardarna skulle 1) vara geografiskt lokaliserade i Uppsala lian, Vistra Goétalands
lan eller i omradet ddremellan, 2) ha minst 100 mjdlkkor, 3) utfodra kalvarna med 6verskottsmjolk
eller annan helmjdlk, 4) ha problem med S. aureus-mastiter, samt 5) vara villiga att delta i studien.

Trettioen gardar med minst 100 mjdlkkor identifierades inom det angivna omradet utifran en lista pa
266 svenska mjolkbeséttningar som ingick i en vid SVA och SLU tidigare genomford studie (Duse et
al., 2013). Till dessa 31 mjolkproducenter mailades en webbaserad enkat via programmet
EasyResearch fran QuestBack™ (www.questback.com/se/) med 7 fragor (se Bilaga 1) for att
sakerstilla att de initiala inklusionskriterierna uppfylldes. Tolv mjdlkproducenter svarade pé enkéten,
varav 9 uppfyllde kriterierna for att ga vidare i urvalsprocessen. De 6vriga 3 angav antingen att de inte

ville delta i studien eller att de inte utfodrade kalvarna med dverskottsmjolk.

Ett provtagningskit postades till de 9 gardarna med material for provtagning av kor som kunde
misstdnkas ha S. aureus i juvret utifran fyra kriterier; att de hade 1) hoga celltal, 2) diffusa tecken pé
juverinflammation (t.ex. en flocka da och da), 3) en obehandlad klinisk juverinflammation, eller 4)
behandlats for S. aureus-mastit for minst en ménad sedan och inte atergétt till samma juverhélsa som
fore S. aureus-mastiten. Kriterierna tillsammans med provtagningsinstruktioner och en kort
redogorelse for syftet med studien fanns i ett f6ljebrev i utskicket (se Bilaga 2). Djurdgarna tog sjalva
enspensprov fran 1-4 juverdelar pa upp till 5 kor och skickade till mastitlaboratoriet vid SVA. Atta av
de 9 besittningar som fick provtagningskitet skickade in mjolkprover fran koindivider.

Mjolkproverna analyserades med avseende pé forekomst av S. aureus och om en och samma ko var
positiv i flera juverdelar sparades endast ett av isolaten, alltsd maximalt 5 isolat av S. aureus per
besittning. Totalt inkom till SVA 108 mjo6lkprover tagna fran 38 kor. Antalet provtagna kor var fem i
alla beséttningar utom en dér tre provtogs. Antalet inkomna mjolkprover fran varje beséttning var 4-18
stycken (median 15).

Samtliga 19 erhallna isolat av S. aureus sparades i frys. Genkaraktirisering av isolaten for att pavisa
forekomst av enterotoxingener samt genen for TSST-1 (Tabell 1) paborjades. Delvis parallellt med
genkaraktériseringen genomfordes dven telefonintervjuer med lantbrukarna med stdd av ett pa férhand
utformat frageformular (se Bilaga 3). De sex besittningar med de for studien mest gynnsamma
genprofilerna (avseende forekomst av ovan nimnda gener) kontaktades per telefon och information
samlades om utfodringsrutinerna av kalvarna och hur kalvutfodringsmj6lken hanterades. I detta skede
framkom att en av besittningarna endast utfodrade kalvarna med helm;jolk under rdmjdlksperioden,
dérefter med mjolkerséttning. Denna besittning uteslots dd kalvutfodringsstudien krédvde minst tva
veckors utfodring med helmjolk. Fran besdttningen hade vid intervjutillféllet endast ett av
besittningens fyra S. aureus-isolat genkaraktériserats, vilket innebar att resterade tre isolat aldrig
genkaraktériserades. Av 19 S. aureus-isolat genkaraktiriserades darfor 16 stycken. Fem beséttningar
kvarstod efter genkaraktérisering och intervjuer. Djurdgarna informerades i samband med intervjun
om nésta steg i urvalsprocessen, som innebar att de skulle skicka in mj6lkprov fran
kalvutfodringsmjolken taget i samband med kalvutfodringen tvéa pa varandra foljande dagar.

Fyra av de fem besittningarna var positiva for S. aureus i utfodringsmjolken. Av dessa fyra hade en
besdttning svart att gora sig tillgdnglig for provtagning under perioden da kalvutfodringsstudien
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planerades genomforas och uteslots dérfor. Detta ldmnade tre beséttningar (bendmnda II, IV och VI) i
vilka kalvutfodringsstudien genomférdes under november 2014.

Enkdét till 31 mjolkproducenter

0

Enkétsvar fran 12

0

Provtagningskit skickas till 9

0

[ Fér in mjo6lkprover frén 8 gardar, alla har minst en ko som &r positiv for S. aureus J

%

[ 16 isolat av S. aureus genkaraktiriseras med microarray, alla positiva for enterotoxingener J

0

l 5 gérdar valda utifran genprofil far skicka in mj6lkprov fran kalvutfodringsmjolken J

v

[ 4 gardar positiva for S. aureus i mjolk som utfodras till kalvarna J

v

[ 3 gérdar selekteras for genomforande av kalvutfodringsstudien

Figur 1. Schematisk beskrivning av forstudien ddir 3 mjolkproducerande besdttningar selekterades
fram genom en urvalsprocess augusti-oktober 2014.

Beséttning 11

Besittningen drevs konventionellt och kalvarna utfodrades med Gverskottsmjolk, mjolk fran kor som
behandlades med ldkemedel och under efterfoljande karens. Vilka kor som levererade mjolk till
kalvarna varierade ddrmed hela tiden. Mjo6lken avskildes genom ett slutet system till en separat tank
och kyldes, dérifran tappades den i en mjolktaxi och varmdes till 40 °C innan utfodring av kalvarna
med 3-3,5 1 tva ganger per dygn.

Kalvarna var uppstallade i samma ladugérd som korna. De inhystes i gruppboxar om ca 6 kalvar fran
2-3 veckors alder, dessforinnan i ensambox.



Beséttning IV

Besittningen var en relativt nyetablerad och mycket stor beséttning (>1000 kor) och var ansluten till
KRAYV. Vid uppstarten nagra ér tidigare kdptes méanga kor in fran olika héll och en del av de kor som
vid studiens genomforande levererade mjolk till mejeri var ként infekterade med S. aureus men
uppvisade inga kliniska symtom. Dessa kor mjolkades sist i mjolkningsordningen. I beséttningen
utfodrades kalvarna med tankmjolk, all mjolk fran behandlade kor sldngdes. I tanken kyldes mjolken
och infor varje kalvutfodring tappades behdévd méngd upp i en 6ppen rostfri tunna och transporteras
till kalvavdelningen dér den fordes dver till en mjolktaxi och vérmdes till 40 °C.

Kalvarna inhystes under sina forsta 2-3 levnadsveckor i ensamboxar med hydda inomhus i ett separat
kalvstall. Under denna period utfodrades de med pastoériserad tankmjolk. Darefter forflyttades de till
gruppboxar om 8-10 kalvar och utfodrades da med opastdriserad tankmjolk, 3-3,5 1 tva ganger per

dygn.

Beséttning VI

Besittningen var KRAV-ansluten och utfodrade kalvarna med 6verskottsmjolk. Ca 8 kor levererade
mjolk till kalvarna varje dag. Av de 8 var 2 kor ként S. aureus-infekterade och levererade endast mjolk
till kalvarna, dvs. de levererade aldrig mjolk till mejeri trots att de inte hade nédgon klinisk mastit eller
stod pa nagon behandling. Ovriga kor som levererade mjolk till kalvarna var kor med karens efter
behandling och dessa varierade dédrmed over tiden. Mjolken samlades i en 6ppen rostfri tank i
ladugérden dér den forvarades maximalt 12 timmar (utfodringsintervall for kalvarna) utan att kylas
ned. Infor utfodring dverférdes mjolken till en mjolktaxi och vérmdes till 40 °C.

Kalvarna inhystes i hyddor inomhus i samma ladugérd som korna under sina forsta 2 levnadsveckor
dérefter i gruppboxar om ca 6 kalvar i samma ladugérd. Mjolkméngderna som kalvarna utfodrades
okade fran 3 1 under de forsta par levnadsveckorna till 4 1 under senare delen av mjdlkperioden.

Slutliga inklusionskriterier

De tre besittningarna som slutligen valdes ut for genomférande av kalvutfodringsstudien uppfyllde
forutom de initiala inklusionskriterierna dven att de 1) var positiva for S. aureus 1 mjolk frén
individuella kor, 2) var positiva for S. aureus i mjolk som utfodrades till kalvarna, 3) hade de
genprofiler som inneholl flest enterotoxingener samt forekomst av genen tsst-1, 4) utfodrade sina
kalvar med helm;j6lk under minst tva veckor, samt 5) var tillgingliga for genomforande av
kalvutfodringsstudien under den tilltdnkta forsdksperioden.

Kalvutfodringsstudie

Kalvutfodringsstudien omfattade tva provtagningar i varje besittning med 10 dagars mellanrum.
Provtagningarna genomfordes av forfattaren. Alla tre beséttningar inhyste sina kalvar i gruppboxar om
6-10 kalvar fran 2-3 veckors alder. Vid forsta besokstillfallet valdes i varje besattning en kalvgrupp ut
som vid besoket var 3-4 veckor gamla samt kliniskt friska vid okuldr bedémning. Malet var att samma
kalvar skulle provtas vid de tva tillfdllena. I besattning Il och VI fanns bara en gruppbox med kalvar i
aldern 3-4 veckor medan det i beséttning IV fanns flera att vélja bland. Har valdes en box godtyckligt
vid forsta besoket vilket visade sig vara ett misstag da gruppen bestod av tjurkalvar som féormedlades
(lamnade gérden) innan det andra provtagningstillfallet. Darfor provtogs tva olika kalvgrupper i denna
besittning. Valet av kalvbox vid andra besoket i denna besittning gjordes utifran att kalvarna skulle
vara ca 5 veckor gamla s& som kalvarna i den forsta gruppen hade varit om de stannat pd girden. |
besittning VI fanns vid forsta besokstillfallet fyra stycken 1-2 veckor gamla kalvar inhysta i
individuella hyddor inomhus som hade mild diarré. Dessa inkluderades i studien utdver den gruppbox
med 6 kalvar som ocksa provtogs i denna beséttning.



Djurédgarna tog ett prov av mjolken vid utfodringen av kalvarna morgonen innan besoket (dvs. 24-30
timmar fore provtagningen av kalvarna) och férvarade detta i kyl. I besittning IV togs till foljd av
missforstand endast mjolkprov fran kalvutfodringen i anslutning till trackprovtagning vid det forsta
besokstillfallet. Trackprov togs fran varje kalv av forfattaren. Samtliga prover transporterades i
kylviaska av forfattaren till SVA och omhéndertogs pa laboratoriet samma dag. Det andra
provtagningstillféllet utfordes pa samma kalvar (undantaget beséttning [V) och enligt samma protokoll
som vid det forsta besoket.

Samtliga isolat av S. aureus fran de tre besittningarna (fran individmjolk, kalvutfodringsm;jolk och
kalvtrick) kordes i en Pulsfdlt gelelektrofores for stamtypning och jamférande av pulsotyper i mjolk
och hos kalvarna.

Provtagning

Mjolkprover togs av djurdgarna med hjélp av postat provtagningsmaterial. Djuréigarna fick
instruktioner via féljebrev om vad som skulle provtas (kor eller mjolk som utfodrades till kalvarna)
samt om hygien vid provtagning och forvaring/transport av proverna.

Provtagning av kalvar gjordes av forfattaren genom att en bomullstops fordes in i rektum och rullades
mot tarmslemhinnan. Varje tops forvarades under transporten till laboratoriet i ett ror med flytande
Vogel-Johnson medium som innehaller komponenter som ska fraimja selektion av S. aureus (Fox et
al., 1992).

Bakteriologi

Vid ankomst till mastitlaboratoriet pd SVA skrevs alla prover (mjolk- och triackprover) ini SVAs
registreringssystem SVALA.

Mjolkproverna togs omhand av i huvudsak forfattaren i enlighet med SV A:s rutindiagnostik for S.
aureus. Dag 1 stroks 10 ul av varje prov ut pa en halv platta med 5 % Noétblodagar med Eskulin
(primérplattor) och inkuberades i 37 °C 16-24 h. Aven mjolkrdren inkuberades i 37 °C i 16-24 h for att
fa en anrikning (tillvixt) av bakterierna, en metod som har visats 6ka chanserna att isolera S. aureus
frén mjolkprov (Artursson et al., 2010). Dag 2 gjorde forfattaren en preliminér avldsning av
primérplattorna och renodling av misstdnkta S. aureus-kolonier. Av mjolken som anrikats stroks 10 pl
ut pa 5 % Notblodagar med Eskulin (anrikningsplattor) och bade primér- och anrikningsplattor
inkuberades sedan i 37°C i 16-24 h. Dag 3 ldmnades plattorna for expertavlasning enligt ackrediterade
rutiner for diagnosticering av S. aureus pé mastitlaboratoriet. Detta innebar att man identifierade S.
aureus pa typisk morfologi och forekomst av a- och f-hemolys. I osékra fall kordes MALDI-TOF, en
metod som snabbt och sédkert identifierar S. aureus fran kolonimaterial med hjilp av masspektrometri
(Rajakaruna et al., 2009; Seng et al., 2009). Alla isolat testades for B-laktamasproduktion for att
faststélla forekomst av penicillinresistens. Rena isolat av S. aureus frystes i Trypticase Soy Broth med
tillsats av 20 % glycerol i cryordr i -80°C.

Trackproverna stroks fran topsen ut pa en hel platta 5 % Notblodagar med Eskulin samt pad Modifierad
Baird-Parker agar (Devriese, 1981) och inkuberades i 37°C. Plattorna preliminiravlistes av forfattaren
efter 16-24 h och missténkta kolonier renodlades. Alla plattor inkuberades sedan ytterligare 16-24 h
och dérefter limnades blodplattorna till mastitlaboratoriet for rutindiagnostik av S. aureus medan
forfattaren (med stod av en av mastitlaboratoriets experter) avlaste Baird-Parker-plattorna och renstrok
misstinkta kolonier pa 5 % Notblodagar med Eskulin. Rena isolat av S. aureus frysforvarades enligt
tidigare beskrivning.
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Genkaraktarisering och stamtypning
DNA microarray

En DNA microarray hybridization assay (CLONDIAG S. aureus Genotyping Kit 2.0, Alere
Technologies, Jena, Tyskland) (pa svenska dven kallad mikromatris, DNA-chips eller genchips)
kordes pa S. aureus-isolat fran koindivider fran alla beséttningar for kartldggande av forekomst av
enterotoxingener (se) och genen for toxic shock syndrome toxin-1 (zssz-7) enligt tillverkarens
instruktioner.

Arbetsgang: bakterieisolat odlades ut pa blodagar, kolonimaterial plockades med 10 ul 6gla och
tillsattes till ett ror med buffert for cell-lys och degradering av RNA. DNA extraherades med hjélp av
Qiagen DNeasy kit genom tillsdttning av buffert som gav bindning av DNA och dérefter tvattningar
som resulterade i en ren DNA-produkt. Mangden DNA mittes och vid behov korrigerades
koncentrationen genom utspadning eller avdunstning. DNA:t amplifierades via PCR, dérefter mérktes
DNA-molekylerna och applicerades till array-stripsen. DNA band in till motsvarande sekvens i
matrisen och obundet material tvdttades bort. Dérefter avléstes array-stripsen med laser i Array-mate
avlésare och resultatet erhdlls i datorn.

Forekomsten av se och tsst-1 jamfordes mellan isolat och besdttningar med syftet att ga vidare med
besittningar vars isolat hade s& ménga av dessa gener som mojligt.

Pulsfélt gelelektrofores

PFGE kordes pé samtliga S. aureus-isolat fran de tre beséttningar som ingick i kalvutfodringsstudien
enligt Harmony Protocol (se www.harmony-microbe.net) som tidigare anvénts vid SVA for typning av
S. aureus (Capurro et al. 2010a). Som referensstam anvéndes S. aureus NCTC8325.
Makrorestriktionsklyvning skedde med hjilp av enzymet Smal och monstret analyserades via visuell
inspektion for jamforande av pulsotyper. Isolat med identiska restriktionsprofiler tilldelades samma
pulsotyp, skillnader i ett band eller mer ansags vara olika pulsotyper.

Arbetsgéng: kolonimaterial togs fran blodagarplattor och 3-5 bakteriekolonier av varje isolat
slammades upp i en buffert tillsammans med Lysostaphin, ett imne som bryter ner cellviggen pa S.
aureus (Le Loir et al., 2003). Till 16sningen tillsattes smalt N-agaros-gel, darefter fylldes sma kamrar
med 16sningen som fick stelna. Frdn kamrarna erholls sa kallade pluggar, ca 8x4x1 mm stora. Till
pluggarna tillsattes buffert och Lysozyme, ett enzyme som dven det bryter ner cellviggen. Nasta dag
byttes bufferten ut och ett nytt enzym, proteinas-K, tillsattes. Proteinas-K bryter ner proteiner som
kontaminerar DNA:t och bryter dven ner bland annat DNase och RNase, enzymer som i sin tur bryter
ner DNA. Detta ledde till att fullstindiga och okontaminerade DNA-molekyler frilades i gelpluggen.
Efter inkubering i 56 °C i minst 24 h tvéttades pluggarna, varefter det var mgjligt att forvara pluggarna
i buffert 1 kyl upp till en vecka innan nésta steg maste genomforas.

En plugg frén varje isolat delades i tva delar varav man gick vidare med den ena. Till denna tillsattes
en ny buffert samt restriktionsenzymet Smal, ett enzym som klyver DNA-molekylen pa bestimda
punkter genom att den identifierar en viss DNA-sekvens. Dérefter skars en tunn skiva av pluggarna
och placerades pd en kam. Forst och sist placerades en storleksmarkor, dérefter en skiva av
kontrollstammen som dven placerades efter var femte studieisolat. En gelplatta gjots och kammen
sdnktes ned sa att pluggskivorna stelnade fast i gelen. Dérefter togs kammen bort och gelen placerades
i pulsfaltsapparatens trag i en buffertlosning. Ett program for strém och spanning stilldes in och
kordes igang. Niar PEGE:n gétt klart firgades gelen in med GelRed™ som #r fluorescerande och
fotograferades dérefter med UV-ljus. Bilden séndes till ett program i datorn dér restriktionsmonstren
kunde analyseras visuellt.
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RESULTAT
Forstudie — utfall av provtagningar i urvalsskedet

Av 108 mjdlkprover fran 38 kor var 21 prover fran 19 kor positiva for S. aureus. I alla 8 besittningar
var minst en ko positiv for S. aureus.

Genkaraktérisering av S. aureus fran individuella kor

I Tabell 1 redovisas forekomsten av genen for toxic shock syndrome toxin 1 (¢ss¢-7) samt
enterotoxingenerna seb, sec, sed och sel. Ovriga enterotoxingener, som inte presenteras i tabellen,
forekom antingen hos sa gott som alla 16 isolat (géllde enterotoxingenerna seg, sei, selm, seln, selo
och selu) eller inte hos nagot av isolaten (sea, see, seh, sej, sek, seq och ser), varfor de inte kunde
utnyttjas i urvalet.

I besdttning I, III och VII pavisades varken tsst-1, seb, sec, sed eller sel. Besattning VII gick trots detta
vidare till provtagning av kalvutfodringsmjolken for att utgora en back-up besittning (dé den trots allt
hade de enterotoxiner som var gemensamma for alla isolat) ifall farre 4n 3 av de 4 Gvriga
besittningarna (I, IV, VI och VIII) skulle visa sig ha S. aureus i utfodringsmjolken. I beséttning V
pavisades savil tsst-1 som seb, sec, sed och sel. Besittningen uteslots anda dé det uppticktes att
kalvarna endast utfodrades med helmjélk under ramjolksperioden och ddrmed inte uppfyllde ett
inklusionskriterium.

S. aureus i kalvutfodringsmjélken

Mjolkprover togs frén den mjolk som kalvarna utfodrades med i beséttning 11, IV, VI, VII och VIII.
Totalt erholls 9 prover (endast ett prov erhélls fran beséttning IV). Sex prover fran fyra av
besittningarna (I, IV, VI, VII) var positiva for S. aureus. Beséttningarna 11, IV och VI inkluderades i
kalvutfodringsstudien.

Kalvutfodringsstudien
Besiittning Il

De tva mjolkprov som togs av dverskottsmjolken i anslutning till tréckprovtagningarna var negativa
for S. aureus. Samtliga 14 trackprover fran de 7 kalvarna var negativa for S. aureus.

Beséttning IV

Mjolkprovet som erholls var positivt for S. aureus. I denna beséttning provtogs tva olika kalvgrupper
vid de tva besokstillféllena. Vid forsta besoket provtogs en grupp pa 8 kalvar, vid det andra besdket en
grupp pé 9 kalvar. Av dessa 17 trickprover var samtliga negativa for S. aureus.

Besattning VI

De tva mjolkproverna var bdda positiva for S. aureus. Fem trackprover av 10 fran forsta besoket var
positiva for S. aureus. Alla fem proverna kom fran kalvar inhysta i gruppbox. De fyra kalvar som vid
forsta besoket holls i individuella hyddor och hade diarré var negativa. Vid det andra besoket provtogs
samma kalvar. Ett traickprov av 10 var da positivt for S. aureus. Detta kom fran en av de fyra kalvar
som 10 dagar tidigare hade diarré men nu var till synes frisk och hade forflyttats till gruppbox.

Tabell 1. Resultat av DNA micro-array pd 16 S. aureus-isolat fran enspensprover tagna fran 16 kor i
8 besdttningar. Forekomst av enterotoxingenerna seb, sec, sed och sel samt genen for toxic shock
syndrome toxin 1 (tsst-1) presenteras. De fem besdttningar markerade med [ fick skicka in prover fran
mjolk som anvdnds till kalvutfodring, och de tre besdttningar som markerats med * valdes att ingad i
kalvutfodringsstudien
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Besittning Isolat Gener Skickade in prov  Ingick i

frén kalvutfodrings-
tsst-1 seb  sec  sed ) kalvﬂ‘gg?ﬁ;glgs- studien
1 2123 Neg Neg Neg Neg Neg
2126 Neg Neg Neg Neg Neg
2133 Neg Neg Neg Neg Neg
1 2711 Pos Neg Pos Pos Neg [] *
2713 Pos Pos Pos Pos Neg
2719 Pos Pos Pos Pos Neg
11 2748 Neg Neg Neg Neg Neg
2755 Neg Neg Neg Neg Neg
| AY 2954 Pos Neg Pos Neg Pos [] *
\% 3152 Pos Pos Pos  Pos Pos
VI 3577 Pos Neg Pos Neg Pos [] *
3580 Pos Neg Pos Neg Neg
Vil 3941 Neg Neg Neg Neg Neg []
3944 Neg Neg Neg Neg Neg
3952 Neg Neg Neg Neg Neg
VIII 4119 Pos Neg Pos Neg Pos []

Stamtypning

Totalt 20 isolat av S. aureus erhdlls fran samtliga provtagningar foére och inom kalvutfodringsstudien
fran de tre studiebesittningarna. Fjorton isolat kom fran mjolkprover (individprover och
kalvutfodringsmjolk summerat) och 6 isolat fran trackprover tagna pa kalvarna. I Figur 2 ses
restriktionsmonster for de 20 isolaten. Fem olika pulsotyper identifierades och namngavs i alfabetisk
ordning (se Tabell 2). I besdttning II identifierades en pulsotyp, a, 1 beséttning IV tre pulsotyper, b, ¢
och d, och i besittning VI tva pulsotyper, ¢ och e.

I besdttning VI aterfanns samma pulsotyp (¢) i samtliga mjolkprover, bade fran individuella kor och
frén overskottsmjolken som kalvarna utfodrades med. Bland de 6 S. aureus-isolaten fran
kalvtrackprover var tre stycken av samma pulsotyp som aterfunnits i mjélken (¢), medan resterande tre
var av en annan pulsotyp (e).
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Figur 2. Makrorestriktionsménster av 20 S. aureus isolat. Pd position 1 och 27 (forst och sist) sitter en

storleksmarkor (S). Kontrollstammen sitter pad position 2, 8, 14, 20 och 26 (K). Mellan varje kontroll
finns fem studieisolat angivna med nummer.
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Tabell 2. Beskrivning av 20 S. aureus-isolat fran de tre besdttningar som ingick i
kalvutfodringsstudien. For varje isolat anges pulsotyp samt vilken provtagningskdlla isolatet hdrrér
ifran. Samma pulsotyp som forekommer i mjélken i besdttning VI dterfinns dven i trdckprover fran
denna besdttning.

Besiittning Isolat Pulsotyp Provtagningstillfille Kiilla
I 2711 a Forstudie Individprov ko
2713 a Forstudie Individprov ko
2719 a Forstudie Individprov ko
4957 a Forstudie Overskottsmjolk till kalv
4958 a Forstudie Overskottsmjolk till kalv
v 2954 b Forstudie Individprov ko
5279 c Forstudie Tankmjolk till kalv
6070 d Kalvutfodringsstudie, Tankm;jolk till kalv
provtagning 1
VI 3577 C Forstudie Individprov ko
3580 c Forstudie Individprov ko
5709 c Forstudie Overskottsmjolk till kalv
5710 c Forstudie Overskottsm;jolk till kalv
6081 c Kalvutfodringsstudie, Overskottsmjolk till kalv
provtagning 1
6710 c Kalvutfodringsstudie, Overskottsmjolk till kalv
provtagning 2
6072 c Kalvutfodringsstudie, Trackprov fran kalv 3-4 v
provtagning 1 gammal
6073 C Kalvutfodringsstudie, Tréackprov fran kalv 3-4 v
provtagning 1 gammal
6076 c Kalvutfodringsstudie, Trackprov fran kalv 3-4 v
provtagning 1 gammal
6077 e Kalvutfodringsstudie, Tréackprov fran kalv 3-4 v
provtagning 1 gammal
6078 e Kalvutfodringsstudie, Trackprov fran kalv 3-4 v
provtagning 1 gammal
6711 e Kalvutfodringsstudie, Tréackprov fran kalv 3-4 v

provtagning 2

gammal
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DISKUSSION
Enterotoxingener hos S. aureus

Flera S. aureus som isolerats i denna studie hade gener som kodar for olika enterotoxiner och toxic
shock syndrome toxin-1 och samtliga isolat hade minst en sddan gen. Isolatens
enterotoxinproducerande formaga undersdktes inte, men en tidigare genomford svensk studie visar att
majoriteten av bovina S. aureus-stammar med enterotoxingener dven kan stimuleras till
enterotoxinproduktion in vitro (Blom, 2012).

Bland isolaten i denna studie férekom flera gener som kodar for sévél klassiska som nya SE samt
SEls. Av de gener som kodar for klassiska SE identifierades seb, sec och sed, medan sea och see inte
forekom hos négot av de undersokta isolaten. Sea, som kodar for det vanligaste enterotoxinet
associerat till S. aureus-orsakad matforgiftning, har tidigare pavisats hos isolat av S. aureus fran
bovina mastiter (Zschock, 2000; Boerema et al., 2006; Blom, 2012). Daremot forefaller see vara
relativt ovanlig hos S. aureus fran sévil notkreatur som ménniska (Zschock, 2000; Boerema, 2006).
Forekomst av nya SE och SEls bland bovina S. aureus-isolat ar inte lika vil studerat som forekomsten
av klassiska SE. Bland nya SE och SEls dr SEH det enda som hittills tydligt kunnat associeras med
matforgiftning hos ménniska (Argudin et al., 2010). Inget av de undersdkta isolaten i denna studie var
positiv for seh. Gener som kodar for SEH har dock tidigare pavisats hos bovina S. aureus och man har
dven kopplat matforgiftningsutbrott hos ménniska till SEH i komjolk (Jorgensen et al., 2005; Boerema
et al., 2006).

TSST-1 frén S. aureus dr den vanligaste orsaken till toxic shock syndrome (TSS) hos ménniska
(Bergdoll, 1981). Hélften av de 16 genkaraktiriserade isolaten var positiva for genen zsst-1.
Produktion av TSST-1 har tidigare péavisats i mastitmjolk frén kor (Jones & Wieneke, 1986;
Matsunaga et al., 1993; Takeuchi et al., 1998). Jones & Wieneke (1986) pavisade TSST-1 i samtliga 4
mjdlkprover fran kor med kraftig klinisk mastit och Matsunaga et al. (1993) fann 28 % av 58
undersokta S. aureus-isolat frdn bovin mastitmjolk positiva for TSST-1. Takeuchi ef al. (1998)
pavisade TSST-1 1 58 % av 43 isolat fran kliniska mastiter samt i 77 % av 103 isolat fran subkliniska
mastiter. De hdgre prevalenserna pavisade av Takeuchi et al. (1998) forklarade forfattarna med att de
hade en detektionsmetod med hogre sensitivitet &n den som anviandes av Matsunaga et al. (1993).
Jones & Wieneke (1986) undersokte endast ett fatal prover vilket gor jamforelse av andelarna positiva
prover mellan denna och andra studier oséker. I studier dir man med PCR undersokt genforekomst hos
S. aureus fran mastitmjolk har zsst-1 pavisats hos 36 % av 94 isolat fran subkliniska mastiter i
Tyskland (Zschock et al., 2000) och hos c:a 50 % av 120 isolat fran subkliniska samt hos c:a 80 % av
54 isolat frén kliniska mastiter i Japan (Hayakawa et al., 2000). Den prevalens av tsst-1 pa 50 % som
aterfanns i denna studie dr hogre 4n den som rapporterades av Zschock et al. (2000) men i nivad med
den Hayakawa et al. (2000) pavisade bland isolat fran subkliniska mastiter. Dock 4r antalet undersokta
isolat i denna studie avsevart mindre 4n i de bada nimnda studierna och metoderna skiljer ocksa at
(PCR vs. Microarray).

Hayakawa et al. (2000) har ocksé visat att antikroppar mot TSST-1 forekommer i serum- och
mjolkprover fran lakterande kor. Av 2380 lakterande kor fran 36 mjolkgardar som undersoktes var
mer dn 2/3 ELISA-positiva for TSST-1-antikroppar i serum (Hayakawa et al., 2000). Man métte dven
antikroppstitrar i mjolk och fann att titrarna var lagre i mjolk &n i serum sé lange celltalen i mjolken
var ldga. Vid hoga celltal 6kade antikroppstitrarna i mjolk. Forfattarna tolkade resultaten som att
manga lakterande kor kan vara infekterade med TSST-1-producerande S. aureus. De hittade inget
samband mellan TSST-1-antikroppar och mastit, men spekulerade i att S. aureus produktion av TSST-
1 hos mjolkkor é&r tillrdckligt stor for att vicka ett immunsvar hos mjolkkorna (Hayakawa et al., 2000).
Man fann ocksé antikroppar mot TSST-1 hos en del unga kalvar. Antikroppstitern sjonk nér kalvarna
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blev éldre vilket tolkades som att antikropparna dverforts med ramjolken men att kalvarna inte bildade
nagra egna antikroppar (Hayakawa et al., 2000).

Samtliga 8 isolat som var positiva for zsst-1 i denna studie var dven positiva for sec. Ett starkt samband
mellan forekomst av zssz-1 och sec har tidigare rapporterats fran Tyskland (Zschock et al., 2000).
Bland bovina S. aureus-isolat har dven samtidig forekomst av sec, sel och tsst-1 visats utgdra en
tidigare pavisad patogenicitetsgrupp (Monecke ef al., 2007). Fyra av isolaten i denna studie var
positiva for denna patogenicitetsgrupp. Samtidig forekomst av seg och sei har ocksa tidigare visats
vara vanlig bland bovina S. aureus-isolat och dven om man inte helt faststillt den superantigena
potentialen hos dessa toxiner finns det studier som tyder pa att sddan aktivitet forekommer hos
ménniska (Zschock et al., 2000). Hos nét finns en pavisad superantigen effekt av savdl TSST-1 som
vissa SEs (Zschock et al., 2000), men deras roll i patogenesen for stafylokockmastit &r inte klarlagd
och dn mindre vet man om den potentiella effekt som dessa toxiner kan ha till foljd av oralt intag hos
kalvar.

I studiebeséttning VI, som var den beséttning dér tréckprover frén kalvar odlades positiva for S.
aureus, genkaraktériserades tva isolat av S. aureus fran tva kor som vid férsdkens genomforande
levererade mjolk till kalvutfodringen. Bada dessa isolat var positiva for zsst-1, sec, seg och sei, medan
sel aterfanns hos ett av isolaten. Ovriga forekommande gener var sels. De kalvar som undersoktes var
alla kliniskt friska vid provtagningstillfillena. D4 information om produktion av TSST-1 och SE
saknas i denna studie gér det inte dra nagra slutsatser kring effekterna av dessa toxiner pé kalvarna.

S. aureus i kalvutfodringsmjolken

Alla tre besattningar i vilka kalvutfodringsstudien genomfordes var under forstudien positiva for S.
aureus 1 utfodringsmjdlken till kalvarna. I besittningarna forelag i olika utstrackning en risk for att
kalvutfodringsmjolk innehallande S. aureus stod i temperaturférhallanden som kunde medge tillvéxt
och enterotoxinproduktion hos bakterien. Ingen av besittningarna kunde garantera kylkedjan av
kalvutfodringsmjdlken, men beséttning Il och IV hade system for nedkylning av mjélken direkt efter
mjolkning. Beséttning VI kylde inte utfodringsmjolken utan stridvade efter att hélla tidsintervallet fran
mj6lkning av kor till utfodring av kalvar sa kort som mojligt, vilket i praktiken innebar att mjolken
forvarades i maximalt 12 timmar. Alla tre besdttningar virmde mjdlken till 40 °C fore utfodring. Om
tillvixten av S. aureus hade paborjats redan innan uppvirmningen dr det mojligt att tillvixten kunde
accelerera kraftigt i samband med uppvarmningen.

I besittning Il verkade forekomsten av S. aureus i dverskottsmjolken variera med tiden. Detta var inte
sé forvanande da denna besittning bara utfodrade mjolk fran kor vars mjolk inte fick levereras till
mejeri. Vilka kor detta var skiftade frén dag till dag allteftersom nya kor insjuknade och andra
tillfrisknade. P4 sa sitt varierade koncentrationen och typen av mikroorganismer som férekom i
utfodringsmj6lken. En annan mojlig forklaring till att vi fann S. aureus i vissa prover av
utfodringsmjolken fran denna beséttning men inte i andra &r att mjolken vid nagra tillféllen kan ha
innehallit antibiotikarester da dven mjolk fran kor under ldkemedelsbehandling anvéndes for att
utfodra kalvarna. Detta kan ha paverkat mojligheterna att odla fram S. aureus fran ett mjélkprov dven
om bakterien fanns dér frén borjan.

Till skillnad fran beséttning II sa hade bade beséttning IV och VI alltid en andel mjolk fran ként S.
aureus-infekterade kor i den mjolk som kalvarna utfodrades med. I beséttning IV inneholl den
tankmjolk som gavs till kalvarna mjolk fran ett antal subkliniskt S. aureus-infekterade kor. I beséttning
VI, som i huvudsak utfodrade kalvarna med dverskottsmjdlk fran karenskor, hade man dven tva kéant
subkliniskt S. aureus-infekterade kor vars mjolk man valde att aldrig skicka till mejeri utan bara
anvinda till kalvarna.
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Utsondring av S. aureus 1 ett subkliniskt infekterat juver kan vara intermittent (Sears ef al., 1990). Man
kan ddrmed inte forutsétta att mjélken vid varje utfodring av kalvarna i beséttning IV och VI inneholl
S. aureus. Vara resultat tyder dock pa att en stor andel av utfodringsmjolken i de hér tva
besdttningarna innehdll S. aureus eftersom samtliga prover av utfodringsmjolk var positiva. Da
besdttning IV gav kalvarna tankmj6lk innehdll denna inte heller nagra rester av antibiotika som kunde
paverka S. aureus i mjolken. I beséttning VI anvéndes inte mjolk fran kor under lakemedelsbehandling
utan endast karensmjolk enligt KRAVs regelverk. Darmed bor risken for paverkan av antibiotikarester
vara 1ag éven 1 denna beséttning.

Denna studie undersokte forekomst av S. aureus 1 utfodringsm;jolk via bakteriologisk odling. Genom
PFGE kunde sedan pulsotypen i utfodringsmjolken jamforas med de isolat som kom fran individuella
juverprover fran kor med juverhdlsostorningar. P4 sa sitt kunde vi visa att de isolat som &aterfanns i
utfodringsmjolk (och senare dven i trickprover) verkligen tillhdérde en stam av S. aureus som skulle
kunna ha sitt ursprung frén juver och potentiellt var mastitorsakande.

Det hade varit intressant att ocksé undersoka om det fanns preformerade enterotoxiner i
utfodringsmjolken, men tyvérr fanns inte tid och mgjlighet till detta inom projektets tidsramar.
Enterotoxinerna &r bade syra- och virmestabila och kan darfor passera magsécken (lopmagen) i
oforandrad form och det 4r dessa som orsakar matforgiftning hos ménniska. Sarskilt intressant hade
det varit att méta enterotoxinproduktionen i besdttning VI, dir S. aureus patraffades bade i
utfodringsmjolken och i kalvtrackprover. Utfodringsmjolken i denna beséttning forvarades ofta i flera
timmar i ladugardens omgivningstemperatur, fran det att den mjolkades till dess den virmdes upp
infor utfodring av kalvarna. Det verkar rimligt att risken for att S. aureus 1 utfodringsmjolken skulle
véxa till och hinna producera enterotoxiner var storre i denna besittning dn i de tva andra.
Temperaturen &r en avgdrande faktor for tillviaxt och enterotoxinproduktion hos S. aureus och optimalt
for enterotoxinproduktion ar runt 37 °C (Le Loir et al., 2003). Eftersom temperaturen i ladugarden
varierar med utomhustemperaturen kan man anta att risken for enterotoxinproduktion var lagre da
proverna togs under vinterhalvaret dn den varit om provtagningen skett pA sommarhalvaret. Men bara
det faktum att mjolken inte aktivt kyls nir den mjolkats frén korna medfor definitivt en risk for tillvéxt
av bakterier i mjolken. Utan att mita temperatur och tillvdxt samt enterotoxinproduktion i
utfodringsmjolken dr det inte mojligt att utifrdn denna studie kvantifiera riskerna med de olika
forvaringssystemen for utfodringsmjolk till kalvar.

S. aureus i trackprover

Vid provtagning av kalvarna lades storsta vikt vid att reducera kontaminationsrisken fran hud och
omgivning s& mycket som mdjligt. Sterilforpackade topsar anvéndes, hjilp med att halla kalvarna
erholls och vid inférande av topsen i rektum lades stor noggrannhet vid att inte komma &t huden som
omgiver anus. Darmed anses risken 1ag att de S. aureus som isolerats fran traickprover skulle vara ett
resultat av kontamination.

Eftersom denna studie enbart undersokte bakterieférekomst i borjan och i slutet av mag-tarmkanalen
sd gar det utifran resultaten inte att uttala sig om det faktiskt férekom en kolonisation av S. aureus i de
kalvar som testades positiva. Ett sétt att ta reda pa detta skulle kunna vara att méta forekomst av
enterotoxiner i kalvtrack. Produktion av enterotoxiner ar inte bevis for kolonisation, men det indikerar
att bakterien klarar av att inte bara dverleva utan faktiskt tillvéxa i tarmen pé kalvarna. For att fa mer
entydiga svar pa kolonisationsfragan ér in vitro forsok att foredra. S. aureus kan kolonisera tarmen hos
ménniska (Rimland & Roberson, 1986). S. aureus kan ocksé ta sig in intracellulért i odlade kulturer av
enterocyter och o6verleva (Hess et al., 2003). Hos n6t har man visat att S. aureus kan inta bade
juverepitelceller och lokala immunceller (Almeida et al., 1996; Hébert et al., 2000), men négra studier
pa bovina S. aureus och deras egenskaper i tarmmilj6 har jag inte funnit.
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Endast i beséttning VI kunde S. aureus odlas fram fran trackprover. Totalt var 6 kalvar positiva och av
dessa var tre isolat av samma pulsotyp som dven aterfanns i utfodringsmjélken och fran individuella
kor. Materialet i denna studie var litet men resultaten tyder pa att denna pulsotyp var en juver-S.
aureus och med stor sannolikhet 4ven en mastitorsakande stam. Det var bara 3-4 veckor gamla kalvar
som var positiva, men antalet undersokta kalvar i olika aldrar var inte tillrdckligt stort for att det ska
kunna gé att dra nigra slutsatser kring forekomsten av S. aureus i relation till kalvarnas é&lder.

Stamtypning

Fran beséttning IV kordes tre S. aureus-isolat i pulstélt gelelektroforesen, varav ett var taget fran
individmjolk och de tva andra fran utfodringsmjolken till kalvarna vid tva skilda tillfdllen. Alla tre
isolaten var av olika pulsotyper. En av stammarna (pulsotyp ¢) 4r samma som den som aterfanns i
mjolk 1 besdttning VI och som kan antas vara en mastitorsakande stam dé den i beséttning VI dven
isolerades fran individuella kor. Beséttning IV och VI ligger endast ett par mil ifrdn varandra. Att
samma pulsotyp (c) forekommer i bdda dessa beséttningar skulle kunna bero pé att de delvis besoks av
samma manniskor. En studie genomférd 2006-2007 i fem svenska mjolkbesattningar visade att det
vanligen finns en dominerande pulsotyp av S. aureus i varje besattning (Capurro et al., 2010b). Vara
resultat fran besattning Il och VI indikerar detsamma. Att besdttning IV avviker kan bero pa att den ar
mycket stor (>1000 mjélkande kor) och nystartad sedan nagra ar och att man da var tvungen att kdpa
in ménga kor och kvigor fran andra besittningar. Dock har vi analyserat ett mycket litet antal S.
aureus-isolat fran denna beséttning s nagra slutsatser dr av den anledningen svara att dra.

Med undantag for pulsotyp ¢ fann vi olika pulsotyperna i de tre provtagna besittningarna. En tidigare
genomford svensk studie pavisade 29 olika pulsotyper fran 185 epidemiologiskt oberoende S. aureus-
isolat fran bovina mastiter (Lundberg et al., 2014). Lundberg et al. (2014) fann att 2 av de 29
pulsotyperna var vanligare dn de andra och visade att behandlade mastiter orsakade av de vanliga
pulsotyperna visade signifikant lagre celltal vid uppfoljning 120 dagar efter behandling 4n de ovanliga
pulsotyperna. Detta indikerar att de vanligaste mastitorsakande S. aureus 1 Sverige har goda
behandlingsmdjligheter. Isolaten som undersoktes i Lundbergs studie var isolerade frén kor med
klinisk mastit (Lundberg et al., 2014). Om man ser till vilket kriterium djurdgarna i denna studie
angett som orsak till provtagning av de kor som var positiva for S. aureus forefaller det som att
majoriteten av de isolat som kom frén individuella kor i de tre studiebeséttningarna orsakade
subklinisk/kronisk mastit. Det viktiga i relation till denna studies syfte dr dock att véra resultat
indikerar att vi funnit att S. aureus fran juver hos individuella kor kan passera magtarmkanalen pa
unga kalvar om de utfodras med mj6lk fran dessa kor.
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SLUTSATS

Resultaten visar att S. aureus i mjolk som anvénds till kalvutfodring har gener for
enterotoxinproduktion och indikerar att S. aureus kan passera genom unga kalvars mag-tarmkanal.
Fran denna studie gar dock inte att dra nagra slutsatser om bakteriens formaga att kolonisera tarmen.

Det finns behov for mer forskning inom detta omrade for att utvirdera de potentiella effekter som S.
aureus och enterotoxiner kan ha pa kalvars hilsa.
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BILAGA 1

Frageformular kalvutfodring
Hej,

Mitt namn &r Madeleine Lodin och jag &r veterindrstudent som gér sista &ret pa utbildningen och ska
gora ett examensarbete till hosten. Arbetet dr en unders6kning av kalvar utfodrade med
Overskottsmjolk i1 besattningar med Staphylococcus aureus mastiter. Syftet ar att ta reda pa om man
kan pavisa att bakterier frdn mjolken kalvarna dricker kan passera deras mag-tarmkanal och orsaka
sjukdom.

Jag soker just nu gérdar som uppfyller kriterierna for studien och du fér detta mail d& du tidigare
deltagit i en studie av Anna Duse vid SVA. Jag skulle uppskatta mycket om du kan tdnka dig att delta i
en ny studie med liknande uppldgg. Inledningsvis behover du bara svara pa sju fragor via ldnken
nedan, det tar inte mer 4n ett par minuter.

Maila gérna om du har nigra fragor!
Med vénliga hélsningar,
Madeleine Lodin med handledare Camilla Bjérkman, SLU och Karin Artursson, SVA
Mail: malo0008@stud.slu.se
Fragor i Qustback-formulir:
1. Ange besdttningsnummer:
Hur manga mjdlkkor finns pa garden totalt?
a. Ange ungefarligt antal:

3. Forekommer problematik med Staphylococcus aureus-mastiter i beséttningen, dvs. har nagon
ko under de senaste 3 manaderna haft mastit dir S. aureus har véxt vid odling?

a. Ja
b. Negj
4. Utfodras kalvarna med overskottsmjolk?
a. Ja
b. Negj

5. Hur hélls kalvarna under de tva forsta levnadsveckorna?
a. Ensambox
b. Gruppbox (ange antal kalvar per box):
c. Annat alternativ:
6. Hur far kalvarna sin mjolk?
a. I napphink eller vanlig hink
b. Via kalvamma (automatisk mjolkutfodring) med eller utan transponder
c. Annat alternativ:

7. Skulle du kunna ténka dig att delta i en kommande studie som innebir totalt ca 3-4
provtagningar (mjdlkprov och trackprov) av ca 5 kor och 5 kalvar i beséttningen under aug-
oktober i ar, om du blir tillfragad?

a. Ja
b. Negj
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BILAGA 2

Instruktioner for provtagning 1 i kalvutfodringsprojektet

Var god lds igenom hela instruktionen innan du pabérjar provtagningen.

Da var det dags for den forsta provtagningen, som skall avgéra om er besittning uppfyller kriterierna
for deltagande i kalvutfodringsprojetet, som syftar till att ta reda pa om S. aureus-bakterier i mjolken

som kalvarna utfodras med kan passera kalvens mag-tarmkanal.

Den hér provtagningen innebér att ni far en kostnadsfri analys av mjolkprover frén max 5 stycken
olika kor. De individer som ni provtar ska uppfylla ett eller flera av foljande kriterier:

PO

Har hoga celltal

Har diffusa tecken pa juverinflammation (t ex en flocka d& och da)

Har en obehandlad klinisk juverinflammation

Har behandlats for S. aureus mastit for minst en ménad sedan och inte atergétt till samma
juverhélsa som fore S. aureus-mastiten.

Sa hér gér provtagningen till

1.

Proverna ska tas i de mj6lkror som foljer med detta utskick. Anvénd 1 mjo6lkror till varje
juverdel (dvs. 1-4 ror per ko). Hos kor som visar tecken pé klinisk mastit/férhdjda celltal i
endast en juverdel ska prov bara tas fran den juverdel som ar paverkad. Hos kor som har tvé
eller flera juverdelar som dr paverkade provtas alla paverkade juverdelar.

Varje ror mérks med kons identitetsnummer och vilken juverdel provet kommer ifrén.

Det foljer med en SVA-remiss som maste fyllas i och skickas med proverna. P4 remissen
skriver ni anledningen till provtagningen for varje enskild ko (enligt de fyra kriterierna ovan).
Proverna och remissen skickas i svarskuvertet till SVA.

Nér proverna anlénder till SVA kommer de att analyseras for forekomst av S. aureus. Ni kommer

inom 2-3 veckor att fa svar via mail pa om proverna ar positiva eller negativa for S. aureus. 1 de fall vi
isolerar bakterien kommer vi ocksé att kontakta er for vidare information om studiens genomforande.

Hor gérna av er via mail till malo0008@stud.slu.se om ni har nagra fragor eller funderingar.

Med vénliga hélsningar

Madeleine Lodin, veterindrstudent arskurs 6, med handledare Camilla Bjérkman, SLU och Karin
Artursson, SVA.
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BILAGA 3

Fordjupningsfragor kalvutfodring (telefonintervju)

1. Hur manga kalvar har ni ungefér i beséttningen och hur ér de inhysta?

2. Beritta hur utfodringen av kalvarna gér till i din beséttning, frén det att mjélken
lamnar korna till det att kalvarna dricker den.

3. Vilka kor ger/ger inte mjolk till kalvarna?

- Far kalvarna mj6lk fran kor under antibiotikabehandling? (relevant pga kan
paverka véra mojligheter att hitta S. aureus i sddan mjolk)

- Ar det nigon mjolk som ni viljer att inte ge kalvarna, t ex frin kor under
antibiotikabehandling vid mastit eller mjolk fran ként S. aureus-infekterade kor?

- Ger ni nagon typ av mjolk i storre utstrackning? (t ex hoga celltal som egentligen
far ga i tanken men ni véljer att sortera bort den och ge till kalvarna for hogre
kvalitet pa mjolk som levereras till mejeri)

4, Vad har ni for system for uppsamling/avskiljning av kalvutfodringsmjolk?

5. Hur forvaras mjolken fram till utfodring, och hur 14ng tid?

6. Vad har ni for rutiner kring sjdlva utfodringsmomentet — typ av hink, tider, volymer,
uppvarmning etc.?

7. Sker pastorisering av mjolken fore utfodring av kalvar? I sa fall vilka
aldersgrupper/kon?

8. Utfodrar ni ndgon géng under mjolkperioden med mjdlkersittning? Till vilka

aldersgrupper/kon i sa fall?
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