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SAMMANFATTNING

Middle East respiratory syndrome coronavirus (MERS-CoV) édr ett virus som forst
observerades hos en patient ar 2012 péd ett sjukhus i Saudiarabien. Viruset orsakar
luftvdgssymptom och ibland gastrointestinala symptom. Dddligheten hos ménniska dr over
30%. Eftersom tidigare erfarenhet har visat att nya coronavirus ofta har sitt ursprung i en
djurpopulation har ménga studier gjorts for att undersoka spridningen av MERS-CoV och
forekomsten av en eller flera reservoirer. Denna litteraturstudie har som mal att undersdka
vilka bevis det finns for dromedarens roll i smittspridningen av MERS-CoV.

Da flera seroepidemiologiska studier gjorts som visar att MERS-CoV eller ett néra besliktat
virus har cirkulerat i dromedarpopulationen i 6ver 20 ar har man gatt vidare och undersokt
bl.a. replikation och tropism i olika cellinjer. Da dessa ocksa har indikerat att MERS-CoV kan
infektera dromedarer har en studie déir forskarna inokulerat dromedarer gjorts. Resultaten
visade att dromedarer utsondrar stora méngder infektidst virus 1 sitt nossekret vid infektion.

I fallstudier dar dromedarédgare insjunkat efter att ha haft nira kontakt med sina djur har man
kunnat visa att gensekvenserna hos MERS-CoV frdn dgarna och dromedarerna matchar
varandra. MERS-CoV-sekvenser fran dromedarer framtagna i andra studier har visat sig vid
fylogenetisk analys vara véldigt lika de MERS-CoV-sekvenser som isolerats fran humanfall,
dessutom har man kunnat visa ett geografiskt samband. D& man inte kunnat visa att MERS-
CoV-antikroppar forekommer hos andra husdjur @n sé linge sé dr det troligt att dromedaren
utgor en reservoir for MERS-CoV.

MERS-CoV verkar ockséd vara ganska stabilt 1 mjolk och milj6. Opastoriserad dromedarmjolk
skulle kunna vara en smittvdg men fler studier behovs. I miljon haller sig viruset infektidst i
upp till 48 timmar, det samma géller dd viruset finns 1 aerosolform. Dessa resultat
tillsammans med att virus utsondras i nossekret stoder smittspridning genom antingen
direktkontakt eller indirekt via droppsmitta eller via objekt.

Det verkar som om humana primirfall fir MERS-CoV zoonotiskt och att smittspridning
sedan sker frdn ménniska till ménniska pd sjukhus och i hemmen. Alla primérfall rapporterar
dock inte kontakt med dromedarer eller dromedarprodukter, fler studier for att undersoka
epidemiologin hos MERS-CoV behovs alltsa. Storre fokus borde ockséd ldggas péd att undvika
sekundirfall pa sjukhus och 1 hemmamiljo.



SUMMARY

Middle East respiratory syndrome coronavirus (MERS-CoV) is a virus that was first observed
in a patient admitted to a hospital in the Kingdom of Saudi Arabia in 2012. Symptoms of
MERS-CoV infection include respiratory, and in some cases, gastrointestinal symptoms.
Middle East respiratory syndrome coronavirus infection has a mortality rate in humans of
over 30 per cent. Earlier experience has shown that animal reservoirs are often the origin of
novel coronavirus infections. Much effort has therefore been made to study the ways MERS-
CoV is transmitted and in identifying animal reservoirs. The aim of this essay is to explore the
evidence for the role of the dromedary camel in transmitting MERS-CoV.

Many serologic studies analysing the prevalence of antibodies in dromedary camels have been
conducted. The results indicate that MERS-CoV or a very closely related virus has been
circulating in the dromedary camel population for over 20 years. Further the replication and
tropism of MERS-CoV has been studied in cell lines and when they implicated the dromedary
camel as a possible host an inoculation experiment on dromedary camels was carried out.
Results show that dromedary camels infected with MERS-CoV shed large quantities of virus
in their nasal secretions.

In cases where dromedary camel farm owners have been infected with MERS-CoV after
close contact with their dromedary camels it has been shown that virus sequences obtained
from the animals match the sequences isolated from the owners. Phylogenetic analyses of
MERS-CoV isolated from dromedary camels in other studies suggest that the sequences
match those of human MERS-CoV cases and that the similarities can be explained by
geographic location. The existence of MERS-CoV antibodies in other livestock species has
not been proven, therefore it is likely that the dromedary camel is an animal reservoir for
MERS-CoV.

MERS-CoV seems to be quite stable in milk and in the environment. Raw camel milk could
be a source of transmission but more studies on the subject are needed. The virus remains
contagious in the environment for 48 hours, the same applies when the virus is in an aerosol
form. All these results indicate that MERS-CoV is transmitted via nasal secretions by direct
contact or indirectly by droplet transmission or transmission by fomites.

It seems like primary human cases are infected by zoonotic transmission and that secondary
human to human transmission occurs in hospitals and in family clusters. Contact with
dromedary camels or related products are not reported by all primary cases. More studies
focusing on the different transmission routes for MERS-CoV are needed.



INLEDNING

Middle East respiratory syndrome coronavirus (MERS-CoV) ér ett nytt virus som forst
observerades hos en patient dr 2012 och efter detta har fler fall rapporterats, ofta med hog
dodlighet. Vid SARS-epidemin som borjade ar 2002 fann man att epidemin hade sitt ursprung
frdn en reservoir pa djursidan och man misstinkte att s& ockséd kunde vara fallet med MERS-
CoV. Manga seroepidemiologiska studier har gjorts som visar att dromedarer har antikroppar
mot MERS-CoV och man har dven kunnat isolera infektidst virus frdn dromedarer. Men dven
om det finns fall ddr man misstédnker smitta frain dromedar till ménniska sd rapporterar inte
alla primirfall att de haft kontakt med dromedarer eller dromedarprodukter innan
insjuknande. Dessutom har man inte kunnat visa att slakteriarbetare béar pa antikroppar mot
MERS-CoV vilket tyder pd att smitta mellan dromedar och ménniska &r ovanligt. Exakt hur
MERS-CoV smittar minniskan &r alltsa inte dnnu klarlagt trots att dromedaren verkar vara en
Ieservoir.

Syftet med denna kandidatuppsats ér att underséka dromedarens roll vid smittspridning av
MERS-CoV till ménniska.

MATERIAL OCH METODER

Sokningar i de vetenskapliga databaserna Web of Science, Pub Med och Scopus med
sokorden: (MERS OR MERS-CoV OR "Middle East respiratory syndrome" OR "Middle East
respiratory syndrome coronavirus”) AND (camel OR "dromedary camel” OR "camelus

dromedarius”) i olika kombinationer. Artiklar pa sprak forutom engelska exkluderades.

Kontroll av utvalda artiklars kéllforteckningar gav fler relevanta referenser.

LITTERATUROVERSIKT
Middle East respiratory syndrome coronavirus

Middle East respiratory syndrome coronavirus (MERS-CoV) ger upphov till Middle East
respiratory syndrome (MERS) hos ménniska och dr ett coronavirus som forst observerades
hos en 60 ar gammal man som togs emot pé ett privat sjukhus i Saudiarabien i juni 2012 (Zaki
elal.,2012).

Fran detta fram till den 5 februari 2015 har 971 bekrédftade humanfall rapporterats in till
World Health Organization (WHO), av dessa har atminstone 356 dott. Medianaldern hos de
drabbade &r 48 ar och 63,5% av de drabbade 4r mén. Sedan det forsta fallet 1 Saudiarabien har
fall av MERS-CoV ocksa rapporterats fran Egypten, Iran, Jordanien, Kuwait, Libyen, Oman,
Qatar, Forenade Arabemiraten, Yemen, Algeriet, Tunisien, Osterrike, Frankrike, Tyskland,
Grekland, Italien, Nederldnderna, Turkiet, Storbritannien, Malesien, Filippinerna och USA.
Majoriteten av fallen rapporteras frén Saudiarabien. (WHO, 2015)

MERS-CoV hor till familjen Coronaviridae som ir stora, pleomorfa virus med hélje. Den
genetiska informationen finns i en molekyl av lineért, positive-sense, enkelstringat RNA.
Coronavirus replikerar i cytoplasman i cellerna och muterar létt vilket leder till genetiskt
avvikande stammar. (Quinn et al., 2011)



Enligt en deskriptiv studie gjord av Assiri et al. (2013) utgdende fran 47 fall s ar de
vanligaste inledande symptomen hos patienter med MERS-CoV feber, feberfrossa, hosta,
andningssvarigheter och myalgi. Aven gastrointestinala symptom, sdsom diarré, krikning och
magont forekommer. Dodligheten Okar ju éldre patienten &r och samtidig sjukdom hos
patienten verkar 0ka bade risken av att drabbas av MERS-CoV samt risken av att infektionen
har dodligt forlopp (Assiri et al., 2013).

Smittspridning

En stor del av médnniskorna smittas av MERS-CoV pé sjukhus eller i hemmamiljo. Eftersom
MERS-fall rapporterats fran flera olika omraden i Saudiarabien dr det troligt att zoonotisk
smitta sker och att viruset sedan sprids vidare fran ménniska till ménniska i sjukhusmiljéer
samt i hemmen. MERS-CoV verkar dnda inte kunna sprida sig oavbrutet fran ménniska till
méanniska under lidngre perioder; vissa sekunddra fall dr mindre allvarliga med milda
symptom, ibland till och med asymptomatisk infektion, 1 exporterade fall (personer som
smittats i omradet men insjuknat efter ankomst till annat land) har man inte sett fortsatt
spridning och det har inte skett en 6kning av storlek eller antal av observerade hushéllskluster.
En primérfallstopp sags ar 2014 mellan april och juni vilket kan betyda att sdsongsvariation
forekommer. (WHO, 2015)

Det verkar som om MERS-CoV sprids zoonotiskt till humanpopulationen, troligtvis
hirstammar viruset frdn fladdermdss. Detta stods av att viruset &r ndra besldktat med
betacoronavirusen BtCoV-HKU4 hos Tylonycteris och BtCoV-HKUS hos Pipistrellus (van
Boheemen et al, 2012) samt av att MERS-CoV anvénder sig av receptorn dipeptidyl
peptidase-4 (DPP4, dven CD26) som finns hos Pipistrellus pipistrellus for att infektera celler
(Raj et al., 2013). Raj et al. (2013) diskuterar ocksd att den epidemiologiska historien for
MERS-CoV ir oklar men att viruset troligen har sitt ursprung i fladdermdss pa grund av att
MERS-CoV infekterar fladdermusceller via den evolutiondrt bevarade receptorn DPP4 och att
en intermedidr djurreservoir mojligen ocksa existerar.

MERS-CoV - tropism och replikation

Enligt en studie utférd av Chan et al. (2014) har man undersokt om tre olika MERS-CoV-
stammar fran dromedarer (Camelus dromedarius) i Saudiarabien och Egypten har samma
tropism och replikationsférmaga i humana luftvigsceller som en human MERS-CoV-stam.
Resultaten visade att stammarna hade liknande tropism och replikationsformaga samt
liknande formédga att undkomma cellernas interferonrespons. Chan et al. (2014) drar
slutsatsen att dromedar-MERS-CoV-stammar fan Saudiarabien och Egypten troligen é&r
smittsamma for méinniskan.

Eckerle ef al. (2014) har undersokt formagan hos MERS-CoV att replikera i cellinjer frin get,
far, not, dromedar, alpacka, gnagare, insektitare, fladdermus, ménniska och annan primat.
Alla cellinjer uttryckte DPP-4 och forskarna testade ocksa att cellinjerna gick att infektera
med coronavirus genom att infektera cellerna med ett bovint coronavirus. Cellinjerna
infekterades med MERS-CoV, inkuberades och analyserades med RT-PCR. Fladdermus- och
primatcellinjen anvdndes som kontroller. Replikation observerades i lung- och njurcellinje
frdn get och navelstrdngs- och njurcellinje frdn dromedar respektive alpacka. Av dessa



producerade get-njurcellinjen mest MERS-CoV-partiklar. Nivderna av MERS-CoV i
getcellinjerna var jamforbara med replikationen i human-lungcellinje och Vero E6 (primat).
Replikation sdgs som forvéntat i fladdermuscellinjen, humancellinjen och primatcellinjen.
Ingen virusreplikation sdgs i cellinjer fran far, nét, gnagare eller insektdtare.

Gamla varldens kameler

Till gamla virldens kameler riknas Camelus Dromedarius, dromedaren, och Camelus
Bactrianus, den baktriska kamelen. Kadim ef al. (2013) uppskattar gamla vérldens
kamelpopulation i virlden till ca 30 miljoner djur varav 95% ir dromedarer. Over 80% av
gamla virldens kamelpopulation finns 1 Afrika varav storsta delen (60%) 1 Afrikas horn.
Gamla virldens kameler anvinds for kott-, mjolk- och ullproduktion och som transportdjur,
dessutom anvéinds de i kapplopningar, som turistattraktion, i jordbruksarbete och som
utstéllningsdjur. (Kadim ez al., 2013)

Dromedarer halls i olika produktionssystem (Jasra & Mirza, 2004). Det finns ménga olika
system som baserar sig pa att dromedarerna flyttas for att de ska fa foda, dessa system ar mer
eller mindre extensiva d& forflyttningen kan handla om allt frdn forflyttning mellan olika
lander till forflyttning ut pa bete under dagtid. System som dr mer intensiva finns ocksa dar
dromedarédgaren ar fast bosatt och héller sina djur pa en gard dér de utfodras. (Jasra & Mirza,
2004)

Replikation och utsondring i ovre luftvagarna hos inokulerade dromedarer

Adney et al. (2014) undersokte replikation och utsondring av MERS-CoV 1 &vre luftvdgarna
hos tre dromedarer genom att experimentellt inokulera dem med en human MERS-CoV-stam,
HCoV-EMC/2012. Tre dromedarer av hanligt kon koptes in och man kontrollerade att djuren
inte hade antikroppar mot MERS-CoV eller bovint coronavirus genom ELISA. Dromedarerna
var tva, tre och fem ar gamla. Djuren inokulerades med MERS-CoV intratrakealt, intranasalt
och via konjunktiva. Den totala dosen var 10"7 50% TCID (tissue culture infective dose,
mingden infektiost agens som orsakar patogena fordndringar i 50% av odlingsmedierna) med
totalvolym pa 15 ml. Rektaltemperatur, nos- och oralsvabbprov, avforingsprov, blodprov,
serum, urinprov och prov frdn utandningsluft togs regelbundet under dagarna efter
inokulation. Efter avlivning (5, 28 respektive 42 dagar efter inokulation) togs vdvnadsprover
for histopatologi och immunohistokemi.

Enligt Adney ef al. (2014) visade alla tre dromedarer milda tecken pa sjukdom: nosfléde och
forhojd kroppstemperatur vid 2 respektive 5-6 dagar efter inokulation. Nosflodet borjade dag
tva (n=2) och dag fem (n=1) och fortsatte 1 upp till 2 veckor. Virusspridning borjade en till tva
dagar efter inokulation vilket visades genom qPCR-analys av nossvabbproven. Inget viralt
RNA fanns i avforings- eller urinproven. Varken infektiost virus eller viralt RNA kunde
detekteras i serum- eller blodproven. Sma méngder viralt RNA fanns i utandningsluften men
inget infektiost virus kunde detekteras.

Adney et al. (2014) fann infektiost virus i vivnadsproven hos dromedaren som avlivades dag
fem efter inokulation men inte hos dromedarerna som avlivades dag 28 respektive 42.
Infektiost virus hos dromedaren avlivad dag fem fanns i vivnadsprov fran ovre luftvdgarna:



nédshala, luktepitel, pharynx och larynx. I de nedre luftvdgarna fanns MERS-CoV i trachea
samt i en av fyra testade lunglober. Viruset hittades ocksé i retropharyngeal-, mediastinal-,
mesenteriska- och tracheobronchiallymfknutor. Histologiska lesioner fanns 1 de
pseudostratifierade epitelcellerna i de nedre luftvdgarna (trachea, bronker och bronkioler) men
inte 1 alveolerna. Hos dromedaren som avlivades dag 28 fann man mycket mildare lesioner i
samma vivnader medan dromedaren som avlivades dag 42 inte hade nagra lesioner alls.
Viralt antigen hos dromedaren avlivad dag fem detekterades 1 epitelcellerna i nishala, larynx,
trachea, bronker och bronkioler men inte i alveoler. Dessutom fann man viralt antigen i den
follikuldra mantelzonen i tonsillerna och i mediastinal- och retropharyngeallymtknutorna. Hos
dromedaren avlivad dag 28 fann man viralt antigen i epitelceller i nédshalan och hos
dromedaren avlivad dag 42 fann man inget viralt antigen alls.

Serumproverna fran dromedarerna som avlivades dag 28 respektive 42 analyserades for att
undersoka antikroppsutvecklingen mot MERS-CoV. Adney et al. (2014) skriver att
antikroppar forst detekterades 14 dagar efter inokulation och titern dkade fram till dag 35 hos
dromedaren som avlivades dag 42.

Forfattarna konstaterar att resultaten bekréftar tidigare observationer gjorda i1 félt; att
dromedarer inte utvecklar allvarlig sjukdom, att virusutsondring sker fran luftvdgarna men
inte 1 urin eller avforing och att infektionsperioden hos dromedar verkar vara kort. De skriver
ocksa att eftersom stora mangder virus utsondras ur dvre luftvigarna i nossekret sd tyder detta
pa att smitta frdn dromedar till dromedar och fran dromedar till minniska kan ske genom
droppsmitta och direktkontakt, eventuellt ocksd via indirekt spridning via objekt i
omgivningen. (Adney et al., 2014)

Forekomsten av MERS-CoV hos dromedar

Flera olika seroepidemiologiska studier har visat att dromedarer i Mellandstern och delar av
Afrika 1 stor utstrdckning har antikroppar mot MERS-CoV (Perera ef al., 2013; Meyer et al.,
2014; Hemida et al., 2014; Corman et al., 2014; Miiller et al., 2014).

Perera et al. (2013) analyserade serum frdn 110 dromedarer importerade for slakt, de flesta
frdn Sudan, 8 vattenbufflar, 25 kor, 5 far, 13 getter och 815 minniskor fran Egypten. Som
negativ kontrollgrupp anvindes serumprover fran bl.a. ménniskor frdn Hongkong och som
positiv kontroll serum frdn en patient med diagnosticerad MERS och serum fran tva
experimentellt infekterade makaker. Proverna testades med en mikroneutralisationsanalys och
en pseudopartikelneutralisationsanalys. Neutraliserande antikroppar mot MERS-CoV fanns
hos 103 av 110 dromedarer. Inga andra prov var positiva. Resultaten indikerar att MERS-CoV
eller ett mycket nérbesléktat virus dr endemiskt hos dromedarer som importeras for slakt till
Egypten. Studien visar inte i vilket land dromedarerna fick infektionen. (Perera ef al., 2013)

Hos dromedarer i Forenade Arabemiraten fann Meyer et al. (2014) att 97,1% hade
antikroppar mot MERS-CoV. 151 serumprov fran ar 2003 och 500 serumprov fran ar 2013
analyserades. Som jamforelse anvindes serumprover frdn 16 kameler (Camelus bactrianus)
frn ett zoo 1 Tyskland. Immunoflorecensanalys, microarraytest, serumneutralisationstest och
PCR-analys gjordes. Man fann antikroppar mot MERS-CoV 1 proverna tagna fran



dromedarerna fran bade ar 2003 och 2013, kontrollgruppen fran Tyskland hade negativa
prover. Resultatet visar att MERS-CoV har cirkulerat linge i dromedarpopulationen i
Forenade Arabemiraten. (Meyer et al., 2014)

Hemida et al., (2014) gjorde en liknande studie for att kolla hur seroprevalensen for MERS-
CoV sig ut 1 Saudiarabien ar 1993 och i Australien &r 2014 hos dromedarer. Serum fran 25
vuxna dromedarer 1 Australien samlades in och 131 serumprover frdn 1993 fran Saudiarabien
togs med i1 studien. Proverna testades med ett pseudopartikelneutralisationstest och ett
mikroneutralisationstest. Storsta delen av proverna tagna &r 1993 i1 Saudiarabien innehdll
antikroppar mot MERS-CoV. Av de 25 proverna tagna i Australien 2014 hittade man inga
positiva prov for MERS-CoV. Seroprevalensen for MERS-CoV hos dromedarer verkar ha
varit hog redan ar 1993 i Saudiarabien medan viruset inte verkar cirkulera hos dromedarer i
Australien. Forfattarna menar att det dndé inte betyder att MERS-CoV inte forekommer i den
Australiensiska dromedarpopulationen dd man endast tog 25 prov och man inte kan anta att
dessa ér representativa for alla dromedarer 1 Australien. (Hemida et al., 2014)

Serum, blod och rektal- och nossvabbprov togs fran dromedarer, far och getter ar 2013 i
Saudiarabien med syftet att utreda prevalensen av MERS-CoV-infektion (Alagaili et al.,
2014). Aven serumprover fran dromedarer insamlade mellan ar 1992 och 2010 samlades in.
Serumproven testades for antikroppar mot MERS-CoV med ELISA. Rektal- och
nossvabbproven samt en del av serum- och blodproven testades med RT-qPCR for att de om
man kunde f4 fram MERS-CoV-nukleinsyror. Av 203 dromedarer testade ar 2013 hade 150
antikroppar mot MERS-CoV. Seroprevalensen var hogre hos dldre djur (95%, n=98) 4n hos
yngre (55%, n=104). En hogre seroprevalens hos dldre djur jdmfort med yngre sigs ocksé 1
proverna tagna mellan ar 1992 och 2010. Seroprevalensen under dessa ar varierade mellan
100% och 72%. MERS-CoV-nukleinsyror hittades oftare hos unga dromedarer (35%, n=104)
dn hos fullvuxna (15%, n=98). Serumproven tagna frén fir och getter var alla negativa for
antikroppar mot MERS-CoV. Inget virus kunde heller fis fram genom RT-qPCR. (Alagaili e?
al.,2014)

Corman et al. (2014) undersokte antikroppar mot MERS-CoV hos dromedarer 1 Kenya mellan
aren 1992 och 2013. Serum fran 774 dromedarer fran olika omréden testades och man fann att
228 prov var MERS-CoV-positiva genom ELISA. Dromedarer med antikroppar mot MERS-
CoV fanns 1 alla de testade omrddena och under alla dr. Det fanns dock delomridden dér man
hallit sina dromedarer isolerade och inte hittade antikroppar mot MERS-CoV. Forfattarna
fann ocksa att man hade en skillnad i seroprevalensen beroende pa alder, dldre djur hade 7-
10% hogre seroprevalens dn unga djur. Studien stoder tidigare observationer att MERS-CoV
har cirkulerat i dromedarpopulationer i éver 20 ir. Corman et al. diskuterar ocksa att det
verkar som om dromedarer far viruset i ung alder, vilket stdds av en ldgre seroprevalens hos
yngre djur. Forfattarna beskriver ocksd en hogre seroprevalens i omrdden med hdogre
djurtéthet. (Corman et al., 2014)

I ytterligare en seroepidemiologisk studie utférd av Miiller ef al. (2014) undersoktes MERS-
CoV-neutraliserande antikroppar i serum hos dromedarer i Egypten, Sudan och Somalia fran
aren 1983 till 1997. Serumproverna testades med ELISA och mikroneutralisationstest.
Analyserna visade att 84,1% (n=159) av dromedarerna hade antikroppar mot MERS-CoV. I



serumproverna tagna i Somalia och Sudan &r 1983 hittade man en seroprevalens pd 86,7%
vilket visar att MERS-CoV har cirkulerat linge i dessa dromedarpopulationer. Storsta delen
av de testade djuren var fullvuxna djur. (Miiller et al., 2014)

Reusken et al. (2014a) testade serumprover fran dromedarer i Nigeria (n=358), Tunisien
(n=204) och Etiopien (n=188). Proverna analyserades med protein microarray-test. I Nigeria
och Etiopien var seroprevalensen for MERS-CoV hog, 94 % och 97 % respektive for
fullvuxna djur. I Tunisien var 54 % av de fullvuxna djuren positiva medan 30 % av djuren
yngre an tva ar var det. Lokala variationer av prevalens observerades; i sodra Tunisien var
100 % av djuren seropositiva. (Reusken et al., 2014a)

I april 2014 togs blodprov, ndssvabbprov, rektalsvabbprov och mjolkprov av sammanlagt 33
dromedarer fran tvd olika omrdden 1 Qatar (Reusken et al., 2014b). Serum- och
mjolkproverna testades med protein microarray-test och virusneutralisationsanalys. Svabbarna
och mjo6lkproven testades med RT-PCR. Antikroppar mot MERS-CoV hittades i alla serum-
och mjolkprov. Pa den ena platsen hittade man inga dromedarer som aktivt utsondrade virus
medan man pd den andra platsen fann att sju av tolv testade dromedarer aktivt utséndrade
virus. Hos fem av dessa sju hittade man viralt RNA i mjolken genom RT-PCR. Enligt
forskarna kan man utgdende frén resultaten inte dra slutsatsen att MERS-CoV kan spridas via
mjolk eftersom hygienforhdllandena vid provtagningen inte var optimala och det séledes &r
mojligt att kontamination av mjolken kan ha skett t.ex. med nasalsekret. Man kunde heller
inte visa att det fanns infektionsdugligt virus i mjolken dd man endast hittade en liten méngd
viralt RNA. (Reusken ef al., 2014b)

Stabilitet i mjélk och miljo

Van Doremalen et al. (2014) undersokte stabiliteten av MERS-CoV 1 mjolk fran ko, get och
dromedar vid olika temperaturer. MERS-CoV-stammen Jordan-N3/2012 spaddes ut i mjolk
frdn dromedar, get, ko och i1 nonsupplemented Dulbecco modified Eagle medium (DMEM)
till en mediandos av 50% TCID pé 10"5,5/mL. Proverna sattes i ror som forvarades i 4 eller
22 grader celsius 1 0, 8, 24, 48 och 72 timmar efter utspiddning for att sedan frysas ner till -80
grader. Titrarna av infektiost virus bestdmdes genom slutpunktstitrering pd Vero E6-celler.
Vid forvaring i1 4 grader sé sjonk medelvirdet av infektidst virus i mjolken under 72 timmar.
Hos dromedar sjonk halten med 37 %, hos get med 64 %, hos ko med 56 % och i DMEM
med 80%. Resultaten var inte signifikanta for sankning av halten infektidst virus 1 dromedar-
och komjolk forvarad i 4 grader i 72 timmar. Forfattarna visade dock att halten infektiost
virus minskade signifikant i alla prov forvarade 1 22 grader 1 48 timmar: en sdnkning av 88 %
1 dromedarmjolk, 99 % 1 getmjolk, 98 % 1 komjilk och 97 % i1 DMEM. Trots den minskade
halten kunde infektidst virus dndé pdvisas i mjolken som forvarats i 22 grader i 48 timmar. Da
proven upphettades till 63 grader i 30 minuter kunde infektiost virus inte lingre pavisas.
Forfattarna argumenterar for att upphettning av mjolk innan fOrtiring ar en ldtt och
kostnadseffektiv metod for att forhindra smittspridning. (van Doremalen ef al., 2014)

Stabiliteten av MERS-CoV 1 miljéon undersoktes av van Doremalen et al. (2013). MERS-
CoV-stammen HCoV-EMC/2012 sprutades ut péa plast- och stalyta i droppstorlek 5



mikroliter, totaldos 100 mikroliter 106 50 % TCID. Virusets stabilitet i miljon utvéirderades i
tre olika miljGer:

-hog temperatur och 1ag humiditet (30 grader celsius och 30% relativ luftfuktighet (RH))
-hog temperatur och hog humiditet (30 grader och 80% RH)
-lag temperatur och 1ag humiditet (20 grader och 40% RH)

Proven inkuberades i1 6nskad miljo 1 10 och 30 minuter och i 4, 8, 24, 48 och 72 timmar.
Resultaten visade att ingen skillnad kunde ses mellan plast och metall. MERS-CoV kunde
pavisas efter inkubation i 48 timmar i 20 grader och 40% RH dvs. lag temperatur och lag
humiditet. I de prov som inkuberats i 30 grader i 80% RH dvs. hog temperatur och hog
humiditet kunde virus pévisas efter 8 timmar och i proven inkuberade i 30 grader och 30%
RH dvs. hog temperatur och 14g humiditet kunde man pévisa virus efter 24 timmar.

Van Doremalen et al. (2013) undersdkte ockséa MERS-CoVs stabilitet i aerosol vid 20 grader
celsius med 40% eller 70% RH. Dosen 1076 TCID aerosoliserades 1 10 minuter. Proverna
analyserades med qRT-PCR och genom virustitration. I 40% RH sjonk viabiliteten hos
MERS-CoV med 7% medan den sjonk med 89% 1 70% RH (p=0,0045). Van Doremalen et al.
(2013) visar 1 sin studie att MERS-CoV kan aterfinnas pa plast och metallyta efter 8, 24 eller
48 timmar beroende pd miljon. Forfattarna visade ocksa att MERS-CoV var stabilt i
aerosolform vid 20 grader och 40 % RH dvs. vid lag temperatur och lag humiditet. Resultaten
tyder enligt forfattarna pd att spridning av MERS-CoV kan ske via direkt kontakt eller
indirekt via objekt, atminstone i inomhusmiljé. Spridning utomhus déremot, mellan
dromedarer och fran dromedar till ménniska, sker mer sannolikt genom direktkontakt pd
grund av vaderleken pa Arabiska halvon menar van Doremalen ef al. (2013). MERS-CoVs
stabilitet som aerosol visar att viruset ocksé skulle kunna spridas i luften.

Smittspridning mellan dromedar och manniska

Chu et al. (2014) tog nossvabbprov fran 110 till synes friska fullvuxna dromedarer vid tolv
olika tillféllen pa slakterier under 2013 i Egypten. Serum togs fran 52 av dessa. Man tog dven
blodprov fran 179 personer som arbetade pa slakterierna. RT-PCR anvindes for att analysera
proverna och man fann att fyra dromedarer var infekterade med MERS-CoV. Efter
amplifiering och analys kunde man visa att MERS-CoV-viruset hos dromedar hade en likhet
pa 99,2%-99,5% pé nukleotidnivd med humant MERS-CoV. Serumproverna visade att 48 av
52 dromedarer hade antikroppar mot MERS-CoV. Serumproven tagna fran slakteriarbetarna
visade att ingen hade antikroppar mot MERS-CoV. Studien visar att MERS-CoV infekterar
dromedarer och att dromedarviruset dr mycket likt det virus som drabbar maénniska.
Resultaten talar for att dromedaren kan vara en potentiell smittkdlla men att ingen av
arbetarna hade antikroppar visar ocksa att spridning av viruset till minniska ar ovanligt. (Chu
etal., 2014)

Aburizaiza et al. (2013) undersokte forekomsten av antikroppar mot MERS-CoV hos
bloddonatorer och slakteriarbetare i Sadiarabien ar 2012. Prov fran 130 bloddonatorer och
226 slakteriarbetare analyserades med immunoflorecensanalys (IFA), en differential-



rekombinant IFA och med plaque-reduction serum neutralization assay. Inget av proven fran
bloddonatorerna var positiva medan 4tta prov frin slakteriarbetarna var positiva med IFA. De
positiva proven analyserades vidare med differential-rekombinant IFA for att bestimma om
de inneholl antikroppar specifikt mot MERS-CoV. Alla atta prov inneholl antikroppar mot
andra humana coronavirus och 1 tva av dessa atta korsreagerade de ocksd med MERS-CoV.
De atta proven testades ocksa for forekomst av specifika antikroppar mot MERS-CoV, inget
av proven hade serumneutraliseringstitrar av betydelse. Forfattarna konstaterar att IFA inte ar
ett tillrdckligt specifikt test for att pavisa MERS-CoV. Att antikroppar inte pdvisades utesluter
inte att de inte forekommer i ldgre niva dn vad som dr detekterbart hos patienter som haft
MERS med mild eller asymptomatisk sjukdomsbild menar Aburizaiza et al. (2013).
Resultaten visar dnda att MERS-CoV troligen inte cirkulerar i de omraden dir proven togs
och att populationen dérfor &r mycket mottaglig for MERS-CoV. (Aburizaiza et al., 2013)

Nowotny & Kolodziejek (2013) undersokte MERS-CoV hos dromedarer i Oman. Svabbprov
frdn nos och konjunktiva togs fran 76 dromedarer av olika &lder, kon och ras pa olika stéllen i
Oman. Proven analyserades med tvé tidigare publicerade MERS-CoV-qRT-PCR-tekniker,
den ena for ORFla- och andra for ORF1b-regionen. Fem av proven testade positivt i alla
analyser. De fem MERS-CoV-sekvenserna fran dromedarerna var 100% identiska med
varandra och matchade till 99% med en virussekvens fran en dromedar i Qatar och med en
virussekvens fran en dromedar i Egypten. I en fylogenetisk analys visade man att dromedar-
MERS-CoV-sekvenser bildar kluster oberoende av varandra men att de matchar human-
MERS-CoV-sekvenser fran samma geografiska omraden. Forfattarna menar att ett nira
genetiskt samband mellan human- och dromedar-MERS-CoV-sekvenser tyder pd att lokal
zoonotisk smitta sker.

Haagmans et al. (2013) undersokte forekomsten av MERS-CoV hos 14 dromedarer 1 Qatar
efter att dgaren av gérden och en arbetare insjuknat i MERS. Bada hade haft regelbunden
kontakt med dromedarerna innan insjuknandet. Serum, rektalsvabbprov och nossvabbprov
togs frén alla 14 dromedarer pd girden och analyserades med RT-PCR och med IgG-
fluorecens, protein microarray och virusneutraliseringstest. Man kunde med sdkerhet visa att
MERS-CoV forekom hos tre dromedarer och att alla dromedarsera var positiva for
antikroppar. D& man analyserade delar av virusets genfrekvens fann man att det virus man
isolerat frdn dromedarerna var identiskt med de som isolerats fran de insjuknade personerna.
En bredare analys visade mindre olikheter 1 nukleotidsekvenserna. Eftersom endast delar av
genomet analyserades kan man inte sdga med sdkerhet att manniskorna infekterades av
dromedarerna eller vice versa, infektionen kan ocksd ha introducerats fran en tredje dnnu
okéand kélla menar forfattarna. Resultaten visar dock, diskuterar forfattarna, att infektion med
MERS-CoV hade intriffat nyligen hos dromedarerna eftersom vissa dromedarer hade
stigande antikroppstitrar. (Haagmans et al., 2013)

Memish et al. (2014) undersokte ett eventuellt fall av MERS-CoV-smitta fran dromedar till
méanniska. En dromedardgare som hade dromedarer (n=9) som uppvisat nosfléde och
respiratoriska symptom insjuknade 1 MERS-CoV efter att han behandlat sina djur
regelbundet, han hade dessutom druckit opastoriserad mjolk fran sina egna djur. Man tog
svabbprov fran djurens 6vre luftvigar vid tva olika tillfdllen. Vid fOrsta tillféllet fick man ett



positivt svar med RT-PCR for en dromedar och vid det andra, fyra dagar senare, testade
ytterligare en dromedar positivt. Man kunde fa fram ca 15% av genomet frdn dromedarviruset
(spikeregionen) och en jimforelse mellan dromedar och patient visade att proverna var
identiska och slutsatsen att smitta mellan dromedar och méanniska hade skett drogs, dock tog
man inte stillning till riktningen. Serumprov togs ocksa vid flera tillfdllen och ELISA-test
visade att alla dromedarer hade antikroppar mot MERS-CoV. Da man jamforde titrarna med
IFA kunde man se att dromedarerna som testat positivt med RT-PCR hade titrar som steg
fyrfaldigt fran forsta testdagen till den sista. De tva positiva dromedarerna var bdda under ett
ar gamla. (Memish et al., 2014)

Azhar et al. (2014a) undersokte samma hédndelse som Memish et al. (2014). Nossvabbprov,
blod, urin, mjolk och rektalsvabbprov togs fran de nio dromedarerna fem dagar efter att
dgaren tagits in pd sjukhus. Nya blodprov togs efter 28 dagar. Nossvabbprovet fran en
dromedar var positivt med RT-PCR. Veroceller inokulerades med nossvabbsmaterial och den
positiva dromedarens prov visade cytopatiska effekter i cellerna. Ur dessa isolerades MERS-
CoV och en helgenomsekvensering kunde goras. Helgenomsekvensering av isolaten fran
patienten och dromedaren visade att proven var 100 % identiska (Azhar et al., 2014a). Urin-,
mjolk- och rektalsvabbproven var negativa for MERS-CoV. Serumproven analyserades med
IFA och visade att den RT-PCR-positiva dromedaren hade antikroppstitrar som Okade
fyrfaldigt under perioden. Hos fyra andra dromedarer sig man ocksd en 0kning medan man
hos de resterande fyra observerade hdga antikroppstitrar i bdda proven. Patienten hade inga
antikroppar mot MERS-CoV dé han togs in pa sjukhus medan han 14 dagar senare hade 6ver
fyra ganger s& hoga titrar. Azhar et al. (2014a) diskuterar att det dr sannolikt att dromedarerna
fick MERS-CoV-infektionen forst och sedan overforde den till sin dgare eftersom fyra av
dromedarerna hade hoga antikroppstitrar som inte 6kade medan dgaren inte hade detekterbar
niva av antikroppar mot MERS-CoV da han lades in pé sjukhus och en kraftig 6kning sedan
observerades. (Azhar et al., 2014a)

Azhar et al. (2014b) undersokte om viruset i samma fall kunde &terfinnas i stalluften. Man
fann MERS-CoV 1 stalluften och efter amplifiering och sekvensering kunde man visa att
provet var identiskt med de tidigare man fatt fran patienten och dromedaren. Detta tyder
enligt forfattarna pd att patienten blev smittad av sina dromedarer och att MERS-CoV
eventuellt kan ha luftburen spridning (Azhar et al., 2014b).

MERS-CoV hos andra djurslag

Meyer et al. (2015) undersokte om héastdjur kan infekteras med MERS-CoV. In vitro-
kanslighet hos primira héstceller mot MERS-CoV undersoktes genom att man infekterade tva
njurcellinjer frin hést, och en Vero B4-cellinje som jimforelse, med MERS-CoV. Man gjorde
RT-PCR och plack-analys for att bekréfta produktion av infektidst virus. Bdda njurcellinjerna
visade tydliga cytopatiska effekter, 6kning av viralt RNA och uppfordkning av virus. For att
undersdka om MERS-CoV infektion forekommer hos histdjur undersoktes 1053 serumprov
frin MERS-CoV-endemiskt och icke-endemiskt omrade, Saudiarabien respektive Spanien.
Serumproven testades i tva steg med ELISA med spike proteinets S1-domén som antigen.
Alla serumprov reagerade med laga eller medelhdga viarden. De 50 prov med hogst reaktivitet
testades med ett rekombinant immunoflorecens- och mikroneutraliseringstest. Dessa test ar



mer specifika dn ELISA och kan dérfor anvéndas for att konfirmera testresultat. Meyer et al.
(2015) fann att inga av de testade proven visade reaktivitet. Fynden indikerar att héstdjur inte
har exponerats for MERS-CoV tidigare i Spanien eller Saudiarabien. (Meyer et al., 2015)

Serum och avforingsprov fran 11 dromedarer, 150 getter, 126 far och 91 kor analyserades for
MERS-CoV-antikroppar i1 Jordanien ar 2013 (Reusken et al., 2013). Ett protein microarray-
test anvdndes fOr analyserna, dessutom anvindes virusneutralisation som konfirmering.
Avforingsproverna analyserades med PCR. Alla testade dromedarer hade antikroppar mot
MERS-CoV. Serum fran sex av faren visade ocksé reaktivitet mot MERS-CoV-antigen men
neutraliserande antikroppar kunde inte detekteras hos dessa, endast hos dromedarerna.
Serumproven frdn getterna och korna var negativa. Inga MERS-CoV-sekvenser kunde
erhdllas fran avforingsproven. (Reusken et al., 2013)

DISKUSSION

MERS-CoV ir ett nytt virus som efter att det forst observerades har drabbat éver 971
personer varav dtminstone 356 har dott. Storsta delen av fallen rapporteras fran Saudiarabien
men MERS-CoV har observerats i manga fler linder. Stort fokus har lagts pa att hitta
reservoirer for MERS-CoV, trots att storsta delen av de drabbade blir smittade i hemmet eller
pa sjukhus enligt WHO (2015). Eftersom primérfall uppkommer pa olika hall i framst
Saudiarabien verkar det troligt att det existerar atminstone en djurreservoir.

I studier dér tropism undersokts har man kommit fram till att MERS-CoV har liknande
replikationsformaga i dromedar- och humanceller (Chan et al., 2014). Dessutom visade
Eckerle at al. (2014) att getlunga och getnjure infekterade med MERS-CoV producerar stora
maéangder virus, mycket storre dn navelstringscellinje fran dromedar. Svagheten med studien
ar att inte en cellinje fran 6vre luftvdgarna pa dromedar har anvénts d& histopatologi har visat
att fordndringar sker framst 1 ovre luftvdgarna hos dromedar och att infektiost virus utsondras
1 nossekret enligt Adney et al. (2014). Detta utesluter dock inte att geten kan spela roll vid
smittspridning av MERS-CoV. Dock har studier av bl.a. Reusken ef al. (2013) och Agaili et
al. (2014) visat att getter i omraden dér det finns MERS-CoV inte &r seropositiva for viruset.

Eftersom infektionsperioden verkar vara ganska kort hos dromedaren sé& dr det troligt att om
inte andra betydande reservoirer finns s& kommer MERS-CoV inte spridas till omraden dir
det finns mindre populationer av dromedarer d& det troligen krévs vildigt manga djur for att
uppratthalla en spridning av MERS-CoV. Eventuellt skulle MERS-CoV kunna spridas till
populationer av nya virldens kamelider med fler studier behovs angaende dessa.

Seroepidemiologiska studier dr utféorda i ménga lander 1 Mellandstern och 1 Nord- och
Ostafrika. Dessa har visat att dromedarer har antikroppar mot MERS-CoV och att
seroprevalensen dr hog. Antikroppar har pavisats i prover tagna ar 1983 i Somalia och Sudan
vilket visar att MERS-CoV troligen har cirkulerat lange i dromedarpopulationen. Att forsta
humanfallet dok upp forst 2012 kan bero péd att viruset muterat och nu ocksa smittar
maéanniska. Meyer et al. (2014) hade en kontrollgrupp pa 16 baktriska kameler fran ett zoo i
Tyskland. D& inga studier har gjorts pd om den baktriska kamelen reagerar p4 samma satt
med MERS-CoV som dromedaren verkar kontrollgruppen inte relevant. Dessutom var
kontrollgruppen vildigt liten 1 jdmforelse med de analyserade proven.



En légre seroprevalens och att man hittar infektiost virus i storre grad har observerats hos
unga dromedarer vilket talar for att dromedarerna far MERS-CoV i ung élder, kanske runt
avvinjning d4 kalvarna inte mera far maternella antikroppar via mj6lken. Detta stdds ocksd av
att en primarfallstopp observerades i april-juni ar 2014 enligt WHO (2015). Da det redan
gjorts manga studier pa seroprevalens for MERS-CoV hos dromedar kanske fokus i framtiden
borde ligga pa att vidare utreda virusutsondring hos dromedar samt potentiella smittvdgar fran
dromedar till manniska. Till exempel har van Doremalen et al. (2013) visat att MERS-CoV ir
ganska stabilt 1 miljon och att viruset ocksd dr ganska stabilt i aerosolform och studier som
undersoker mojligheten for spridning via luften eller damm kunde vara aktuella.

Att man kan pavisa antikroppar hos ett djurslag visar inte nddvindigtvis att djuren &r
smittkdllan. Infektiost virus har &ndd kunnat isoleras frdn dromedarer och MERS-CoV-
sekvenser fran dromedar verkar vara véldigt lika de sekvenser som man hittar i human-kluster
1 samma geografiska omraden. Detta stods av bl.a. Nowotny & Kolodziejek (2013). I ett fall
undersokt av Memish ef al. (2014) av MERS-CoV hos en dromedardgare fann man bevis for
att besittningen genomgatt MERS-CoV-infektion och att MERS-CoV-sekvenserna fran
dromedarerna matchade de fran dgaren. Eftersom dromedarerna hade stigande antikroppstitrar
ndr dgaren var allvarligt sjuk verkar det som om dromedarerna fick infektionen innan sin
dgare och troligen smittade honom. En tredje smittkélla kan dock inte uteslutas och inte heller
att smittvdgen kan ha varit frn dgaren till djuren.

Azhar et al. (2014a) visade genom helgenomsekvensering att MERS-CoV fran dromedar
overensstimde till 100% med isolerat virus frdn dromedarens Z#gare. Aven hir hade
dromedarerna stigande antikroppstitrar vilket visar pa nyligen genomgangen infektion.
Agrens insjuknande hade dessutom foregatts av symptom hos dromedarerna. Att identiskt
virus dven hittades 1 luften i dromedarstallet ger ytterligare stod for att smitta mellan
dromedar och méinniska har dgt rum, dessutom hade dgaren behandlat sina djur innan sitt
insjuknande. Da stora médngder virus utsondras i nosflodet hos smittade dromedarer &r det inte
en omojlighet att dgaren fatt MERS-CoV av sina djur men aterigen kan en tredje kélla inte
uteslutas och smittriktningen kan med sdkerhet inte faststillas.

Att MERS-CoV utsondras 1 mjolk &r inte helt klarlagt men eftersom det visats att MERS-CoV
ar stabilt och infektiost 1 mjolk dven efter att denna forvarats svalt i dver tre dygn dr det
mycket mojligt att manniskor som dricker opastoriserad dromedarmjolk kan bli infekterade pa
detta sitt. Aven om MERS-CoV inte skulle utséndras i mjolk sa kan mjélken kontamineras
t.ex. av ett diande fol med MERS-CoV-infektion om juvret inte rengors innan mjdlkning.
Mainniskan skulle sedan kunna smittas d& hen dricker mjolken och viruspartiklarna tar sig
fran tonsillerna och svalglymfknutorna till luftvdgarna. Fler studier som undersoker
utsondring av MERS-CoV 1 mjolk och om spridning av MERS-CoV sker via dromedarm;jolk
behovs.

Som van Doremalen ef al. (2013) skriver sa overlever MERS-CoV inte ldnge 1 en miljé med
hog temperatur. Sannolikt sprids inte MERS-CoV mellan dromedarer indirekt utomhus da
vaderleksforhdllandena dr ogynnsamma for viruset i de ldnder dir dromedarpopulationen ar
som storst. Direktkontakt d&r mer sannolikt. Daremot skulle MERS-CoV troligen kunna



spridas indirekt i inomhusmiljo vilket eventuellt &r en bidragande faktor till att s& ménga
sekundérfall i hemmen och pé sjukhus kan ses i humanpopulationen.

Perera et al. (2013) visade att slakteriarbetare i Egypten inte hade antikroppar mot MERS-
CoV. Detta tyder pa att smitta mellan dromedar och ménniska skulle ske sédllan da
seroprevalensen hos dromedarerna 1 omradet dr hog. Det dr dock mojligt att minniskorna har
antikroppar under detektionsnivan for testerna p.g.a. att de genomgétt mild eller
asymptomatisk sjukdom. Flera studier angdende antikroppar mot MERS-CoV i
humanpopulationen, speciellt i drabbade omraden, behdvs. Att smitta fran dromedar till
ménniska sker s& sillan skulle ocksd kunna bero pd att det i dromedarpopulationerna verkar
cirkulera flera olika MERS-CoV-stammar. Om endast nigra av dessa har formaga att smitta
till humanpopulationen skulle det kunna vara en forklaring.

Eftersom langt ifrén alla primérfall rapporterar kontakt med dromedarer dr dromedarens roll 1
smittspridningen inte helt klarlagd. Dromedaren verkar vara en reservoir men smitta till
méanniska sker &nda relativt séllan. Att primérfallstoppar forekommer pa varen da
dromedarkalvar avvénjs stoder dromedaren som en betydelsefull smittkélla. Flera studier
stoder att seroprevalensen ar lagre hos unga djur och att dessa saledes dr de som i huvudsak
infekteras och sprider MERS-CoV-smitta. Fler undersdkningar behdvs for att klargora hur
MERS-CoV sprids, i synnerhet behdver smittspridningen mellan ménniskor klargoras da
storsta delen av de smittade ar sekundérfall.

Storsta risken for global spridning ligger troligtvis inte i att MERS-CoV-positiva djur flyttas
utan att humanfall exporteras fran Saudiarabien efter Hajj, dvs. den arliga vallfarden till
Mecka. Enligt WHO (2015) hittade man inte ett enda fall av MERS-CoV hos de 1,4 miljoner
pilgrimer som reste till Saudiarabien i oktober 2014. Eftersom MERS-CoV-fall fortfarande
rapporteras regelbundet fran Saudiarabien finns det stor risk for smittspridningen under nésta
Hajj 1 september 2015.
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