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Sammendrag

SAMMENDRAG

Det primzre formdl med dette veterinere speciale er at undersege, om der er en sammenh&ng
mellem leverikte, Fasciola hepatica, og Salmonella Dublin infektioner i dansk malkekvaeg. To
metoder til diagnosticering af Fasciola hepatica blev anvendt og sammenlignet. Endvidere blev der
foretaget kliniske registreringer for pavise en eventuel effekt af infektion med Fasciola hepatica pa

dyrenes sundhed og veakst.

Projektet blev udfert som et observationelt studie i syv malkekvagsbes@tninger, hvor der var kendt
forekomst af begge infektioner. I hver besatning blev der udtaget prever fra omkring 50 kvier (8-36
maneder) 1 december 2006, januar og ultimo februar/primo marts 2007 efter deres forste sa@son pé
grees (FGS) (N=182) eller anden sason pa graes (SGS) (N=155). Der blev udtaget blodpraver fra de
udvalgte kvier og serum blev undersegt for specifikke antistoffer mod hver af de to infektioner.
Facesprover blev udtaget fra 10 FGS og 10 SGS kvier i hver besatning og undersegt for Fasciola
hepatica &g ved sedimentation. Ved hvert besag blev der ogsé foretaget kliniske registreringer

(harlag, huld, sterrelsesmalinger) pa kvierne.

Praevalensen af Fasciola hepatica fundet ved ELISA var gennemsnitlig 40% med stor variation
mellem besatningerne (12-89%). Der var en hgjere praevalens blandt kvier efter SGS end hos kvier
efter FSG. Studiet viste ogsa, at forekomsten af Fasciola hepatica indenfor besatningen athang af,
hvilken mark kvierne havde grasset. Preevalensen af Fasciola hepatica baseret pa &g i feeces var
28% og dermed markant lavere end ved ELISA, hvilket ogsé er fundet ved andre studier. En
logistisk analyse viste, at pavisning af &g, antal sesoner pa graes og besatning var signifikante
risikofaktorer for at vaere Fasciola hepatica positiv ved ELISA. I tre af de syv besatningen var der
meget begrenset smitte med Salmonella Dublin blandt ungdyrene og i alt blev kun 22 kvier (6,7%)
klassificeret som tilherende risikoguppe 1 (hej risiko for faekal udskillelse). Antallet af dyr i
risikogruppe 1 var lavere end forventet og varierede mellem 0-6 i hver besatning. Baseret pé
Fasciola hepatica ELISA og Salmonella Dublin risikogrupper blev der ikke fundet nogen
signifikant sammenh@ng mellem de to infektioner. Resultaterne viste dog en tendens til lavere
prevalens af Salmonella Dublin blandt Fasciola hepatica ELISA positive kvier. P4 grund af det

lave antal af kvier med begge infektioner var det ikke muligt at drage nogen endelig konklusion.
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Sammendrag

Ud fra malinger af kviernes storrelse blev der estimeret en vaegt. Vaegten fundet ud fra brystomfan-
get antages at stemme bedst overens med den forventede vaegt. Effekten af risikofaktorerne alder,
besatning og Fasciola hepatica ELISA status pa den estimerede vagt blev evalueret, og der blev
fundet en interaktion mellem besatning og Fasciola hepatica ELISA status. Det kan skyldes
besatningsforskelle i fordring, management og indvirkning af andre sygdomme péd kviernes
storrelse. Kun i en af de syv besatninger var Fasciola hepatica infektion forbundet med en

signifikant lavere estimeret vaegt.

Det kan konkluderes, at dette studie ikke fandt en sammenhang mellem de to infektioner og dermed
stemmer overens med et tidligere studie udfert pd dyreniveau. Resultatet er derimod 1 modsatning
til de to studier udfert pa besatningsniveau, som fandt en sammenhang mellem de to infektioner.
Det synes derfor mest sandsynligt, at denne sammenhang skyldes eksterne faktorer. Resultaterne
viste ogsa, at Fasciola hepatica ELISA var en anvendelig diagnostisk metode sammenlignet med
den traditionelle metode med péavisning af &g i faeces. Endvidere kan det konkluderes, at Fasciola

hepatica infektion kan have negative effekt pa kviernes vakst under vise forhold.
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Summary

SUMMARY

The primary aim of this veterinary master thesis was to investigate if there was an association
between liver fluke, Fasciola hepatica, and Salmonella Dublin infections in Danish dairy cattle.
Two diagnostic methods for Fasciola hepatica were evaluated and compared. Furthermore, clinical
registrations were performed to evaluate the possible effect of Fasciola hepatica infection on the

health and growth of the animals.

The investigation was undertaken as a field study involving seven dairy herds with a known history
of both infections. At each farm, approximate 50 heifers (aged 8-36 months) were sampled in
December 2006, January and late February/early March 2007 following their first grazing season
(FGS) (N=182) or second grazing season (SGS) (N=155). At each sampling, serum was obtained
and analysed for specific antibodies against both infections. Faecal samples were collected from 10
FGS and 10 SGS heifers in each herd and analysed for Fasciola hepatica eggs by sedimentation. At
each visit, clinical registrations (hair coat score, body condition score and size measurements) were

performed on random selected heifers.

The prevalence of Fasciola hepatica infection as determined by ELISA was on average 40% with
large variation between herds (12-89%). There was a higher prevalence among SGS heifers than
FGS heifers. The study also showed that the distribution of Fasciola hepatica within herds was
highly dependent on which paddock the heifers had been grazing. Based on detection of eggs, the
overall prevalence of Fasciola hepatica was on average 28% and thus markedly lower than by
ELISA, a result which is supported by other studies. A logistic analysis showed that faecal egg
count, number of seasons on pasture and herd were significant risk factors for being Fasciola
hepatica positive by ELISA. In three of the seven herds, Salmonella Dublin transmission was very
limited among the young stock and in total only 22 heifers (6.7%) could be classified as belonging
to risk group I (high risk of faecal shedding). The number of risk group I heifers was lower than
expected and varied from 0 to 6 in each herd. No significant association between the two infections
based on the Fasciola hepatica ELISA status and Salmonella Dublin risk groups was found,
although the results showed a small tendency towards lower prevalence of Salmonella Dublin in
Fasciola hepatica ELISA positive heifers. It was, however, not possible to draw any final

conclusions on this matter due to the limited number of heifers with both infections.



Summary

An estimated weight was calculated by using size measurements (hearth girth and croup height).
The weight estimated by heart girth seemed to be most correct compared to the excepted weight.
The effect of the risk factors age, herd and Fasciola hepatica ELISA status on the estimated weight
were evaluated. An interaction was found between herd and Fasciola hepatica ELISA status. This
could be due to herd differences in feeding, management and the influence of other diseases’ on the
size of the heifers. Only in one of the seven herds, Fasciola hepatica status was associated with a

significantly lower estimated weight.

In conclusion, this study did not find any association between the two infections and is therefore in
agreement with a previous study conducted at the animal level. However, the results are contrary to
two other studies that found an association between the two infections when investigations were
conducted at the herd level. Therefore, it seems most likely that the association is due external
factors. The results also showed that Fasciola hepatica ELISA was useful as a diagnostic test when
compared to the traditionally used method of faecal egg count. Furthermore, it can be concluded
that the Fasciola hepatica infection may have an negative effect on the growth rate of heifers under

some circumstances.
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Indledning

1. INDLEDNING

Siden 2002 har der veret et nationalt overvagningsprogram for Salmonella Dublin i Danmark. Det
skyldes kvagbranchens og myndighedernes onske om at begrense sygdommen, der bade har
sundhedsmassig og ekonomisk betydning for mange af de inficerede besatninger. Derudover er der
tale om en alvorlig zoonose, der primart smitter via fadevarer. Dansk Kvag har netop lanceret en
saneringskampagne med det mal, at Salmonella Dublin skal vere udryddet i Danmark i 2014. Der
er derfor 1 disse ar oget fokus, hvordan der bedst muligt saneres for infektionen i ramte besat-
ninger. Blandt andet er der fokus pa persistens af infektionen i nogle besatninger. I april 2007 var

ca.16,5% af malkekvagsbesatningerne i Danmark sandsynligvis smittede med Salmonella Dublin.

I de senere ar er der set en stigning i forekomsten af leverikter, Fasciola hepatica, i Danmark og det
anses, at infektionen er tilstede i hver fjerde besatning. Samme tendens er observeret i andre
europziske lande, hvor infektionen ogsa spreder sig til ikke tidligere inficerede omrader. Arsagerne
til den ogede forekomst og udbredelse er ikke kendt, men det foreslds, at faktorer som
klimazndringer, oget afgresning af marginaljorde og nedsat behandlingsfrekvens kan have
betydning. Effekten af infektion med Fasciola hepatica hos kvag undervurderes ofte. Flere studier
har vist, at infektionen har betydning for blandt andet tilveekst, fertilitet og malkeydelse og derved

far skonomisk betydning i kvagbesatninger, ndr den ikke handteres.

Eksperimentelle studier indikerer, at infektion med Fasciola hepatica eger modtageligheden for
Salmonella Dublin hos kvag og forlenger udskillelsen af bakterier hos kvag, der bliver
eksperimentelt inficeret med Salmonella Dublin. Der er ligeledes foretaget flere observationelle
epidemiologiske studier med varierende konklusioner, men flere af studierne indikerer, at der er en
sammenhang mellem de to infektioner. Det er derfor interessant at undersege denne problematik
nazrmere. Hvis infektion med Fasciola hepatica har betydning for forekomst og persistens af
Salmonella Dublin hos kveg, kan det veere med til at besverliggere indsatsen mod Salmonella

Dublin 1 de besatninger, som forsgger at udrydde infektionen.

Det overordnede formal med dette projekt er derfor:
e At undersgge om der er en sammenhang mellem forekomst af Fasciola hepatica infektion
og Salmonella Dublin infektion pa individniveau i syv danske malkekvagsbesatninger, som

formodes at have begge infektioner ud fra serologiske undersegelser og slagtefund.
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For at kunne undersoge denne sammenheng var det nedvendigt at opnd bedre forstdelse for
fortolkningen af de diagnostiske resultater for Fasciola hepatica. Derfor blev projektet tilfojet
folgende delformél:
e At evaluere og sammenligne de to anvendte metoder, ELISA og pédvisning af g, til diag-
nosticering af Fasciola hepatica.
e At undersoge hvilke faktorer, der pavirker sandsynligheden for at veere Fasciola hepatica
ELISA-positiv.

Endelig var det interessant at f4 undersegt, om der 1 projektbes@tningerne kunne pdvises en effekt
af infektion med Fasciola hepatica pa veegten hos kvierne. Delformalet kan praeciseres som:
e At undersoge om der er en sammenhang mellem infektion med Fasciola hepatica og de

kliniske registreringer for veegt foretaget pa kvier 1 alderen 10-30.

Dataindsamlingen foregik i syv malkekvagsbesatninger. Studiet blev tilrettelagt som en tvaersnits-
studie med follow-up, hvor hver bes@tning blev besggt tre gange 1 lgbet af studieperioden fra
december 2006 til marts 2007. Der blev udtaget prover til diagnostik fra en stikprove af kvier samt
foretaget kliniske registreringer (harlag, huld, hoftebredde, krydshejde, brystomfang og faeces-

score).

Et observationelt studie blev valgt for at afspejle forholdene i danske bes@tninger under naturlige
forhold. Valg af besatninger er begrundet med, at det kun var interessant at undersege bes@tninger,
hvor begge infektioner var til stede. Undersegelsen blev koncentreret om kvierne, da det oftest er
den aldersgruppe, som bliver inficeret med Fasciola hepatica. De gentagne preveudtagninger i
lobet af studieperioden skyldes onsket om eoget sikkerhed vedrerende de enkeltes kviers
infektionsstatus. De kliniske registreringer blev udfert for at fA mél pa kviernes trivsel og sundhed,

og dermed mulighed for at pavise en effekt af Fasciola hepatica infektion.

Teoriafsnittet er et litteraturstudie skrevet pa dansk og omhandlende Fasciola hepatica og
Salmonella Dublin. Her gennemgas de vasentligste aspekter vedrerende klinik, immunitet,
diagnostik og epidemiologi for hver af de to infektioner samt en gennemgang af de tidligere
undersogelser, som omhandler sammenhangen mellem de to infektioner. Rapportens tredje afsnit er

skrevet som et manuskript pa engelsk med henblik pd publikation i et internationalt tidsskrift. Det
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beskriver projektets resultater om brug af de diagnostiske metoder, forekomst af de to infektioner
og deres eventuelle sammenhang. Til specialerapporten er det for helhedens skyld prioriteret at
medtage de fleste resultater. Et manuskript til publikation vil skulle reduceres til kun at indeholde
de vaesentligste resultater. Herefter folger et afsnit pad dansk om de kliniske registreringer, der er
foretaget i studieperioden og deres sammenhaeng med Fasciola hepatica infektion. Til sidst

afsluttes med den sammenfattende konklusion for hele specialet og en perspektivering.
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Teori

2. TEORI

2.1. Fasciola hepatica
Pa dansk kaldes Fasciola hepatica ogsa den store leverikte (Monrad & Nansen, 1994), og den

tilherer ordenen Digena, som er en del af klassen Trematoda (ikter). Fasciola hepatica er arsag til
sygdommen fasciolose, der er udbredt blandt husdyr, is@r hos fir og kvaeg. Der er dog tale om et
meget bredt vertsspektrum, som ogsa inkluderer mennesket, men i det felgende er hovedvagten
lagt pa infektion hos kveeg. Parasitten er udbredt pa verdensplan og har stor skonomisk betydning
(Roberts & Janovy, 2005). En undersogelse opger det gennemsnitlige tab per inficeret dyr til at
veere € 299 under schweiziske forhold (Schweizer et al, 2005).

2.1.1. Livscyklus

Fasciola hepatica har en indirekte livscyklus. Mellemverten er snegle af slegten af Lymnaea og

under danske forhold pytsneglen, Lymnaea truncatula (Monrad & Nansen, 1994, Andrews, 1999).

I slutveerten, der er et pattedyr, lever de voksne ikter i leverens galdegange og deres &g kommer ved
hjaelp af galden ud i tarmen og udskilles i faces (Roberts & Janovy, 2005). Den videre udvikling af
egget afhaenger af omgivelsernes temperatur, fugtighed, iltniveau samt pH. Agget klaekkes, nar det
forste larvestadie, miracidiet, er udviklet. Miracidiet svemmer i vand eller 1 vandfilm pa planter o.
lign. ved hjzelp af sine cilier for at finde en mellemvaert, pytsneglen. Da miracidiet ikke er 1 stand til
at optage fode, skal det ske inden for omkring et degn. Efter miracidiet har treengt ind i
mellemvarten sker der en ukennet opformering, og miracidiet udvikles til en sporocyst, hvori naste
larvestadie, redier, udvikles ud fra nogle kimcentre. P4 tilsvarende vis udvikles der i redierne
cercarier, der er det sidste larvestadie. Disse frigives fra mellemvarten og omdannes til infektive
metacercarier ved at encystere sig pa vegetationen. Slutvaerten ader vegetationen med
metacerarierne og disse excysterer 1 tarmen, hvorefter de juvenile ikter penetrerer tarmvaggen. De
bevager sig nu rundt i abdomen, indtil de nér leveren (Roberts & Janovy, 2005). De juvenile ikter
borer sig rundt i leveren, hvilket medferer bledning og fibrose. Omkring syv uger efter optag af

metacercarierne, nar ikterne galdegangene, hvor de udvikles til voksne ikter (Andrews, 1999).
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Angaende infektion af mellemverten er der under danske forhold to typer af snegleinfektion, en
sommerinfektion og en vinterinfektion. Sidstnevnte finder sted om eftersommeren, men
overvejende pd grund af den lave temperatur feerdigudvikles redier og cercarier ikke for naste forar.
Smitten i1 sneglene kan séledes overfores fra en grasningssason til den naste. Sommerinfektion af
sneglene finder sted om foraret og sommeren. Udviklingen pa denne arstid tager seks-otte uger, s
der er nye metacercarier hen pd sensommeren og efterdret. Sommerinfektionen har sterst betydning
1 Danmark og derfor topper mengden af metacercarier fra juli-august og frem til oktober (Shaka &

Nansen, 1979).

2.1.2. Patogenese og symptomer

Akut fasciolosis resulterer ofte 1 pludselig dod uden andre kliniske symptomer. Det er sjeldent hos
kveg, men forekommer hyppigere hos far. Hvis sygdom ses, er symptomerne slevhed, slaphed,
mangel pa appetit, blege sdematose slimhinder og smerte ved palpation i leverregionen (Radostits
et al, 2000). Dette skyldes et meget stort antal juvenile ikter i leverparenchymet og ses derfor typisk
1 det sene efterdr og tidlig vinter (Mitchel, 2002).

P& samme tidspunkt af aret er der beskrevet tilfaelde af subakut fasciolosis hos far, hvor der er
mange juvenile ikter i leverparenchymet, men dog faerre end ved de akutte tilfaelde. Forlebet er
leengere, hvor farene har symptomer en-to uger for de der (Mitchel, 2002). Overvejende bestér
symptomerne af vagttab og blege slimhinder. I fa tilfeelde ses der ogsd submandibulert edem
(Radostits et al, 2000).

Tilfelde med kronisk fasciolose ses hos bade fir og kvag senere pd vinteren og forst pa foraret.
Hvis der ses kliniske symptomer er det normalt vagttab, anaemi, hypoalbumingemi, og skyldes de

voksne ikter 1 galdegangene (Mitchel, 2002).

2.1.3. Betydning af kronisk infektion hos kveeg

Hos kveag er kronisk fasciolose er ofte subklinisk (Mitchel, 2002), og der er derfor tendens til dens
betydning undervurderes. Forseg viser dog, at infektion med Fasciola hepatica mindsker
tilvaeksten. Et eksperimentielt studie har angivet, at en lavgradig infektion (600 metacercarier)
reducerer tilvaeksten med 8% 1 de forste fire méneder og en hgjgradig infektion (1000

metacercarier) medferer en reduceret tilvaekst pa 28% (Hope Cawdery et al, 1977). Samme forfatter
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har dog tidligere (Hope Cawdery & Conway, 1971) vist i et pilotstudie, at inficerede dyr voksede
mere end kontroldyrene 1 perioden 4-16 uger efter infektionen.

Andre (Oakley et al, 1979) har tillige vist, at en signifikant reduktion i tilvakst blandt inficerede
kvier sammenlignet med kontrolgruppen, hvilket svarede til at de inficerede kvier gennemsnitlig var
42 dage mere om at nd den enskede veegt pa 330 kg ved samme fodring i de to grupper.

Ifelge flere studier har infektion med Fasciola hepatica ogsé indflydelse pa fertiliteten. Oakley et al
(1979) fandt, at konceptionsraten var signifikant hejere hos kvier uden leverikter ssmmenlignet med
inficerede kvier. Tilsvarende er det vist, at forste brunst optreeder 39 dage senere hos inficerede
kvier i forhold til de ikke-inficerede kvier (Lopez-Diaz et al, 1998). Denne forskel kunne skyldes
den langsommere vakst pa grund af infektionen med Fasciola hepatica, men forseget viste, at
serumkoncentrationen af estrogen var foreget hos de inficerede kvier og dermed afvigede 1 forhold
til det normale niveau. En nyere undersogelse (Charlier et al, 2007) viser ogsa, at jo hgjere niveau
af antistoffer mod Fasciola hepatica i tankmalken desto lengere er kelvningsintervallet i
besatningen.

Et studie (Black & Floyd, 1972) antyder, at behandling for leverikter vil medfere en forbedret
malkekvalitet/torstof i malken. P& besatningsniveau er der en sammenhang mellem et stigende
niveau af antistoffer mod leverikter i tankmelken og et fald i henholdsvis gennemsnitlig arlig
ydelse og melkens fedtprocent (Charlier et al, 2007). Der er dog ingen tilsvarende sammenhang

med malkens proteinprocent.

2.1.4. Immunitet og antistofproduktion

Kvag er tilsyneladende mere resistente over for Fasciola hepatica end far (Boray, 1969), hvilket
ogsd kan ses af den overnavnte beskrivelse af symptomer. Hos far kan leverikter leve 1
galdegangene 1 op til 11 &r (Malone, 1986), mens forseg har vist, at leverikter har en begraenset
levetid 1 galdegangene hos kvag (Ross, 1968, Doyle, 1971). Ved obduktion 21 méneder post
infectio (p.i.) (med 200 metacercarier) var antallet af leverikter reduceret med 75% sammenlignet
med dyr obduceret 2-4 mdr. p.i.. Faldet i antal af ikter viste sig ogsé ved et fald 1 agudskillelse. Tre
maneder p.i. havde alle atten dyr &g 1 faeces og havde maksimal udskillelse frem til 8 mdr. efter
infektionen. Derimod var der ingen &g i 50% af proverne 10-18 mdr. efter infektionen og

tilsvarende var der ingen &g i 70% af preverne 18-26 mdr. p.i.. (Ross, 1968). Ved et andet forsog
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blev antallet af leverikter fundet i leveren reduceret med 85% mellem 16 og 30 uger efter en enkelt

infektion med 750 metacercarier (Doyle, 1971).

Det er ogséd vist, at kveeg er mere resistente ved reinfektion (Boray, 1969, Doyle, 1971, Hope
Cawdery et al, 1977, Kendall et al, 1978). Et forseg har angivet, at antallet af leverikter i leveren
blandt reinficerede dyr kun udgjorde 16% af antallet fundet hos kontroldyrene, som ikke havde
veeret inficeret tidligere (Doyle, 1971). Et andet studie fandt samme grad af resistens, da man kun
fandt 18% af leverikterne hos de reinficerede kalve sammenlignet med antallet af leverikter hos
enkeltinficerede kalve (Kendall et al, 1978). Tilsvarende er fundet af bade Boray (1969) og Hope
Cawdery et al (1977). Et eksperimentelt studie angiver, at modstanden mod reinfektion skyldes
mekanismer 1 forbindelse med penetrering af leveren eller lige efter (Doy & Hughes, 1984).

Resultatet af et nyere studie (Clery et al, 1996) stemmer dog ikke overens med de ovennavnte
studier. I det studie var antallet af leverikter fundet post mortem hos to kvier, der var inficeret en
gang, og hos seks keer, der var kronisk inficeret med Fasciola hepatica, og som blev reinficeret,
stort set ens. Det kan skyldes, at dyrene blev inficeret med flere sma doser (50 metacercarier) over
10 dage modsat de andre forseg, hvor de blev inficeret med en stor dosis (>500 metacercarier).
Dette kunne tyde pd, resistens mod reinfektion ikke udvikles under naturlige forhold med naturlig

smitte (Clery et al, 1996).

Kveeg, der er inficeret med Fasciola hepatica, begynder at producere antistoffer omkring 13 dage
p.i. og antistoftiteren stiger frem mod 100 dage p.i. Der er dog ikke pévist sammenhang mellem
antistofniveauet og antallet af leverikter fundet post mortem (Leclipteux et al, 1998). Et studie
indikerer dog, at lav infektionsdosis kan medfere, at antistoftiteren forst stiger 5-7 uger p.i
(Cornelissen et al, 1999). Flere undersegelser viser, at antistofniveauet falder langsomt efter, at
leverikterne er migreret til galdegangene (Movesesijan et al, 1975, Levieux et al, 1992b). Hvis der
behandles mod leverikter, sker der et hurtigere fald 1 antistofniveauet 1 4-6 méneder efter (Levieux
et al, 1992b, Castro et al, 2000). Tilsvarende stiger antistoftiteren igen efter reinfektion (Castro et
al, 2000). Et studie fra Peru finder endvidere, at der er sma udsving i antistofniveauet hos kvier og

keoer sammenfaldende med sasonandringer i smitteniveauet (Ortiz et al, 2000).
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2.1.5. Diagnostik

En simpel diagnostisk metode er pavisning af &g i faeces. Det er dog forst muligt, nar der er voksne
ikter 1 galdegangene som kan producere @g, dvs. fra 10-12 uger efter infektionen (Torgorson,
1999). Ved et eksperimentelt forseg begyndte de forste kvier at udskille efter 10 uger efter
infektion, men hovedparten udskilte forst efter 15 uger og de sidste forst efter 17 uger (Oakley et al,
1979). Tilsvarende falder/begrenses agudskillelsen fra omkring 10 maneder p.i., da leverikterne,
som navnt tidligere, har begrenset levetid i kvaeg (Ross, 1968, Doyle, 1971). Generelt er
@gudskillelsen lav hos kvaeg (Boray, 1969, Bouvry & Rau, 1986), men den er is&r lav hos voksne
dyr pa grund af deres egede resistens mod infektionen (Boray, 1969, Malone, 1986). Det er fundet,
at udskillelsen af eg varierer fra dag til dag (Boray, 1969), men et studie indikerer ogsa, at
udskillelsen kan variere 1 lobet af et dogn (Dorshman, 1956). En @ldre dansk undersogelse
(Henriksen & Pilegaard-Andersen, 1979) viser, at der er s@sonvariation i den procentvise forekomst
af @g-positive prover, og de topper i december-marts. Det henger fint sammen med at smitten er
storst sidst pa graesningssaesonen (Shaka & Nansen, 1979). Tilsvarende sasonvariation i preevalens
af ®g 1 feces er fundet 1 et andet studie (Bouvry & Rau, 1986), hvor man ogsa fandt, at det
gennemsnitlige antal @g fulgte samme monster.

Der er udviklet flere metoder til pavisning af @ggene, men fordi der er tale om tunge &g er
sedimentation mest anvendelig (Torgorson, 1999). Ved sedimentation af feecesprover med et kendt
antal &g var det kun muligt at finde omkring 30% (Happich & Boray, 1969). En nyere undersogelse
har vist, at sensitiviteten er 69% og specificiteten er 98,3% ved sedimentation af 10 g feces, og
sensitiviteten foreges til 89,6% hvis samme facesprove underseges tre gange (30 g), mens

specificiteten falder en smule til 97,8% (Rapsch et al, 2006).

Der er beskrevet flere serologiske teknikker til diagnosticering af leverikter, hvoraf de fleste er
variationer af ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) (Dorchies, 2006). I dette speciale vil
fokus blive lagt pa studier vedrerende antistoffer mod antigen ”f2”, der er et tegument-antigen fra
Fasciola hepatica (Hillyer, 1980), og undersogelser, hvor det kommercielle ELISA-kit fra Institut
Pourquier, Montpellier, Frankrig bliver evalueret. Dette skyldes, at det navnte ELISA-kit er
anvendt 1 projektets praktiske del.

Et studie viser, at der er god overensstemmelse med forekomsten af leverikter diagnosticeret ved
hhv. fund i leveren ved slagtning eller eegudskillelse i faces og fund af antistoffer mod antigen ”f2”

i serum (Levieux et al, 1992a). Hos kalve, der blev eksperimentelt inficeret (med 700
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metacercarier), begyndte antistoftiteren mod f2” at stige 2-4 uger p.i. og fortsatte med at stige
markant frem til 6 uger p.i.. Efter 14 uger ndede den et plateau og forblev pa det niveau til forseget
sluttede (28 uger). Ligeledes var der en stigning i antistoftiteren hos kalve, som blev naturligt
inficeret pd marken. Dyrene blev lukket pd gres i april og allerede forst i juli var den
gennemsnitlige antistoftiter steget. Hen i november var alle kalve positive mht. antistoffer mod
antigen ”f2” (Levieux et al, 1992c¢).

Det kommercielle ELISA-kit (Institut Pourquier, Montpellier, Frankrig) er blandt andet evalueret af
Reichel (2002), som fandt, at seksten eksperimentelt inficerede kalve alle serokonverterede to uger
p.i. og forblev seropositive hele forseget (84 dage). Antistofniveauet i serum males i en %S/P vaerdi
dvs. prevens indhold af antistoffer 1 procent 1 forhold til en positiv kontrol. Disse %S/P vardier
fordelte sig i to adskilte grupper svarende til hhv. den kendt ikke-inficerede og den kendt inficerede
gruppe af dyr (i alt N =296). Ved denne undersogelse var bade sensitiviteten og specificiteten
meget hej (100%), nér cut-off vaerdien var mellem 54-75 %S/P. Der blev dog ikke fundet nogen
korrelation mellem agudskillelsen, antallet af voksne ikter i leveren og ELISA responset (Reichel,
2002).

Samme ELISA-kit er ogsa blevet evalueret af Molloy et al (2005) pa serum og melk. I
serumpreverne fandt man et minimalt overlap i %S/P vardierne mellem gruppen af dyr fra en ikke-
inficeret besatning og gruppen af dyr med udskillelse af &g i1 faeces. Disse resultater viste, at den
anbefalede cut-off vardi pa 30 %S/P var meget passende. Blandt dyrene i fem inficerede
besatninger var 41,4% positive ved ELISA, mens der kun blev fundet Fasciola hepatica ag i
faecesproverne (6 g undersagt) fra 26,5% af dyrene. Der var kun et dyr ud af 86, som havde &g i
faeces, men var negativ 1 serum ELISA. Der er altsd en hgj sensitivitet pd 98,2% for ELISA’en
blandt de dyr, hvor infektionen er bekraftet via &g i feeces. Der er ogsd fundet en hoj specificitet pa
98,3%, men det er blandt dyrene i en ikke-inficeret besatning og dermed en anden population
(Molloy et al, 2005). At sensitiviteten og specificiteten ikke er beregnet ud fra samme population
blev kommenteret af Leeflang & Bosssuyt (2005), da disse testkarakteristika kan @ndre sig
athangig af populationen. Det kan betyde, at specificiteten ikke er sd hej 1 de inficerede som i de
ikke-inficerede bes@tninger. I en schweizisk undersggelse fandt man, at sensitiviteten var 91,7% og
specificiteten 93,7% for det samme ELISA-kit. Disse tal blev beregnet ved hjelp af Bayesianske
metoder, der tager hojde for at ingen af testene har perfekt validitet og derfor med rimelighed kan

bruges som gold standard test ved evalueringen af en anden test (Rapsch et al, 2006).
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Der er ogsa brugt andre metoder til diagnosticering af leverikter. Blandt andet maéling af
leverenzymer i blodet, hvis koncentration stiger i forbindelse med inflammation og nekrose i
leveren og galdegangene (Torgerson, 1999). Andringer i niveauet af glutamat dehydrogenase
(GLDH) sker, nar der er migration af juvenile ikter i leveren, mens gamma glutamyl transferase
(GGT) stiger i forbindelse med skader i1 galdegangene. Der er séledes en signifikant sammenhang
mellem stigningerne og antallet af ikter fundet post mortem (Leclipteux et al, 1998). Desvarre er
disse leverenzymer ikke specifikke for infektion med Fasciola hepatica, men kan ogsé skyldes
andre arsager til leverskader, hvorfor det ikke er muligt at drage endelige diagnostiske konklusioner
heraf (Torgerson, 1999).

Endelig er der ogsa den mulighed at diagnosticere infektionen post mortem pd baggrund af den
typiske patologi med fibrose af lever og galdegange 1 de kroniske tilfelde (Cullen & MacLachlan,
2001), og det sker hovedsageligt i forbindelse med slagtning/kedkontrol. En undersogelse fra
Schweiz viser, at sensitiviteten er 63,2% ved kedkontrol pa slagteri, hvor specificitet er fastsat til

100% (Rapsch et al, 20006).

Der er altsé stor forskel pad de naevnte diagnostiske metoder. Pavisning af &g er en simpel metode
med meget hgj specificitet og tilstedevarelsen af &g er et sikkert tegn pa en aktiv infektion.
Desvarre er sensitiviteten lav pga. lav @gudskillelse, men den kan eges til vis grad 1 takt med
provens storrelse oges, hvilket dog er tidskraevende. Falsk-negative resultater optraeder ved
sedimentationstesten is@r i perioden mellem dyret er blevet inficeret og inden der er voksne ikter i
galdegangene. Fordelen med antistofmalinger som ELISA er netop, at man kan diagnosticere
sygdommen tidligere i forlebet. Til gengeld er pavisning af antistoffer ikke ensbetydende med en
aktiv infektion, da antistofniveauet kun falder langsomt i forhold til antallet af ikter i galdegangene.
Testen har ogsé en hgj sensitivitet og specificitet sammenlignet med de gvrige metoder.

Ved hjlp af en stigning i leverenzymer er det ogsd muligt at pavise infektionen tidligt i forlabet,
men specificiteten ved denne metode er lav, da disse &ndringer ikke er specifikke for infektion med
leverikter. Fund af de typiske patologiske fund i forbindelse med slagtning viser, at dyret pa et
tidspunkt har varet inficeret, men kan jo ikke bruges ante mortem og siger derfor mest noget om

dyrets og besa@tningens status retrospektivt.
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2.1.6. Udbredelse af Fasciola hepatica i kveeg

En undersogelse fra 1969-71 baseret pa slagtefund hos kvaeg i Danmark viste, at prevalensen af
leverikter var 16,5%. Der var ingen forskel pd prevalensen for hvert af de tre &r, men derimod var
der stor geografisk variation. I Jylland var 19,6% af dyrene inficeret, mens det kun var 9,4% pé Fyn
og Sjelland. P4 Bornholm inkl. de evrige @er var preevalensen helt nede pa 1,6% (Riising et al,
1973).

Et andet dansk studie undersogte forekomsten af leverikter vha. faecesprover 1 arene 1963-77. Det
viste, at praevalensen faldt 1 perioden 1973-77, hvilket kunne henge sammen med, at der var oget
fokus pa bekampelse og kontrol i de ar, men kunne ogsa skyldes en mindre nedbersmangde/faerre
nedbersdage end gennemsnitligt (Henriksen & Pilegaard-Andersen, 1979).

I alt var 10,4% af de over titusinde facesprover, der blev undersogt i det studie, positive for
Fasciola hepatica &g, men der var stor variation blandt de forskellige aldersgrupper. Blandt
kalvene var kun 1,5% positive, mens det var 10,1% blandt kvier/ungkreaturer og 14,4% blandt
keerne. Det kan tolkes som infektion med Fasciola hepatica overvejende fandt sted i 2.
gresningsseson under danske forhold (Henriksen & Pilegaard-Andersen, 1979). Dette kunne
skyldes, at potentielt smittefarlige omréder, dvs. lavtliggende fugtige grasmarker, oftest er
beliggende relativt langt fra garden og kalve derfor sjeldent vil komme til at greesse der (Riising
1971).

Nyere undersogelse baseret péd slagtefund hos 1,4 mio. kveg (svarende til 85-90% af alt kvaeg
slagtet 1 perioden) kunne dog tyde pé, at tendensen til faldende pravalens er vendt. I arene 2000 til
2003 er der i Danmark sket en stigning i antallet af kasserede levere som folge af leverikter fra
0,9% til 3,2% hos malkekvaeg og 2,7% til 8,3% hos kedkvaeg. Ogsa i denne undersogelse var
praevalensen hgjest blandt de @ldre dyr og der var store regionale forskelle med storst forekomst i
Jylland. Samlet set var infektionen til stede 1 hver fjerde besatning. Hvorvidt stigningen skyldes
klimazndringer, oget gresning af marginaljorde, mindre brug af anthelmintikum eller eventuelt en

forbedret registrering pa slagteriet er ikke neermere undersegt (Thamsborg et al, 2005).

Prevalensen i andre lande varierer meget athaengig af vejr og temperaturforhold. For eksempel er
forekomsten hej 1 Irland pga. milde temperaturer og meget nedber (Dorchies, 2006). Et irsk studie
viste, at 65% af dyrene havde leverikter eller patologiske forandringer sfa. leverikter ved slagtning
(Murphy et al, 2006). I et land som Schweiz er den sande prevalens pa baggrund af flere

diagnostiske metoder ca. 18% (Rasch et al, 2006). Et &ldre engelsk studie viste en samlet pravalens
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pa 21% baseret pd slagtefund, men bekreftede ogsé at praevalensen er hejest 1 de vestlige egne med
mest nedber (Froyd, 1975). En nyere opgerelse viser, at prevalensen har varet stigende de senere
ar pga. mildere, fugtigere vejr samt at infektionen har spredt til de estlige egne af Skotland
(Mitchell, 2002). Tilsvarende er forekomsten af Fasciola hepatica eget i East Anglia, England og
det kan skyldes oget nedber om sommeren samt gget afgresning af fugtigere naturomrader

(Pritchard et al, 2005).

2.2. Salmonella Dublin

Salmonella enterica subspecies enterica serovar Dublin (Salmonella Dublin) er en gramnegativ
bakterie, som tilherer familien Enterobacteriaceae (Larsen & Aalbak, 2000) og er en af de mere
end 2500 Salmonella serotyper der findes (Grimont et al, 2000). Det er kvagets vartsadopterede
Salmonella-type (Larsen & Aalbak, 2000) og er den hyppigste arsag til kvaegsalmonellose i
Danmark (Anonym, 2007a). Som navnt i indledningen er Salmonella Dublin en zoonose, men den
er ikke arsag til som s& mange humane tilfelde som de egvrige Salmonella typer i Danmark. Der er

dog alligevel tale om vigtig zoonose, da der er stor overdedelighed blandt de humane tilfelde

(Helms et al, 2003).

2.2.1. Patogenese og symptomer

I langt de fleste tilfaelde optages Salmonella Dublin oralt (Nazer & Osborne, 1977, Radostits et al,
2000). Smitte via konjuktiva eller luftveje er vist eksperimentelt (Nazer & Osborne, 1977), og ogsd
smitte via pattekanalen er beskrevet (Spier et al, 1991).

Ved oral infektion giver en dosis 10°-10° colony forming units (CFU) akut sygdom, mens
intraduodenal infektion giver tilsvarende sygdom ved en dosis pa 10*-10° CFU. Det skyldes, at den
orale dosis reduceres pga. forholdene i1 rumen og abomasom (Nazer & Osborne, 1977). Invasionen
af bakterierne sker via tarmveaggen i den terminale ileum og caecum, og der sker spredning til de
lokale lymfeknuder (Hall et al, 1978, Radostits et al, 2000). Infektionens videreudvikling afhenger
af faktorer som dyrets alder og immunstatus samt bakteriens virulens. Hvis der sker spredning
udover de lokale lymfeknuder, sker det forst til leveren og derfra videre til blodbanen. Den
systemiske infektion kan dermed give anledning til septikeemi med dertil herende symptomer

(Radostits et al, 2000).
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Salmonella Dublin kan medfere sygdom hos kveag i alle aldre, men symptomerne ses ofte forst
blandt kalve mellem ti dage og tre maneder (Rings, 1985). Perakut sygdom med septikeemi er mest
almindelig hos kalve op til et par uger gamle. Symptomerne er depression, toksemi, feber, dyspno
og svaghed. Diarre kan forekomme, men er ikke almindeligt (Radostits et al, 2000). Oftest der
kalven med kun fa kliniske symptomer indenfor 24-48 timer, men forlgbet kan vere helt ned til fa
timer (Rings, 1985).

Diarre er det dominerende symptom hos akutte infektioner hos kalve over en uge og voksne dyr
(Radostits el al, 2000). De typiske symptomer er feber, slovhed, manglende appetit samt diarre med
blod, men der er betydelig variation (Wray & Davies, 2000). Salmonella Dublin kan ogsa medfere
pneumoni, polyarthritis, osteomyelitis og meningoencephalitis hos kalve (Rings, 1985).

Den kroniske form optraeder ofte hos kalve @ldre end 6-8 uger. Symptomerne er utrivelighed,
nedsat tilveekst, los faeces/diarre, let forhgjet temperatur samt unormalt hdrlag (Rings, 1985). Som
folgetilstand er tor gangraenes nekrose af ekstremiteterne, f.eks. erespidser, halespids og distalt pé
benene beskrevet (Nadalian & Bolourchi, 1998, Radostits et al, 2000).

Hos kvag ses ogsa abort som felge af Salmonella Dublin, enten samtidig med andre symptomer
eller som det eneste symptom pa infektionen (Hughes et al, 1971). En underseagelse viste, at abort
var det eneste kliniske fund i 86 ud af 111 tilfaelde af abort, hvor Salmonella Dublin blev fundet
som agens. Hovedparten af aborterne fandt sted mellem sjette og ottende dregtighedsmaned

(Hinton, 1974).

2.2.2. Persisterende smittebeerere

Der er en tendens til, at Salmonella Dublin producerer persisterende, raske smittebarere, som pa

engelsk betegnes carriers. Disse dyr er uden symptomer, men udskiller bakterier enten kontinuerligt

eller lejlighedsvis 1 faeeces gennem langere tid (Wray & Davies, 2000). Det er muligt at opdele

smittebaererne i tre typer (Richardson, 1973):

— Passive smittebaerere, som optager bakterien oralt, hvorefter den passer gennem tarmkanalen og
udskilles 1 feces.

— Latente smittebarere, hvor bakterien via tarmkanalen invaderer forskellige vav og bliver som
en passiv infektion eventuelt med intermitterende udskillelse 1 faces.

— Aktive smitteberere med en persisterende infektion i tarmen, hvilket medferer en konstant

udskillelse af bakterier i1 faeces.
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Stress menes at kunne medfere reaktivering af latent infektion samt eget udskillelse af bakterier og
det underbygges af flere studier. McCaughey et al (1971) fandt, at der var hejere forekomst af
udskillelse blandt kvaeg, som havde varet transporteret i lengere tid, sammenlignet med dyr, der
havde en kort transporttid. Andre studier fandt ogsé, at transport i syv timer medferte udskillelse af
bakterier i feces hos kalve, der ellers ikke havde udskilt i fem uger. Fund af bakterier i flere organer
antydede sammen med udskillelsen af bakterier, at der var tale om latente smitteberere, som var

blevet reaktiveret af transporten (Grenstel et al, 1974a, Gronstel et al, 1974b).

Der er ikke afklaret, hvorfor nogle dyr bliver persisterende smittebarere. Risikoen for at blive
smitteberer afthanger af alder og laktationsstatus. Sandsynligheden for at blive smittebarere er
hgjere hos dyr, der bliver inficeret som kvier (dvs. mellem et &r gamle og forste kaelvning) og keer
omkring kelvning (+/- 70 dage fra kelvningsdatoen) sammenlignet med keer i midt- og

senlaktationen (Nielsen et al, 2004b).

Antallet af smittebzrere varierer betydeligt mellem de forskellige undersogelser. Ifelge Smith et al
(1992) antages det, at 1-2% af keerne i inficerede bes@tninger er raske smittebarere. Tilsvarende
havde omkring 3% af alle dyr en hej antistoftiter op til 17 maneder efter et Salmonella-udbrud
(Hoorfar et al, 1996). Derimod fandt Nielsen et al (2007), at hele 7,7% af dyrene i smittede
besatninger havde en persisterende hej antistoftiter og derudover havde 26,4% af dyrene en

moderat hoj antistoftiter i kronisk smittede besatninger.

2.2.3. Immunrespons

I forbindelse med en Salmonella Dublin infektion bestar det specifikke immunrespons bade af en
celluleer og humoral del (Holt, 2000), men kun produktionen af antistoffer vil blive omtalt her. Det

skyldes, at antistofferne bruges i forbindelse med diagnostik.

Hos kalve i alderen 6-7 uger, som blev inficeret oralt med Salmonella Dublin, var der en signifikant
stigning 1 IgM 15 dage p.i. og tilsvarende 1 IgG 20 dage p.i.. Antistofniveauet forblev hejt under
resten af studieperiodens 56 dage (Robertsson, 1984). En anden undersogelse, at niveauet af
antistoffer 1 serum stiger efter eksperimentel oral infektion af voksne dyr og topper 10-76 dage p.i..

Herefter falder antistoftiteren gradvist og nar det oprindelige niveau omkring 100-140 dage p.i..
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Hvorimod antistoftiteren forbliver hgj 1 mere end 360 dage hos de dyr, som menes at vare raske
smittebaerere (Smith et al,1989). Andre studier har ogsd fundet raske smittebarere ved hjelp af

vedvarende hgje antistofniveauer (Spier et al, 1990, Smith et al, 1992).

Antistofresponset ved Salmonella Dublin infektion afhenger af dyrets alder. Ifelge et studie
producerede kalve under 11 uger ikke antistoffer (IgG og IgM) mod Salmonella Dublin bakteriens
lipopolysakkarider 2-4 uger p.i., mens der hos kalve over 11 uger var en stigning i antistofniveauet i
samme periode (DaRoden, 1992). En korrelation mellem alder og antiniveau er ogsd fundet i et
andet studie. I en besatning blev raske smittebaerere udpeget ved hjelp af gentagende hgje
antistofmalinger og to grupper (8 keer og 5 kalve) blev fulgt seks méneder efter udpegningen. 1
starten, da kalvene var 7,5 mined gamle, var deres antistofniveau signifikant lavere end blandt de
otte koer. I lobet af de seks maneder steg antistofniveauet blandt kalvene og ndede samme niveau

som keerne. Baggrunden for forskellen i antistofniveau kendes ikke (House, 1993).

2.2.4. Diagnostik
Salmonella Dublin kan diagnosticeres ved bakteriologisk dyrkning af faeces og organer. I et aldre

studie blev bakterien isoleret fra minimum et vaev post mortem hos 20,8% af 183 kalve, der var
yngre end tre maneder. Blandt de kalve, som havde minimum en positiv vaevspreve, var 44,7%
positive ved dyrkning fra rektalsvaber (Richardson & Fawcett, 1973). I et andet studie var kun
3,35% af fecesproverne positive fra otte koer, der alle var raske smittebarere ud fra gentagende
hoje antistofmalinger, og 17,26% var positive fra fem kalve, som ogsa var raske smitteberere.
Diagnosticering af smitteberere ved dyrkning af faecesprover er derfor vanskelig pga. den
intermitterende udskillelse af bakterier (House et al, 1993). Ved en evaluering af bakteriologisk
dyrkning fra faeces, hvor specificiteten er sat til 1, var sensitiviteten 6-14% athengig af dyrenes

aldersgruppe i smittede besatninger uden klinisk udbrud (Nielsen et al, 2004a).

Der er pa baggrund de begransninger, der er ved en bakteriologiske dyrkning, udviklet andre
metoder til diagnosticering, blandt andet ELISA (Barrow, 2000). I forbindelse med det danske
overvagningsprogram for Salmonella Dublin i kveeg anvendes ELISA metoden, der er beskrevet af
Nielsen & Ersbell (2004). Det er indirekte ELISA for antistoffer mod “O”-antigen LPS.
Antistofniveauet méles i %ODC, som er en baggrundskorrigeret méling af en preves optiske

densitet 1 forhold til en positiv kontrolpreve. Overordnet var testen god (dvs. havde det storste areal
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under receiver operating characteristic (ROC) kurven) hos dyrene i alderen 100-299 dage. Hos
kvaeg eldre end 300 dage var testen moderat god, mens den hos dyr under 100 dage var darlig
(Nielsen & Ersbell, 2004). Et andet studie har vist, at sensitiviteten og specificiteten varierede i de
naevnte aldersgrupper ved samme cut-off vardi. Ved en cut-off verdi pd 50 %ODC var
sensitiviteten 0,21 blandt dyrene, der var under 100 dage gamle, 0,77 hos dyrene i alderen 100-299
dage og 0,59 for dyrene over 300 dage. Specificiteten var henholdsvis 0,96, 0,95 og 0,89 for de tre
aldersgrupper. Hvis cut-off vardien blev senket til 25 %ODC steg sensitiviteten henholdsvis til
0,46, 0,85 og 0,73, mens specificiteten faldt til 0,89, 0,88 og 0,76 for de tre aldersgrupper (Nielsen
et al, 2004a).

Udpegning af raske smittebarere kan ogsa ske ved hjelp af antistofmalinger (ELISA) (Smith et al,
1989, Spier et al, 1990, House et al, 1993), da disse som navnt havde en hegj koncentration af
antistoffer gennem en langere periode (maneder). Derfor anbefales tre antistofmalinger over en
periode pd minimum 120 dage for at afskille smittebarere fra midlertidige inficerede dyr (Smith et
al, 1992). Der er ingen klare retningslinier for, hvornar antistoftiteren er hgj, men ifelge et studie

(Smith et al,1989) har smittebarerne en ELISA-titer pa omkring 90 ODC%.

Der er dog undersogelser, hvor det ikke har veret muligt at finde bakterien hos alle de dyr, som er
identificeret som smittebarere vha. gentagne heje ELISA-mélinger. I et studie med to grupper
bestaende af henholdsvis kalve og keer var der positive dyrkninger fra organer post mortem fra 4 ud
af 5 kalve og kun 3 ud af 8 keer. Alle dyrene havde haft gentagende hgje ELISA-malinger og havde
udskilt bakterier pd& minimum et tidspunkt (House et al, 1993). En anden undersogelse viste, at der
kun var positive dyrkninger fra organer post mortem fra mindre end halvdelen af de dyr, som havde
haft heje antistofmalinger igennem leengere tid. Derudover var der et positivt dyrkningssvar fra et af
de fire seronegative kontroldyr (Hoorfar et al, 1996). Ved et nyere studie fandtes ingen udskillelse
af bakterier 1 malk eller feeces i en kortere periode (8-14 dage) fra ti dyr, som var mistaenkte
smittebarere (hej antistoftiter i mere 180 dage). Dette var pa trods, at dyrene havde varet udsat for
stress 1 forbindelse med transport og var blevet immunsupprimeret med injektion af dexamethason.
Ved obduktion blev der udtaget vav til dyrkning, men der var kun positive dyrkninger fra tre af
dyrene (30%) (Lomborg, 2006, Nielsen et al, 2007).

Pa& baggrund af gentagne ELISA-médlinger ved et observationsstudie i fjorten bes@tninger blev

dyrene (over syv méneder) grupperet i fire risikogrupper: 1. Persisterende hgj antistofniveau (>80
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ODC%), 2. Moderat hgj antistofniveau (50-80 ODC%), 3. Middel — lav antistofniveau (25-50
ODC%), 4. Lav antistofniveau (<25 ODC%). Sandsynligheden for at udskille bakterier 1 faeces, dvs.
positiv ved dyrkning, var afth@ngig af bade risikogruppe og alder, sd jo yngre jo sterre udskillelse.
Det var en signifikant sterre sandsynlighed for en positiv faecesprave blandt dyrene i risikogruppe 1

og 2 sammenlignet med grupperne 3 og 4 (Nielsen et al, 2007).

Ud fra ovenstéende ses det, at ingen af anvendte metoder til diagnosticering af Salmonella Dublin er
perfekte. Brug af dyrkning har den fordel, at bakterien pavises direkte og derfor har en hej
specificitet. Dertil kommer muligheden for at typebestemme bakterien. Ulempen er derimod meget
lav sensitivitet, hvilket resultere 1 mange falsk-negative. Det galder iser 1 forbindelse med
udpegningen af raske smitteberere, da de har intermitterende udskillelse af bakterier og ofte lav
koncentration af bakterier. Ved at bruge ELISA pavises Salmonella Dublin indirekte via antistoffer.
Der er dog individuelle forskelle i antistofproduktionen og den athanger af, hvor mange gange
dyret har medt bakterien. Traditionelt er raske smitteberere blev udpeget ved hjelp af en hgj
antistoftiter gennem laengere tid, men den metode udfordres af flere nyere studier, da det kun er

muligt at isolere bakterier fra omkring 30% af de mistankte smittebarere.

2.2.5. Epidemiologi

I april 2007 er 83,5% af de malkeleverende besatninger i Danmark i Niveau 1 ifelge det nationale
overvagningsprogram, hvilket vil sige at de sandsynligvis er fri for smitte med Salmonella Dublin
pa baggrund af tankmalksmalinger. De ovrige 16,5% af bes@tningerne er i Niveau 2 eller 3, det vil
sige, at der henholdsvis er en vasentlig risiko for Salmonella Dublin i besatningen (antistoffer i
tankmelk, kontakt med smittede besatninger) eller der er pavist Salmonella Dublin bakterier i

besatningen (Anonym, 2007b).

Salmonella Dublin adskiller sig fra andre serotyper ved en tendens til at persistere i besatning
gennem flere ar. I en lukket malkekvagsbesatning var Salmonella Dublin isoleret flere gange i
lobet af et tre 4rs studie (Wray et al, 1989). Arsagen til dette er overvejende den intermitterende
udskillelse af bakterier fra raske smittebaerere (House et al, 1993), men Salmonella Dublin udskilles
ogsé 1 faeces fra akut smittede dyr (Wray & Davies, 2000). Overforslen af bakterier fra smittebeerer

til kalv har stor betydning for smittespredningen i besetningen (Richardson, 1973).
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2.3. Sammenhang mellem Fasciola hepatica og Salmonella Dublin

infektioner

2.3.1. Eksperimentelle studier

Flere eksperimentelle studier har vist, at infektion med Fasciola hepatica eger modtageligheden for
Salmonella Dublin hos kveag (Aitken et al, 1976, Aitken et al, 1978b). Begge studier var designet,
sa en gruppe af dyrene fik tusind metacercarier oralt og 13 uger efter blev alle dyrene 1 begge
grupper inficeret intravenest med Salmonella Dublin (dosis 10°-107). Resultatet var i begge tilfzlde,
at infektion med leverikter nedsatte den letale dosis af Salmonella Dublin. Tilsvarende viste det ene
studie (Aitken et al, 1978b), at udskillelse af Salmonella Dublin i feces var sterre og
leengerevarende blandt dyr inficeret med leverikter sammenlignet med dyr uden ikter. Ved
obduktionerne 26 uger efter infektionen med Salmonella Dublin (dosis 10°- 5x107) blev bakterien
isoleret fra flere vaev hos de dyr, som var inficeret med ikter, mens de dyr uden leverikter stort set
var fri for Salmonella Dublin. Altsa tyder det pa, at infektion med leverikter disponerer for
forlenget infektion dvs. en persistent infektion.

Et andet forseg viser dog, at den viste effekt afthanger af intervallet mellem smitten med
henholdsvis Fasciola hepatica og Salmonella Dublin (Aitken et al, 1978a). Igen blev en del af
dyrene inficeret med leverikter (1000 metacercarier oralt) mens alle blev inficeret intravengst med
Salmonella Dublin (dosis 10’-10%). Dette skete med enten 1 eller 25 ugers interval. Blandt de dyr,
som var inficeret med 10° bakterier efter 25 uger, var effekten den samme som den tidligere
beskrevet ved 13 ugers interval. Derimod var der ingen forskel blandt dyr uden leverikter og de,
som var inficeret med leverikter en uge tidligere. Ved en dosis pa 10’ bakterier fandtes ingen effekt
af infektionen med leverikter.

Der er ogsa lavet forsgg, hvor dyrene blev inficeret oralt med Salmonella Dublin (Hall et al, 1981).
I den ene gruppe blev dyrene inficeret med Salmonella Dublin 13 uger efter de havde faet indgivet
1000 metacercarier ligeledes oralt. Ved den anden gruppe fik dyrene to doser af Salmonella Dublin
ti uger efter de var inficeret med leverikter forste gang. Den forste dosis Salmonella Dublin blev
givet dagen inden og den anden dagen efter, at dyrene fik den anden dosis af metacercarier. Alle var
givet oralt. Ved ingen af de to eksperimenter blev modtageligheden for Salmonella Dublin eget, der
var ingen forgget spredning af smitte fra tarmen og ingen af dyrene inficeret med leverikter blev

persisterende fakale udskillere.
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Infektion med leverikter pavirkede heller ikke overlevelsen efter reinfektion med Salmonella
Dublin (inficeret intravenest) hos kveag, som tidligere var blevet inficeret med Salmonella Dublin
enten oralt, intravenest eller efter kontakt med en persistent udskiller (Aitken et al, 1981).

En underseogelse af immunresponset mod blandt andet Salmonella Dublin hos kvaeg med leverikter
viste, at leverikte-infektionen ikke svaekkede produktionen af antistoffer (mod antigenerne ”O” og
”H”). Der var stor individuel variation i antistofsvaret mod Salmonella Dublin, men der var ikke

forskel mellem grupperne med og uden leverikter (Aitken et al, 1979).

Der er altsé studier som angiver, at infektion med leverikter ager modtageligheden for Salmonella
Dublin. Men det tyder ogsa, at effekten af athenger intervallet med de to infektioner og at dette kan
keedes sammen med Fasciola hepaticas udvikling i veerten. Sammenhengen er dog kun vist ved
intravenegs Salmonella Dublin infektion, hvor bakterierne i store doser hurtigt nar leveren. Det har
dog ikke varet muligt at vise sammenhangen ved orale infektion, som ellers er den hyppigste

smitteve;j.

2.3.2. Epidemiologiske studier

Blandt besatninger i det nordvestlige England blev Salmonella Dublin hos voksne dyr
diagnosticeret ved hjalp af dyrkning. Om der var forekomst af Fasciola hepatica pa besatningerne
blev fastlagt udfra om det var et kendt eller mistenkt ikte-omrade og brug af rutinemaessig
behandling. 1 alt mentes 142 af besatningerne at have leverikter og blandt disse var der
diagnosticeret Salmonella Dublin pa de 48 (dvs. 33,8%). Blandt de 81 besatninger, som
formodedes at vaere at vere fri for leverikter, var 16 positive for Salmonella Dublin (19,8%). Der
var altsa en signifikant hgjere preevalens af Salmonella Dublin blandt besatninger med leverikter,
men studiet melder ikke noget om eventuelle underliggende &rsager til denne sammenhang
(Richardson & Watson, 1971).

Et @ldre hollandsk studie (Dijkstra, 1973) viser, at der i arene 1970-72 var et markant fald i antallet
af positive prever ved dyrkning for Salmonella Dublin i fecesprover. I samme periode var der
ligeledes et stort fald i1 antallet af facesprever, som var positive med leverikte-eg ved
sedimentation. Den reducerede forekomst af leverikter kan ifelge forfatteren tilskrives oget
behandling (med et ikke-baktericidt middel) samt to terre somre 1 1970 og 1971, og dette menes at
have medfert faldet i Salmonella Dublin forekomsten. Det kan dog ikke udelukkes, at de terre
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somre har haft en direkte indflydelse pa Salmonella Dublin-niveauet snarere end faldet i leverikte-
forekomst.

I en nesten tilsvarende irsk undersegelse (Taylor & Kilpatrick, 1975) blev alle fecesprover
indsendt til parasitologisk undersegelse i perioden 1968-73 ogsé undersegt for Salmonella Dublin.
Nar man sa pa antallet af positive prever for henholdsvis leverikter og Salmonella Dublin for hvert
af de seks ar var der en positiv korrelation pa 0,85. Det vil sige, at de &r, hvor der var mange
positive for leverikter var der ogsd mange positive for Salmonella Dublin. Hvis man derimod sé pa
antallet af positive prover indenfor hver af de seks ar, var der ingen signifikant sammenhang ved en
y* test (0=0,01). Det konkluderes derfor, at de to infektioner er uafheengige af hinanden, men at de
pavirkes af de samme eksterne faktorer. Ligeledes menes det, at forekomsten af begge infektioner
topper 1 oktober-november som folge af deres individuelle sygdomsdynamik og ikke péd grund af en
sammenhang mellem de to infektioner.

I et fransk case-control studie (Morisse & Cotte, 1994) af risikofaktorer for salmonellose udtog man
prover i otte besatninger (cases) med nyligt udbrud af Salmonella (ogsé andre typer end Salmonella
Dublin) og seks lignende raske besatninger (controls). Salmonella blev fundet ved hjelp af
dyrkning fra rektalsvabere, og Fasciola hepatica blev diagnosticeret pa baggrund af antistoffer
(ELISA). Bade antallet af positive og niveauet af de positive reaktioner var ens blandt dyrene i de to
grupper, sé der var tilsyneladende ingen sammenhaeng mellem de to infektioner.

Et case-control studie fra Holland (Vaessen et al, 1998) viser, at der var en signifikant
sammenhang mellem leverikter og Salmonella Dublin (OR=14,16, P=0,0059). Casene var
besatninger, hvor der var diagnosticeret Salmonella Dublin efter juli 1993 og kontrolbesatningerne
var udvalgt 1 samme omrade. Om der var leverikter i bes@tningen blev fastslaet ved hjelp af et
sporgeskema til landmendene, og det blev ikke bekraftet ved diagnostik. Forfatterne nevner selv
muligheden for, at landmandene er mere bevidste om leverikteinfektion, nar de ved, at de er

Salmonella Dublin positive.

Resultaterne fra de udferte epidemiologiske studier er ikke entydige. De studier, som fandt en
sammenhang er udfert pd besetningsniveau, hvorimod der i et studie pd dyreniveau ikke blev
fundet nogen sammenhang. P4 baggrund af disse blandende resultater vil det derfor veere oplagt
med en ny undersggelse af den eventuelle ssmmenhang mellem de to infektioner, is@r da der er

sket en forbedring af metoder til diagnosticering af begge infektioner.
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3. MANUSCRIPT

Association between Fasciola hepatica

and Salmonella Dublin infections in dairy heifers

3.1. Introduction

Experimental studies indicate an association between liver fluke (Fasciola hepatica) infection and
infection with Salmonella Dublin in cattle. Liver fluke infection increases the susceptibility of
animals to the lethal effect of Salmonella Dublin and predisposes them to the development of a
carrier state (Aitken et al, 1978b). An effect on the response to Salmonella Dublin is found, when
the animals are infected with liver flukes 13 or 25 weeks previous, respectively. But no effect was
found with one week between the infections (Aitken et al, 1978a, Aitken et al, 1978b).

Several epidemiological studies have been conducted to investigate the role of Fasciola hepatica
infection as a risk factor for infection with Salmonella Dublin. One study found that among herds
diagnosed with Salmonella Dublin the presumed prevalence of Fasciola hepatica was significantly
higher than among herds that were free from Salmonella Dublin (Richardson & Watson, 1971).

A Dutch study showed a decrease in liver fluke infections over a period of seven years, which the
authors attributed to a combination of treatment with antihelminthetics and dry summers. In the
same period, the number of Salmonella Dublin infections also decreased. Based on these results, the
author concluded that the control of liver fluke decreased the number of Salmonella Dublin
infections (Dijkstra, 1973).

Another study found that the presence of the two infections in the animals was independent.
However the authors found a positive correlation between the annual number of the two infections
over a six year period. This study concluded that it was due to the fact that the two infections are
influenced by the same external factors (Taylor & Kilpatrick, 1975). Likewise, a French study did
not find any difference in the Fasciola hepatica infection levels between herds with Salmonella
infections and the control herds (Morisse & Cotte, 1994). In contrast, a Dutch study found that liver
fluke infection and Salmonella Dublin infections were highly associated at the herd level. The

presence of liver flukes in the herds was based on questionnaire and the authors mention that the
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farmers might be more conscious of liver fluke infection, when they are aware their herds are
positive for Salmonella Dublin (Vaessen et al, 1998).

The primary aim of this field study was to investigate if there was an association between liver
fluke infection and Salmonella Dublin infection at the animal level in Danish dairy cattle. This was
investigated using serology to diagnose the two infections in seven dairy herds assumed to be
naturally infected with both infections. A control program for Salmonella Dublin has just been
initiated in Denmark with the purpose of eradicating the infection before year 2014. Therefore it
was of relevance to study if an association between Fasciola hepatica and Salmonella Dublin is
taking place in co-infected herds and thereby making it difficult to eradicate Salmonella Dublin in

these herds. Secondly, two diagnostic methods for Fasciola hepatica were evaluated.

3.2. Materials and methods

3.2.1. Study design and sampling

The study was designed as a cross-sectional study with follow-up (Ersbell et al, 2004). The target
population of this study were Danish herds with co-infections of Fasciola hepatica and Salmonella
Dublin.

The inclusion criteria for herds were: Salmonella Dublin ODC% > 50 in bulk milk collected every
quarter of the year for a minimum of one year; more than 1 case of liver fluke recorded at meat
inspection over the last year; heifers on pasture in 2005 and 2006; no treatments against liver flukes
during the last two years; and a minimum of approximately 50 heifers aged 10-30 months.

Seven dairy herds, all located in Jutland, Denmark, were identified and signed in by their local
veterinarian, who was contacted through a mailing list for Danish bovine practioners. Information
about the herds and the number of sampled animals in each herd can be seen in table 3.1. All the
herds, except B, have had high Salmonella Dublin antibody levels in bulk milk since 2001, when it
was tested for the first time. Accoring the the level of antibodies in bulk milk, herd B was infected
in 2003.

From each herd about fifty heifers that had been on pasture at least once were randomly selected.
The selection was in some herds affected by practical circumstances, for example the possibility of

handling the heifers; the age range was between eight and thirty-six months.
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Tabel 3.1 Information about the seven herds (A-G) from the Danish Cattle Database and the

number of samples from each herd.

Herd

A B C D E F G

Production type anven- anven- Organic  Organic anven- anven- anven-
tional tional tional tional tional

Number of cows 109 240 179 313 114 140 97
Number of heifers 76 198 195 257* 118 138 80
- over 24 months 18 58 23 79 29 16 18
- 12-24 months 27 50 88 137 46 60 28
- under 12 months 31 90 84 41* 43 62 34
Breed % SDM 93% 92% 63% 43% 70% 99% 97%
Number of heifers a3 50 57 49 47 49 47
blood sampled
- FGS 33 28 25 32 12 32 20
- SGS 10 22 27 17 35 17 27
Number of heifers 71 1 20 20 1 21 1
faecal sampled
- FGS 12 10 10 15 7 10 9
- SGS 9 11 10 5 14 11 12

* Heifers in the age 6-12 months.

Each herd was visited three times during the study. The first round of visits was in early/mid

December 2006, the second round in mid January 2007 and the last visits were in late

February/early March 2007. At each visit a blood sample from the coccygea vein was collected

from all the selected heifers for detection of antibodies against Fasciola hepatica and Salmonella

Dublin. Faecal samples for egg counts were collected per rectum from ten randomly selected heifers

following their first grazing season (FGS) and ten heifers following their second grazing season

(SGS). The same heifers were sampled at each visit. At the first visit blood samples were also

collected from about ten of the calves aged 3-6 months in order to evaluate the level of Salmonella

Dublin transmission in the herd.
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3.2.2. Analyses of samples

3.2.2.1. Fasciola hepatica ELISA
Blood samples were centrifuged. Serum was collected and stored at —18°C until tested. All samples

were analysed for specific antibodies against Fasciola tegument antigen “f2” using a commercial
ELISA kit Pourquier® ELISA Fascioliasis serum and milk verification (P05120) (Institut Pour-

quier, Montpellier, France). The manufacturer’s instructions (Anonymous, 2006) were followed.

The result was calculated as an S/P ratio for each sample by the following formula:

% S/P = corrected OD450 sampic / mean corrected OD450 positive control X 100%

Where the corrected OD450 ampie Was calculated by substracting the OD450 value obtained from an
uncoated well from the OD450 value from a coated well. Similarly, the two corrected positive
controls were calculated and a mean corrected OD450,sitive control Was found. For validation of the
results, the mean corrected OD450p0sitive control had to be >0.350 and the ratio between the mean
corrected OD450pitive control and the mean corrected OD450 yegative control had to be greater than, or

equal to 3.5.

If the % S/P was above 30, the sample was considered positive. Accordingly, if the % S/P was

under or equal to 30 then the sample was considered negative.

A part of the samples (N=84) were run twice on the same ELISA plate to evaluate their precision
(Houe et al, 2004). For animals where the sample was run twice the final % S/P value was a mean
of the two measurements. A number of other samples (N=76) were also run twice on different
ELISA plates to evaluate the variation between plates. For these animals the %S/P value used was

the first measurement.

3.2.2.2. Faecal egg count
Faecal samples were collected per rectum and were stored at 4°C. Formaldehyde (4%) was added as

fixative in the ratio 1:50. The samples were examined by a sedimentation technique described by

Henriksen (1966), which was modified by using 2 grams faeces for detection of Fasciola hepatica

eggs.
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3.2.2.3. Salmonella Dublin ELISA
The blood samples were sent to the authorized laboratory, Eurofins, Holstebro, who performed the

Salmonella Dublin ELISA. The method used was detecting antibodies directed against Salmonella
Dublin O-antigen based lipopolysaccharide and has been described by Nielsen & Ersbell (2004).

The antibody response was measured by an ODC%-value, which is a background corrected
proportion of the test sample OD to a positive reference sample. The ODC% was calculated by the

following formula:

ODC% = (ODsample_ ODneg ref) / (ODpos ref = ODneg ref) x 100%

Where ODgampic is the mean value of two test wells; ODnpeg rer and ODps rer are the mean values of
four reference wells in the ELISA plates. The scale of ODC% runs from 0 to approximately 200
ODC%.

All heifers with two or three ODC%-values from the repeated sampling were divided into risk

groups using the following criteria (modified after Nielsen et al, 2007):

Risk group I: ~ The most recent sample above or equal to 50 ODC% or the average of the last (up
to) three samples above or equal to 50 ODC%. This group was considered to have

a moderate to high risk of being a persistently infected carrier animal.

Risk group II:  The average of the last (up to) three samples was below 50 ODC% and the most
recent sample also was below 50 ODC%. This group was considered very low risk

of being a persistently infected carrier animal.
Animals in risk group I have previously been shown to have significantly higher probability of

having Salmonella Dublin faecal culture positive samples than animals in risk group II (Nielsen et

al, 2007).
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3.2.3. Statistical analyses

The statistical analyses were performed in the statistical software package SAS® version 9.1. Some

of the graphics were made in Microsoft Excel.

For evaluation of Fasciola hepatica ELISA the correlation between two measurements on the same
ELISA plate and on two different ELISA plates was found, respectively. Pearson’s correlation

coefficients were calculated and the correlations were also evaluated by linear regression.

For analyses of infection status of the heifers, several of the variables were dicotomized. Fasciola
hepatica ELISA were assumed positive or negative according to the cut-off value of the test. The

faecal egg count was positive by the finding of at least one egg. The Salmonella Dublin status were
dicotimised into two risk groups. Mainly, the descriptive analyses have focus on the occurrence of
infection (prevalence of positive vs. negative), but regarding to faecal egg count also the number of
eggs in 2 grams were described. Fisher exact test was used for testing if there were significant
differences in prevalence between groups. The probabilities of being Fasciola hepatica positive by
the two methods, ELISA and faecal egg count, were tested by the McNemar test. Sensitivity and
specificity were calculated for the Fasciola hepatica ELISA by using faecal egg count as a gold

standard.

A logistic analysis was performed to test several possible risk factors’ influence on the probability
of being Fasciola hepatica positive by ELISA. The risk factors were Fasciola hepatica status by
faecal egg count, herd and number of seasons on pasture. This statistical procedure was chosen,
because the values for the Fasciola hepatica ELISA were not normally distributed and were

segregated in to two groups.

The association between Fasciola hepatica ELISA status and Salmonella risk groups was tested

using a Fisher exact test. In all the analyses, the significance level used was 0.05.
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3.3. Results

3.3.1. Evaluation of Fasciola hepatica ELISA

In total, 84 samples were analysed twice on the same ELISA plate to evaluate their precision (figure
3.1.). Pearsons correlation coefficient between the duplicate measurements was 0.996 (P<0.0001).
By linear regression the intercept was —0.19 (se,=2.58, P=0.94) and the slope was 0.9958 (sep=0.01
P<0.001).
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Figure 3.1 Comparison of duplicate measurements of 84 samples on the same Fasciola hepatica ELISA

plate.

In total, 76 samples were analysed twice on different ELISA plates to evaluate the variation
between the ELISA plates. They were all samples from heifers that changed ELISA status

(positive/negative) during the study period. The results are illustrated in figure 3.2.
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Figure 3.2 Double measurements of 76 samples on different Fasciola hepatica ELISA plates.

-30 .



Manuscript

Pearsons correlation coefficient was 0.955 between the two measurements on the different ELISA
plates (P<0.0001). If evaluated by linear regression the intercept is 6.27 (se,=7.79, P=0.42) and the
slope is 1.08 (se,=0.04, P<0.001).

Five samples changed classification. Three went from positive to negative, but of these two had
values just over the cut-off value at the first measurement. Furthermore, two samples went from

negative to positive with one of these being very close to the cut-off value at the first measurement.

The variation between the ELISA plates can also be evaluated by the mean corrected positive
control and the mean corrected negative control values. The average of the mean corrected positive
control is 0.503 (95% confidence interval 0.471-0.535) (N=30 plates) with a minimum value of
0.285 and a maximum value of 0.753. For the mean corrected negative control the average is 0.005
(95% confidence interval is -0.003 — 0.012) and a minimum value and maximum value of —0.031

and 0.093, respectively.

3.3.2. Prevalence of Fasciola hepatica

3.3.2.1. Serology
Figure 2.3 shows the distribution of the ELISA values (% S/P) from all three rounds (N=1011). For

each round separately the distributions were almost identical (not shown). The histogram shows
that the % S/P values divide up into two clearly separated groups with no values in the range 80-100
%S/P. The cut-off value of 30 suggested by the ELISA kit manufacturer was between the two main
parts of the values, but not in an area with no values. Therefore there are few values which fall close

to the cut-off value.
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Figure 3.3 Histogram showing the distribution of the % S/P values from all heifers in all three rounds
(N=1011) where the values were <0 they were set to 0. Likewise, if values >200 were set to 200. The arrow

indicate the cut-off value %S/P = 30.

The individual prevalence of Fasciola hepatica in all heifers in the seven herds defined as positive
by a minimum of one positive sample in ELISA was 40% (N=337 heifers).The variation between
herds was considerable, ranging from 12 to 89%. Among heifers after FGS the prevalence was
significantly lower (23%, N=182) than for heifers after SGS (61%, N=155) (P<0.0001).

Figure 2.4 shows the prevalences after respectively FGS and SGS for each herd. In four of the herds
(B, D, E and F), the prevalence was significantly higher among heifers after SGS than among
heifers after FGS (P<0.001 — 0.009). In another two herds, A and G, the differences were borderline
significant with P-values 0.066 and 0.148. In herd C the prevalenses were almost equal (NS).
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Figure 3.4 The seroprevalence of Fasciola hepatica (based on at least one positive ELISA in three rounds of
sampling) for heifers after respectively FGS and SGS for each herd.

In some of the herds, the distribution of Fasciola hepatica positive heifers was clearly dependent on
which paddock they had been grazing. In herd A the FGS heifers were grazed on two paddocks, one
near the farm (home) and another rented field (away from the farm). Heifers on the paddock near
the farm had a much higher prevalence (61%, N=18) than the heifers on the other paddock (0%,
N=11) (P=0.004).

In herd E, SGS heifers were grazing two paddocks. One of the paddocks was a normal grass field
near the farm, while the other was an Environmentally Sensitive Area (ESA). Among the heifers
that have been grazing near the farm, the prevalence was lower (36%, N=14) than among heifers

grazing the ESA (100%, N=16) (P=0.001).

Figure 3.5 shows the prevalence for heifers after FSG and SGS for each of the three rounds, which
shows a tendency of increasing prevalence during the period, but they are not significantly diffent.
Neither for the total prevalence per round (1* round: 36.6%, N=328, 2™ round: 37.7%, N=321, 31
round: 40.1%, N=302). The average of %S/P values was 134.3 in the 1% round, 144.3 in the 2™
round and 142.0 in the 3" round.
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Figure 3.5 The prevalence of Fasciola hepatica (positive in ELISA) for heifers after respectively FGS and
SGS for each round.

Figure 3.6 shows the development in heifers” ELISA values during the study period for each farm.
As mentioned earlier the ELISA values generally fall neatly into two separate groups. In two of the
herds F and G, none of the heifers change Fasciola hepatica status (positive/negative) during the
study period and their % S/P values are clearly separated into a positive and a negative group. The
picture is very similar in two other herds C and D and they only differ from the former two herds by
each having a heifer that changes status from negative to positive between the first and second visit.
In herd A, most of the heifers stayed either positive or negative during the study period. A couple of
heifers went from negative to positive between the first two visits, and one of these returned to
negative status at the third visit. Another heifer had just the reverse development. Several of the %
S/P values of the heifers after SGS decreased towards the end of the period (but stayed positive).
The heifers in herd B mainly stayed either positive or negative during the period like as the other
herds. Similar to some of the other herds, a few heifers went from being negative to being positive
between the first two visits. For a couple of the heifers, the % S/P values decreased during the
period, but stayed positive, and both were heifers after SGS. In this herd, a small group of heifers
had % S/P values just above the cut-off value (i.e. positive) at the start of the period, but all
decreased and became negative.

Also in herd E, there is a clear difference between the positive and a negative group. There was a
general increase in % S/P values between the first and the second visit, and some heifers changed to

positive status. As in herd A, two heifers changed status twice during the period.
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Figure 3.6 Development in Fasciola hepatica ELISA during the study period for the heifers in each of the
seven herds (A-G).

3.3.2.2. Faecal egg count
In total, there were fifty faecal samples with a positive egg count in the three rounds (N=405). The

positive samples were from 41 of the heifers (N=145), which resulted in an overall prevalence
(positive in at least one sample) of 28%. Table 3.2 provides an overview of the heifers that had at
least one positive faecal egg count. Only five heifers had two positive samples and just two tested
positive in all three samples. The table also shows that there were heifers with a positive faecal egg
count in all the seven herds, but there was considerable variation in the number of positives (2-16
heifers) between the seven herds and with that the prevalence varied (10-67 %). The prevalence in
heifers after FGS (16%, N=73) was lower than in heifers after SGS (40%, N= 72) (P=0.0017) based

positive egg counts.
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Table 3.2 An overview of grazing patterns, ELISA results and result of faecal egg counts in heifers with at

least one positive faecal egg count in seven dairy herds. (See table 3.1 for the number of samples collected)

Faecal egg count (ep2g)

Herd Heifer Pasture ‘
ELISA 1% round 2" round 3" round

1498
1502
1504
1528
2388
2530
2538
2543
2595
2725
2180
2336
1703
1710
2415
1724
2470
2607
3028
3068
3082
3088
3089
3110
1769
1796
1835
2089
2090
2109
2155
2157
2164
2170
2171
2183
2205
2212
2217
2222
2233

Number of egg positive samples 13 17 20
Number of samples 143 134 128
Pasture: 1: one season on pasture, 2: two seasons on pasture. ELISA: +: positive in at least one sample;
-: negative in all samples. Faecal egg count: # ep2g, . : missing sample.
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The number of eggs found in the samples with a positive faecal egg count varied between 1 and 20

ep2g, but in general were very low (table 3.3). More than half of the positive faecal egg counts had

_47 -



Manuscript

just one egg in two grams of faeces. Thereby, the mean number of egg passage was 0.40 ep2g for

all the faecal samples and the mean number of eggs among the positive samples was 3.2 ep2g.

Table 3.3 Distribution of number of eggs in the samples with a positive faecal egg count

Fp2e #T;tc?;. i

2 3 4 5 6 8 11 15 20 samples eggs
1" round 8 1 2 0 1 0 0 1 0 13 36
2" round 9 3 1 1 1 0 1 1 0 0 17 46
3“round 10 1 2 0 3 1 1 1 0 1 20 78
Total 27 5 4 1 5 1 2 2 1 1 50 160

If the results were studied separately at each round the prevalence was 9% in the 1* round (N=143),
13% in the 2™ round (N=134) and 16% in the 3" round (N=128). The results were not significantly
different, but they showed a tendency of increasing prevalence during the study period i.e. from
December to March. Similarly, the mean number of eggs in all the faecal samples increased during
the study period from 0.25 ep2g in the 1*' round to 0.34 ep2g in the 2™ round and to 0.61 ep2g in

the 3™ round.

3.3.2.3. Association between Fasciola hepatica ELISA and faecal egg count results
In the group of faecal sampled heifers (N=145) the overall prevalence (i.e. positive in at least one

sample) of Fasciola hepatica was 47% and 28 % by ELISA and faecal egg count, respectively. This
results in a significantly (P<0.0001) different probability of being tested Fasciola hepatica positive
by the two methods (McNemar test — table 3.4).

Table 3.4 McNemar test evaluating probabilities for being Fasciola hepatica positive by the two methods,

ELISA and faecal egg count (+:positive in at least one sample; -: negative in all samples)

Faecal egg count

Total
+ -
+ 32 36 68
ELISA . 9 68 77
Total 41 104 145
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As shown in table 3.4, less than half of the sero-positive heifers were positive in the faecal egg
count. On the other hand nine of the sero-negative heifers had a positive faecal egg count. All of
these nine heifers were only positive in one sample and only had 1 ep2g except from two sero-

negative heifers that had 2 ep2g and 3 ep2g, respectively.

The effect of changed cut-off values was evaluated. If the cut-off value for the Fasciola hepatica
ELISA was changed to 25, 20 or 15 respectively, the number of sero-negative heifer with positive
egg count stayed unchanged (cut-off at 25) or decreased to 7 (cut-off at 20 or 15), as the prevalence
of ELISA positive increased slightly. This indicates that only two of the sero-negative heifer with
positive egg count can be due to an ELISA value just below the cut-off value (border line).
Equivalent to that, the cut-off value can be changed up to 80, 100 or 200, which causes the
prevalence of ELISA positive to decrease slightly and the number sero-negative heifers with

positive egg count to increase to 11.

By using the data in table 3.4 based on the 145 faecal sampled heifers the sensitivity of the Fasciola
hepatica ELISA was 0.78 with the faecal egg count as a gold standard and the specificity was 0.65.

There is a significant difference in the probability of being tested Fasciola hepatica positive by the
two methods, when the heifers are divided into two groups according to the number of seasons on

pasture (FGS (P=0.013 ), SGS (P=0.004)).

If the probability of being tested Fasciola hepatica positive by the two methods were compared at

each round separately they were also strongly significant different (P<0.0001).

3.3.2.4. Model for the probability of being Fasciola hepatica positive by ELISA
By using the data from the 145 blood and faecal sampled heifers a logistic analysis was performed.

All three risk factors, Fasciola hepatica status by egg count, herd and number of seasons on
pasture, were tested in the model (see bilag 1) and all were significant (table 3.5) The probability of
being Fasciola hepatica positive by ELISA is significantly lower among heifers that are Fasciola
hepatica negative due to faecal egg count than among heifers with a positive faecal egg count when
taking herd and seasons on pasture into account. Similarly the probability of being Fasciola

hepatica positive by ELISA is significantly lower among FGS heifers than among SGS heifers
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taking faecal egg count status and herd into account. When taking faecal egg count status and
seasons on pasture into account the probability of being Fasciola hepatica positive by ELISA was

significantly different in the seven herds.

Table 3.5 Results of logistic analysis describing the probability of being Fasciola hepatica positive by

ELISA (positive in at least one sample).

Variable Level B SE P-value
Intercept 27.7 0.69 <0.0001
Egg' 0.02

0 -1.24 0.55
1 0.00 0.00
Pasture’ 0.003
1 -1.36 0.46
2 0.00 0.00
Herd <0.0001
A -25.53 0.72
B -26.26 0.72
C -28.33 0.93
D -27.10 0.81
E -25.99 0.91
F -27.04 0.00
G 0.00 0.00

"'1: positive defined as at least one positive faecal egg count, 0: negative, no positive egg count.

* 1: FGS, 2: SGS
The probabilities of being Fasciola hepatica positive by ELISA (positive in at least one sample),

when taking account for seasons on pasture (FGS/SGS) and Fasciola hepatica status by faccal egg

count (positive in at least one sample) for each of the herds are illustrated in figure 3.7.
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Figure 3.7 The model predicted probabilities of being Fasciola hepatica positive by ELISA (positive in at
least one sample), when taking account for number of seasons on pasture (FGS/SGS) and Fasciola hepatica

status by faecal egg count (positive in at least one sample) for each of the herds.

The probabilities for each herd in figure 3.7 reflects the prevalence in the herds. Herd G differs
from the others by having a predicted probability for being Fasciola hepatica positive equal to 1
independent of faecal egg count status and seasons on pasture. The remaining six herds have a
uniform pattern. In these herds the probability of being Fasciola hepatica positive is lowest among
heifers that are Fasciola hepatica negative due to faecal egg count and are heifers after FGS. The
probability increases considerably among heifers after FGS that are Fasciola hepatica positive due
to faecal egg count. Among the heifers after SGS with a negative Fasciola hepatica status accor-
ding to faecal egg count, the probabilities of being Fasciola hepatica ELISA positive are slightly
higher than among Fasciola hepatica egg positive heifers after FGS. Compared to this group the
probabilities increase considerably among heifers after SGS with a positive Fasciola hepatica status

by faecal egg count.
Interaction between these three risk factors were investigated by the model. When including the

interaction between herd and Fasciola hepatica positive by egg count plus the interaction between

herd and number of seasons on pasture the model could not converge. No significant interaction
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was found between Fasciola hepatica positive by egg count and number of seasons on grass
(P=0.12).

3.3.4. Salmonella Dublin ELISA

The Salmonella Dublin ELISA results from the first round are shown in figure 3.8 for each of the
seven herds. These graphs show the ODC% vs. age. There are relatively few with high ODC% i.e.
above 50 ODC%.

At the first round, calves between were sampled and examined by ELISA. These are also seen in
figure 3.8 and show that there is most likely very limited or no transmission of Salmonella Dublin
among this age group (3-6 months) in herds E, F and G. In the other four herds A, B, C and D most
of the calves have been exposed to Salmonella Dublin and have produced antibodies.

Among the heifers between eight and thirty-six months of age, the number of heifers with a high
ODC% 1i.e. above 50 were low in all seven herds. But in three of the herds, D, F and G, there was

only one heifer with a high ODC%.
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Figure 3.8 Antibodies levels vs. age in the seven herds (A-G) in the first round in December 2006.

Figure 3.9 illustrates how the ODC% for each heifer changed over the study period in the seven
herds. The ELISA test results for the same heifer are on the figure joined together with linies
despite the fact that the ODC% values between the sampling days are not known. These graphs
show no clear segregation into a positive and a negative group as in the Fasciola hepatica ELISA.

Figure 3.9 also shows that there are few heifers with high ODC%.
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Figure 3.9 Development in Salmonella-ELISA during the study period for the seven herds (A-G).

The Salmonella Dublin status of each heifer is defined on the basis of at least two ELISA values
during the study period. As a result of the average ODC% value and the development of the same
the heifers are divided between the two risk groups described earlier. The number of heifers in each
group distributed over herds is shown in figure 3.9.

In total, only twenty-two heifers (6.7%) belong to risk group I. The remaining 308 heifers make up
risk group II. On herd level, the number of heifers in risk group I varied from zero to six (0.0-
14.3%), so risk group II accounts for the majority of the heifers in all the herds (85.7-100.0%).
Thirteen of the heifers in risk group I are heifers after FGS (N=181) and the nine were heifers after
SGS (N=149).
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Figure 3.9 Number of heifers in the two risk groups for each of the seven herds (A-G).
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3.3.5. Association between Fasciola hepatica and Salmonella Dublin

On the basis of the Fasciola hepatica ELISA, a heifer was said to be positive if at least one sample
is positive (i.e. over the cut-off value = 30 %S/P). With regard to the Salmonella status, the heifer
was said to be positive if it belongs to risk group I. These definitions provide the data shown in
table 3.5. Only 22 heifers (6.7%) were Salmonella sero-positive and only five of these were also
sero-positive regarding to Fasciola hepatica. Based on these data, there was no apparent association

between the two infections (P=0.12).

The relative risk for having Salmonella Dublin is 0.45 when being positive in Fasciola hepatica
ELISA compared to being negative in in Fasciola hepatica ELISA (95% confidence interval 0.17-
1.18).

Table 3.5 Salmonella Dublin infection in relation to Fasciola hepatica infection for 330 heifers in seven
dairy herds (P=0,12).

Salmonella Dublin

Total
+ -
+ 5 126 131
Fasciola hepatica  _ 17 182 199
Total 22 308 330

The prevalence of Salmonella Dublin among 330 heifers was 6.7% and the prevalence of Fasciola
hepatica was 40.0%. If the two infections are independent, the prevalence of heifers with both
infections would be 2.65% with a 95% confidence level between 0.91-4.38%. In this case the
prevalence is 1.5% and not significantly different (i.e. contained in 95% confidence level). This
implies that in order for there to have been a significant association between the infections, the
prevalence of both infections should have been under 0.91% which means three or less heifers
positive for both infections, or the prevalence should have been over 4.38%, which means a number

of heifers on 15 and upwards that were positive regarding both infections.
If the relative risks found in this study are representative of the full population of heifers in herds

with the two infections, the number of animals that should have been sampled to get a significant

result was almost twice the current sample size.
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In table 3.6 and 3.7 the heifers were divided into two groups according to number of seasons on
pasture (FSG vs. SGS) there were still no association between Fasciola hepatica and Salmonella
Dublin (P(FGS)=0.7, P(SGS)=0.16).

Table 3.6. Salmonella Dublin infection in relation to Fasciola hepatica infection for 181 FGS heifers in
seven dairy herds (P=0,74).

Salmonella Dublin

Total
_l’_ -
+ 2 40 42
Fasciola hepatica  _ 11 128 139
Total 13 168 181

Table 3.7. Salmonella Dublin infection in relation to Fasciola hepatica infection for 149 SGS heifers in
seven dairy herds (P=0,16).

Salmonella Dublin

Total
+ -
+ 3 86 89
Fasciola hepatica  _ 6 54 60
Total 9 140 149

3.4. Discussion

Evaluation of Fasciola hepatica ELISA

The Fasciola hepatica ELISA in this study had a very strong correlation between two ELISA mea-
surements on the same ELISA plate and a slightly lower correlation between measurements on two
different ELISA plates. Similarly, only a small variation in mean corrected positive and negative

values were found between plates. This shows a good precision for ELISA measurements.

Of the five samples that changed status (positive/negative) from the first to second measurement,
three were close to the cut-off value. The remaining two had a large difference between the two
measurements and can possibly be related to an error in performing the test. It should also be noted

that the samples were from heifers that changed infection status during the study, so they are not
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randomly selected. The majority of the ELISA values segregated into two groups with a clear
separation above and below 80-100 % S/P. This level was not coincident with the cut-off (30 %
S/P) value suggested by the manufacturer of the ELISA kit. The distribution of S/P ratios (%) found
in this study was in good agreement with previous studies in cattle using the same commercial
ELISA kit. In these two studies, the two groups of %S/P values corresponded to a group of non-
infected and infected animals, respectively (Reichel, 2002, Molly et al, 2005).

Four heifers changed status (positive/negative) twice during the study with big variations in %S/P
values. This seems very unlikely, for example a positive-negative-positive sequence, to be explai-
ned by a natural phenomenon. It is probably due to a mix up of the samples, which is supported by
the results from the double measurements described earlier. In this study a heifer is defined as
Fasciola hepatica positive in ELISA when having minimum one positive sample. By this definition
a heifer, who had the status negative-positive-negative in the study period, was defined to be
positive even if it was unlikely to be true. This has not been taken into account, because of very

limited number of heifers with such ELISA-patterns.

Seroprevalence of Fasciola hepatica

The animal level prevalence of Fasciola hepatica according to the ELISA (positive at least one
sample) was 40% (N=337) with considerable variation between the herds. Overall, the prevalence
was higher among heifers after SGS than after FGS, which was also the case in all the herds except
one. This result may indicate that infection with Fasciola hepatica mainly take place during the
second season on grass or the number of infected animals build up over time. This was also
described in a previous Danish study based on faecal samples, where the infection was rare among
calves and the prevalence increased with age (Henriksen & Pilegaard-Andersen, 1979). Based upon
slaughterhouse registrations, the prevalence is highest in older cattle, but it is also high among cattle
grazing marginal land (Thamsborg et al, 2005). Results from two of the herds in this study showed
that the distribution of Fasciola hepatica infection was dependent on which paddock they had been
grazing and thus clearly on the environment of the paddock. So the lower prevalence among heifers
after FSG may be explained by the fact that they are grazing on drier paddocks, whereas heifers at
their SGS are grazing on more wet paddocks. According to a British study, the prevalence of
Fasciola hepatica was associated with the presence of Environmental Sensitive Areas (Pitchard et

al, 2005). The difference in prevalence after FGS and SGS, respectively, can also be due to a low
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infection during the first season on grass, which does not cause an increase in antibodies against
Fasciola hepatica. One experimental study indicates that a low infectious dose may delay the
occurrence of seroconversion to 5-7-weeks p.i. (Cornelissen et al, 1999). Normally it occurs 2-4

weeks p.i. ( Levieux et al, 1992b, Leclipteux et al, 1998).

The main part of the heifers in all the seven herds were either positive or negative in the Fasciola
hepatica ELISA over the whole study period, which gave in an almost steady prevalence in the
three rounds of visits. It can be explained by the fact that the study period was in December-March
and thereby at least two months after the highest level of transmission in paddock, which in
Denmark is the period July-August to October (Shaka & Nansen, 1979) and antibodies can be
produced against Fasciola hepatica antigens 2-4 weeks p.i. (Levieux et al, 1992b, Leclipteux et al,
1998). So the prevalences in the three rounds are almost steady and not significantly different, but
showed a weak tendency to increase between the first and second round. Similarly the average of
the %S/P values increased from December to January. This can be explained by transmission late in
the grazing season and late housing. In some heifers a weak tendency for decreasing %S/P values
was seen at the end of the study period. Other studies have shown that the antibody level slowly
decreases after the liver flukes have migrated to the bile ducts (Movesesijan et al, 1975, Levieux et
al, 1992a). It is likely the tendency to decreasing ELISA values in the end of the study period can
be explain by this biological phenomenon, because it is several months after transmission on the

paddock and liver flukes have had time to reach the bile ducts during the study period.

Faecal egg count for Fasciola hepatica and association with ELISA

The prevalence of Fasciola hepatica according to a positive faccal egg count at least one sample
was 28% in the heifers subject to faecal sampling (N=145). In this group of heifers the prevalence
according to ELISA was 47%. Positive egg counts were found in all seven herds and the prevalence
of Fasciola hepatica based on egg counts was higher among heifers after SGS than after FGS. In
general the number of eggs was low as excepted, because of the fact the cattle shed low numbers of
eggs (Boray, 1969, Bouvry & Rau, 1986), especially adults because of their resistance to infection
(Boray, 1969). Only few heifers had more than one positive sample during the study, which can be
explained by the variation in egg counts from day to day (Boray, 1969) and further the analytic
sensitivity of this method is low (Happich & Boray, 1969). One study found a sensitivity equal to

0.69 when using 10 g faeces by a Bayesian technique, where no gold standard was used (Rapsch et
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al, 2006). In the present study only 2 g were examined and thereby a considerably lower sensivity
must be excepted. Both the prevalence and mean number of eggs in the samples for each round
showed a tendency to increase during the study period, but it was not significant. In accordance
with these results two previous studies have shown that egg excretion is characterized by a peak
from December to March (Henriksen & Pilegaard-Andersen, 1979, Bouvry & Rau, 1986). This, like

the peak in ELISA, depends on the time of transmission and the time for housing.

As mentioned, the prevalence of Fasciola hepatica depend on the method used for diagnosis. The
prevalence estimate is higher when using the ELISA (47%) compared to the faecal egg count (28%)
among the 145 heifers, from which both blood and faeces were collected. Similar results are found
in another study, where the prevalences were 41% by ELISA and 27% by faecal egg count (Molly
et al, 2005). When comparing the two methods, the probability of being positive (i.e. positive at

least one sample) was significantly different.

By using the faecal egg count as gold standard, the sensitivity and specificity for the ELISA were
0.78 and 0.65, respectively. Both test characteristics are found to be higher in other studies. The
sensitivity has previously been estimated to be in the range of 92.7%-100% and the specificity was
between 93.7-100% (Reichel, 2002, Molly et al, 2005, Rapsch et al, 2006). The lowest sensitivity
and specificity was found by not using a gold standard (Rapsch et al, 2006). The low specificity in
this study is due to the fact that only about half the heifers that are positive in the ELISA have a
positive egg count. This can be explained by the low detection probability of eggs (low analytic
sensitivity of the method) and the fact that antibodies are present in the blood after the liver flukes
are no longer present in the bile ducts. These reasons can also account for the difference in
prevalence by the two methods. The sensitivity is low, because of the 41 heifers with a positive egg
count nine are negative in the ELISA. In other studies, the specificity of egg count is considered to
be very high (Rapsch et al, 2006), so the possibility of false positive is very unlikely. Lowering the
cut-off value of the ELISA has only minor effect, which indicates that the negative ELISA status is
not due to border line sample value. Further, the heifers with a positive egg count and negative
ELISA status can be explained by the possibility that no seroconversion has taken place yet. The
manufacturer of the ELISA kit writes in the instructions that in rare cases the animal has Fasciola
hepatica infection without producing specific antibodies (Anonymous, 2006). A low infectious dose

may delay the occurrence of seroconversion to 5-7-weeks p.i. (Cornelissen et al, 1999).
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Model predicting the probability of being Fasciola hepatica by ELISA

The model showed that faecal egg count, number of seasons on pasture and herd were significant
risk factors for being Fasciola hepatica positive by ELISA. The predicted probabilities depended
on prevalence in the herds. The probability of being Fasciola hepatica ELISA positive is higher
after SGS than after FGS. The fact that the probability for being Fasciola hepatica ELISA positive
is higher in heifers with a positive egg count show that there is a strong association between
shedding of eggs and an ELISA response. But the probabilities of being Fasciola hepatica ELISA
positive were not zero when the heifers have a negative egg count. This can be explained by the

specificity of the ELISA not being less than one. These results confirm the earlier described results.

Prevalence of Salmonella Dublin

The results from Salmonella Dublin ELISA shown that transmission was very limited among the
young stock in three of the seven herds. This was despite the fact that the farmers were no action
taking to reduce the transmission and the herds had had high antibodies in the bulk milk for a
minimum of four years. The development of Salmonella Dublin ELISA values for the heifers in
each of the seven herds show that there is not a clear segregation into a positive and a negative
group. Therefore, determining the true infection status of the heifers is difficult. A recent study
(Nielsen et al, 2007) divided the animals into groups based on repeated ELISA values and found
that on average, above 50 ODC% caused an increased risk of having Salmonella Dublin faecal
culture positive samples than animals with an average below 50 ODC%. Based on that study the
heifers in this study were grouped into two risk groups. Only 22 (6.7%) heifers were in risk group I
(higher risk of faecal shedding). The number of risk group I heifers in each herd varied from 0 to 6.
The total number of heifers in risk group I was considerably less than expected in several of the
herds. Nielsen et al (2007) found about 34% with persistently high ODC% values in chronically
infected herds. Again this can be due to the fact that transmission of Salmonella Dublin was less

than excepted in several of the herds.

Association between Fasciola hepatica and Salmonella Dublin

Based on the Fasciola hepatica ELISA status and Salmonella Dublin risk groups, no significant
association between the two infections was found. The prevalence of heifers with both infections
was 1.5% and thereby in between the limits of 95% confidence level for the prevalence when the

two infections are assumed to be independent given the data in this study (131 Fasciola hepatica

-62 -



Manuscript

positive, 22 Salmonella Dublin risk group I). Of the 22 Salmonella Dublin positive heifers only five
were positive in the Fasciola hepatica ELISA, whereas 17 were negative. This indicates a tendency
of lower prevalence of Salmonella Dublin among Fasciola hepatica positive heifers. When
investigating the association among heifers after FGS and after SGS separately, the same tendency
is seen towards a lower prevalence of Salmonella Dublin among the heifer Fasciola hepatica
ELISA positive, particular so among the heifers after SGS. However, the data do not provide
enough heifers with both infections or Salmonella Dublin alone to say this tendency was significant.

To do so the sample size had to be almost twice the current.

The lack of association between the two infections in this study agrees with an other study Taylor &
Kilpatrick (1975), who also investigated on the animal level, but using different diagnostic methods.
Similar Morisse & Cotte (1994) did not find any difference in number and level of Fasciola
hepatica ELISA positive animals in herds with and without Salmonella. On the other hand, the
results from this study are contrary to the studies that found an association between the two
infections, but these are investigated on herd level (Richardson & Watson, 1971, Vaessen et al,
1998). Because of the opposing results it is difficult to make a definitive conclusion regarding the
association between infection with Fasciola hepatica and Salmonella Dublin, but is seems most
likely that the association is due external factors, like climate, as suggested by Taylor & Kilpatrick

(1975).

In conclusion, this study did not find any association between Fasciola hepatica and Salmonella
Dublin, but the result showed a small tendency towards lower prevalence of Salmonella Dublin in
Fasciola hepatica ELISA positive heifers. The prevalence of Salmonella Dublin positive heifers in
the seven herds was considerably lower than excepted from the bulk milk ELISA. The prevalence
of Fasciola hepatica varied in the seven herds and was very high in some of the herds. The results
showed that the prevalence in heifers after SGS was higher than after FGS, which was also found in
previous studies. The difference in prevalence by the diagnostic methods used for Fasciola hepatica
was similar to other studies, even though the sensitivity and specificity of the ELISA were lower

than found by others.

Based on this study further investigations could be focusing on which external factors that could be
common for the infections. Obvious factors are climate and wetter conditions, but this can require a

data for at least several years. The results from this study also show that Fasciola hepatica ELISA
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could be used as a diagnostic tool instead of sedimentation. But caution should be taking in old
cattle, because the present of antibodies against Fasciola hepatica show that the animal had had the

infection at some point, but not necessarily at present active infection.
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4. KLINISKE REGISTRERINGER

4.1. Introduktion

Gode kvier er vigtige 1 malkekvagsbesatninger, da de er fremtidens malkekoer og dermed
grundlaget for fremtidens produktion. Det er derfor vigtigt, at kvierne er sunde og raske samt har
den enskede tilveekst. Flere studier har vist, at infektion med Fasciola hepatica kan give nedsat
tilvaekst afthangig af graden af infektionen, og de inficerede kvier er dermed leengere tid om at nd en
vis vaegt (Hope Cawdery et al, 1977, Oakley et al, 1979). Det er derfor relevant at undersege om
der er en effekt af infektion med Fasciola hepatica i de syv besatninger, der indgar i dette studie,

da infektionen forekommer i flere af bes@tningerne med hej pravalens (se afsnit 3).

Formalet med denne del af specialet er derfor at vurdere kviernes sundhed og trivsel, herunder
specielt deres storrelse og estimeret vagt, i forhold til deres Fasciola hepatica infektionsstatus
fundet ved ELISA. Baggrunden for disse underseogelser er de kliniske registreringer af kvierne, som

blev foretaget i forbindelse med indsamlingen af blod- og faecesprover ved besetningsbesggene.

I denne del af specialet anvendes en del af resultaterne fra rapporten - Vurdering af kviers vakst.
Resultater fra projekt ”Styring af kvieproduktionen” - der er udarbejdet af Fisker et al (2003), hvis
formal var at udvikle nogle redskaber til vurdering af kviers vaekst. Den bygger pa data indsamlet i
femten besatninger og dermed mélinger af 2053 kvier af forskellig race. Den antages derfor at vere
reprasentativ for kvier 1 danske malkekvegsbesatninger og dermed ogsd for de syv besatninger,

som indgér 1 dette studie.

4.2. Materialer og metoder

4.2.1. Studiedesign

Generelt med hensyn til studiedesign, udvelgelse af besatninger samt udvelgelse af kvier i

besatningerne henvises der til beskrivelsen af studiet 1 afsnit 3.
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4.2.2. Kliniske registreringer
De kliniske registreringer blev foretaget af i alt fem personer, som i det folgende vil blive omtalt

som person 1-5. I forste runde blev registreringerne i alle syv besatninger foretaget af samme
person, person 1. Ved de folgende to runder af besog blev registreringerne foretaget af forskellige
personer (person 1-5), dog blev alle registreringerne ved et besgg i en besatning foretaget af samme

person.

I forbindelse med alle bes@tningsbesogene blev der foretaget folgende kliniske registreringer af alle

de deltagende kvier:

4.2.2.1. Harlag
Der blev foretaget blev en vurdering af harlaget efter folgende skala (modificeret efter Rousing et

al, 2001): 1: Normal blank, 2: Mat, 3: Mat med skaldannelse, 4: Mat med hudinfektion. Skalaen

var ikke yderligere beskrevet eller illustreret.

4.2.2.2. Huld
Kviernes huld blev vurderet visuelt og 1 nogle tilfelde ved hjelp af palpation.

Huldvurderingssystemet, der er udviklet af Jim Ferguson, Pennsylvania State University, blev
anvendt (bilag 2). Skalaen gar fra 1-5 og er inddelt med kvarte point. Huldscore 1 svarer til en
meget mager ko og huldscore 5 til en meget fed ko. Der blev foretaget et mindre antal
dobbeltvurderinger (N=8, N=9) for at vurdere enigheden mellem henholdsvis person 1 og 3 samt

person 1 og 5.

4.2.2.3. Hoftebredde
Kvierne blev malt pa det bredeste sted pa hoftehjernerne (tuber coxae) (figur 4.1) ved hjelp af et

laserstangmal (Kruuse). Hoftebredden blev ikke brugt til vurdering af kviernes storrelse eller til

beregning af vaegt og vil derfor ikke blive omtalt yderligere.

4.2.2.4. Krydshgjde
Krydshgjden blev mélt lige mellem hoftehjornerne ved overgangen mellem laend og korsben (figur

4.1 og 4.2) og ligeledes ved hjalp af et laserstangmal (Kruuse). Det blev tilstrabt, at kvien stod lige
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pa alle fire ben pd et plant underlag, mens den blev méilt. Der blev udfert dobbeltmalinger pé et
antal kvier af person 1 (N=27), person 2 (N=8), person 3 (N=8) og person 4 (N=5) for at vurdere
malingernes pracision (Houe et al, 2004). Tilsvarende blev nogle kvier mélt af bade person 1 og
person 3 (N=8) og af person 1 og person 5 (N=9) for at vurdere pracisionen af mélingerne udfort af

forskellige personer (Houe et al, 2004).

Figur 4.1 Tllustration af, hvor henholdsvis krydshgjde (billedet til venstre) og hoftebredde (billedet til hgjre)
males ved hjzlp et laserstangmal (Bundgaard, 2003).

4.2.2.5. Brystomfang
Ved den sidste runde af besatningsbesogene blev der mélt brystomfang pa stort set alle de

deltagende kvier. Disse mélinger blev ogsd foretaget af flere forskellige personer (person 2-5), men
af samme person i hver bes@tning. Brystomfanget blev malt lige bag skulderbladene, hvor det er
mindst (figur 4.2), og det blev angivet i cm. For at vurdere precisionen malte bade person 1 og 2

elleve kvier (Houe et al, 2004).
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Figur 4.2 Tllustration der viser, hvor pa kvien der méles krydshgjde (angivet med B pa tegningen til venstre)

og brystomfang (tegningen til hajre) (Fisker et al, 2003).

4.2.2.6. Estimeret veegt
Vagten kan estimeres alene udfra brystomfang ved hjlp af felgende formel for kvier af racen

SDM Dansk Holstein (SDM) (Fisker el at, 2003):
Log(vaegt) = 5,5719 + 2,7387 x bryst)

Hvor bryst; = log(brystomfang) — 5.

Det er ogsa muligt at estimere vagten udfra brystomfang, krydshejde og huld ved hjelp af denne
formel for kvier af racen SDM (Fisker et al, 2003):
Log(veegt) = 3,3878 + 1,8829 x bryst; + 0,02387 x kryds + -0,00005 x kryds* + 0,03471 x huld

Hvor bryst; = log(brystomfang) — 5.

De to formler er, som navnt for SDM kvier, da den estimerede vagt athanger af racen (Fisker et al,
2003). I dette studie estimeres vaegten pa kvier af bade racerne SDM og Dansk Redbroget Holstein
(DRH) ved hjelp af de nevnte formler, da der i dag er taet slegtskab mellem de to racer og de
avlsmaessigt er meget ens (Fogh et al, 2006). Sa i forbindelse med beregning af estimeret vegt
indgér kun kvier, som er registreret som SDM eller DRH, mens kvier af racerne Red Dansk

Malkerace (RDM) og Dansk Jersey samt krydsninger ikke indgar.
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4.2.2.7. Feeceskonsistens
Fecesproverne, som blev udtaget ved alle tre besggsrunder, fik vurderet konsistens i forbindelse

med sedimentation 1 laboratoriet. Konsistensen blev vurderet visuelt og folgende vurderingsskala
blev brugt: 0: Fast gedning (typisk staldfodret), 1: Normal, 2: Bled, 3: Tydelig diarre, 4: Vandig.
Der er ikke foretaget nogen opgerelser eller analyser, hvori feeceskonsistens indgar og den vil derfor

ikke blive omtalt yderligere.

4.2.3. Statistiske analyser
De statiske analyser er udfert i SAS® version 9.1. Flere af graferne er lavet i Microsoft Excel. For

de kvalitative ordinale parametre harlag og huld blev der udfert deskriptive analyser med hensyn til
forekomst og frekvensfordeling. Der blev anvendt vegtet kappa til at ssmmenligne huldvurderinger

udfort af forskellige personer.

For at vurdere pracisionen (Houe et al, 2004) af malingerne blev dobbeltmélinger udfert af samme
person sammenlignet. Tilsvarende blev preacisionen (Houe et al, 2004) for mélingerne foretaget af
forskellige personer sammenlignet for de kvantitative kontinuerte variabler som krydshejde og
brystomfang. Vurderingen blev udfert ved hjalp af Pearsons korrelationskoefficient og lineaer

regression.

Vagten blev estimeret udfra to nevnte formler og sammenlignet indbyrdes samt i forhold til alder.
Med hensyn til infektionsstatus blev variablen dikotomiseret pd samme made som i afsnit 3.
Fasciola hepatica ELISA-en var positiv eller negativ pa baggrund af en cut-off vaerdi pa 30 %S/P,
og kvien blev betragtet som positiv, hvis mindst en preve var positiv. For at vurdere
sammenhangen mellem Fasciola hepatica status og estimeret veagt blev der foretaget en
variansanalyse af den estimerede veegt. Det var muligt, da logaritmen til vaegten estimeret ud fra
brystomfanget er normalfordelt. Alder, besatning og Fasciola hepatica status var forklarende

variabler i analysen. Det anvendte signifikans-niveau var i alle analyserne 0,05.
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4.3. Resultater

4.3.1. Harlag
Ved vurdering af kviernes hérlag havde alle enten score 1 eller 2, og der blev ikke fundet nogen

med score 3 eller 4. I hovedparten af tilfaeldene blev harlaget vurderet som verende normalt (score
1) og ved de tre runder var det henholdsvis 100%, 93% og 94%. I de resterende tilfelde, dvs. 7% og
6% ved anden og tredje runde, blev harlaget vurderet som varende mat (score 2). I tabel 4.1 ses
antallet af kvier med score 1 og 2 i hver af de syv besatninger ved de tre besgg. Som det ses er der
stor variation i antallet af kvier med score 2 mellem de forskellige besatninger og mellem de

forskellige runder.

Tabel 4.1 Oversigt over antallet af kvier, som fik hhv. score 1 og 2 i hérlag i hver af de syv besatninger (A-

Q). Antallet af kvier med score 1 er til venstre for /, men antallet med score 2 er til hgjre for.

Besatning
A B C D E F G
Runde
1 43/0 52/0 51/0 48/0 45/0 49/0 44 /0
2 42/0 52/0 52/0 33/13 33/8 48 /1 45 /2
3 42/0 33/0 47/0 25/16 41/1 48/0 43 /1

Udfert af person: 1, 2, 3, 4 eller 5

4.3.2. Huld

Til at vurdere, hvordan huldvurderingerne fordeler sig i de syv bes@tninger bruges data fra forste
runde, da alle vurderingerne her er fortaget af samme person (person 1). Fordelingen af
huldvurderingerne er illustreret pa figur 4.3. Pa figuren ses det, at der er forskel mellem

bes@tningerne i det generelle niveau af huldet samt 1 variationen af huldet indenfor hver besatning.
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Figur 4.3. Fordelingen af huldvurderingerne for hver af de syv besatninger (A-G) foretaget ved besatnings-

besogene i farste runde.

Huldvurderingerne er, som navnt, foretaget af forskellige personer ved anden og tredje runde af
bes@tningsbesggene. Derfor er et mindre antal kvier blev huldvurderet af to personer for teste

graden af enighed ved hjelp af en kappatest (tabel 4.2)

Tabel 4.2 Data til sammenligning af huldvurdering foretaget af hhv. (a) person 1 og person 3 (N=8) samt (b)
person 1 og person 5 (N=9).

Person 1 b Person 1
° 2,75 3,00 325 ' 2,75 3,00 325
2,75 3 0 0 2,75 4 0 0
Person 3 3,00 1 2 0 Person5 3,00 0 4 1
3,25 0 2 0 3,25 0 0 0
Vegtet kappa = 0,500 Vegtet kappa = 0,816

En kappaverdi (k) mellem 0,4 <k < 0,6 vurderes som vearende moderat, mellem 0,6 < x < 0,8

vurderes som god, men en «k veerdi over 0,8 er meget god (Landis & Koch, 1977, cf. Ersbell et al,
2004).

4.3.3. Krydshgjde

Fire af de fem personer (person 1-4), som udferte malingerne, lavede dobbeltméalinger pa en

varierende antal kvier (N=5-27) for at vurdere malingernes pracision (figur 4.4).
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Figur 4.4 Dobbeltmélinger af krydshejde foretaget af person 1-4.
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Korrelationen mellem dobbeltmalingerne for hver af de fire personer blev evalueret ved hjelp af

Pearsons korrelations koefficient og endvidere ved linezr regression. Resultaterne ses i tabel 4.3,

hvor det fremgar, at der er en god korrelation mellem malingerne for alle fire personer.

Tabel 4.3 Korrelation mellem dobbeltmalingerne af krydshejde foretaget af person 1-4.

Pearsons korrelations Lineeer regression
n koefticient P Intercept se, P slope sep P
Person 1 27 0,9670 <0,0001 -8,61 7,76 0,2779 1,06 0,06  <0,0001
Person 2 8 0,9613 0,0001 22,21 13,42 0,1491 0,83 0,10 0,0001
Person 3 8 0,9874 <0,0001 6,29 8,62 0,4929 0,96 0,06  <0,0001
Person 4 5 0,9934 0,0006 -17,28 10,93  0,2121 1,12 0,074  0,0006

Krydshgjden blev mélt af person 1 samt henholdsvis person 3 og 5 pa et mindre antal kvier for at

vurdere korrelation mellem malingerne foretaget af forskellige personer (figur 4.5).
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Figur 4.5 Dobbeltmélinger af krydshejde for at ssmmenligne mellem person 1 og hhv. person 3 og 5.

Ogsa her blev korrelationen mellem malingerne fortaget af person 1 og hhv. person 3 og 5 evalueret
ved hjalp af Pearsons korrelations koefficient og ved lineer regression. Resultaterne ses i tabel 4.4,

ogsé her er der en god korrelation mellem mélingerne.

Tabel 4.4 Korrelation mellem malingerne af krydshejde foretaget af person 3 og 5 i forhold til malingerne

foretaget af person 1.

Pearsons korrelations Lineeer regression
n koefficient P Intercept S€, P slope sey P
Person 3 8 0,9896 <0,0001 -3.09 8,46 0,73 1,03 0,06  <0,0001
Person 5 9 0,9710 <0,0001 19,82 10,85 0,11 0,85 0,08  <0,0001

Krydshgjden 1 forhold til alderen er illustreret 1 figur 4.6. Da hgjden er athangig af racen (Fisker et
al, 2003) er kun hejden for kvier af racerne SDM og DRH vist, og alle mélingerne er fra tredje
runde. Som det ses pa grafen ligger milingerne foretaget 1 dette studie generelt over den gennem-

snitlige hejde fundet af Fisker et al (2003).
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Figur 4.6 Krydshejde i forhold til alder for alle kvier af racerne SDM og DRH pa baggrund af méalingerne
fra tredje runde. Den sorte linie angiver den gennemsnitlige krydshejde fundet af Fisker et al (2003).

4.3.4. Brystomfang
Et mindre antal kvier (N=11) fik malt brystomfang af person 1 og person 2 for at vurdere

precisionen mellem mélingerne foretaget af forskellige personer (figur 4.7). Udfra disse malinger er
Pearsons korrelations koefficient 0,99 (P<0,0001). Ved line@r regression er skaring med y-aksen
6,46 (se,=8,41, P=0,46) og haldningen er 0,97 (se,=0,05 P<0,001). Der er altsd meget god

overensstemmelse mellem de to personers malinger.
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Figur 4.7 Maling af brystomfang pa de samme 11 kvier malt af person 1 og person 2.
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Brystomfanget er afbilledet i forhold til alderen pa figur 4.8. Da dette mél ogsa er athaengig af
racen (Fisker et al, 2003) er der kun vist malinger af kvier af racerne SDM og DRH (fra tredje
runde). Mélingerne af brystomfang i dette studie fordeler sig pé begge sider af det gennemsnitlige
brystomfang i forhold til alder fundet af Fisker et al (2003).
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Figur 4.8 Brystomfang i forhold til alder for alle kvier af racerne SDM og DRH i tredje runde. Den sorte
linie angiver det gennemsnitlige brystomfang fundet af Fisker et al (2003).

4.3.5. Estimeret veegt
Veagten estimeret ud fra brystomfanget i forhold til alder ses pd figur 4.9. Det ses, at kviernes

estimerede veegt fordeler sig pa begge sider af den gennemsnitlige vaegt fundet af Fisker et al (2003)

ved vejning.
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Figur 4.9 Estimeret veegt beregnet udfra brystomfang alene i forhold til alder i méneder. Den sorte linie

angiver den gennemsnitlige sande vagt fundet af Fisker et al (2003).

Den tilsvarende graf for den estimerede veagt beregnet udfra brystomfang, krydshejde og huld ses
pa figur 4.10. Her ses det, at den estimerede vagt generelt ligger over den gennemsnitlige sande

vaegt fundet af Fisker et al (2003).
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Figur 4.10 Estimeret vaegt beregnet ud fra brystomfang, krydshejde og huld i forhold til alder. Den sorte

linie angiver den gennemsnitlige sande vaegt fundet af Fisker et al (2003).
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P& baggrund af figur 4.9 og 4.10 tyder det p4, at den estimerede vagt beregnet ud fra brystomfang,
krydshejde og huld bliver hejere end vagten estimeret alene ud fra brystomfanget. Det kan ogsa ses

pa figur 4.11.

vat

1m7\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\

est vgt
Figur 4.11 Estimeret vagt beregnet udfra brystomfang (vgt) vs. vagt beregnet udfra brystomfang,
krydshegjde og huld (est vgt).

Da den estimerede vagt udfra brystomfanget alene giver det resultat, som bedst stemmer overens
med den sande gennemsnitlige veegt fundet af Fisker et al (2003) bruges denne formel til estimering

af vaegten 1 det folgende.

4.3.6. Sammenhang mellem Fasciola hepatica status og estimeret vaegt
Der er foretaget en variansanalyse, hvor alder, besetning og Fasciola hepatica infektionsstatus er

forklarende variabler. Resultatet ses i tabel 4.5.
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Tabel 4.5 Forskellige variablers sammenhang til logaritmen af den estimerede vegt udfra bandmal.

Parametre Niveau B SE P
Intercept -175,81 61,11 0,004
Alder 42,36 5,34 <0,0001
Alder * alder -0,55 0,11 <0,0001
Fasciola' 0,81
0 -53,27 28,60
0,0 0,0
Besatning <0,0001
A -36,72 18,74
B 19,63 18,18
C 69,20 27,84
D 19,25 22,54
E 37,20 15,99
F -8,69 22,67
G 0,00 0,00
Fascioa og besetning 00002
Fasciola negativ A 64,01 34,74
B 36,97 34,96
C 37,94 39,62
D 18,30 37,48
E 78,96 33,74
F 153,28 36,24
G 0,00 0,00
Fasciola positiv Alle 0,00 0,00

' 1: positiv defineret som ELISA positiv i minimum en prove, 0: negativ i Fasciola hepatica ELISA

Modellen praedikterer veegten udfra alder og Fasciola hepatica status vha. ELISA. Figur 4.12 viser
den praedikterede veegt for henholdsvis Fasciola hepatica ELISA positive og negative kvier i hver
af de syv besatninger. Der blev fundet en signifikant interaktion mellem Fasciola hepatica ELISA
status og besatning. Det kommer til udtryk pé felgende made: I besatning A er der en svag tendens
til, at den preedikterede vagt er lidt lavere for de kvier som er Fasciola hepatica positive end hos de
kvier, som er negative. Figuren for bade besatning B og C viser en svag tendens til, at den
praedikterede vagt er hegjere hos kvier, som er positive for Fasciola hepatica sammenlignet med
kvier uden leverikter. Samme tendens ses i besatning D, dog lidt tydeligere. Hvorimod i besatning
E ses modsatte tendens, nemlig at den praedikterede vaegt er lavere blandt kvierne positive for
Fasciola hepatica. I besatning, G, er kun meget fa kvier negative for leverikter. Blandt de &ldre

kvier er kun en kvie negativ for Fasciola hepatica, og dennes praedikterede vagt er betydelig under
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vaegten for de positive kvier. Felles for disse seks besatninger er, at forskellen mellem den
praedikterede vagt hos de inficerede og ikke-inficerede kvier ikke er signifikant (P>0,05). I
besatning F er den pradikterede vagt blandt Fasciola hepatica positive kvier markant lavere end

blandt de negative kvier og i denne beseatning er forskellen signifikant (P<0,001).
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Figur 4.12 Den pradikterede veegt for henholdsvis Fasciola hepatica ELISA positive (red) og negative
(sort) kvier i1 hver af de syv besatninger i forhold til alder. P-vardien, der angivet for hver besatning, er
sandsynligheden for, at den forskel der ses pa den praedikerede veegt hos hhv. Fasciola hepatica positive og

negative kvier er tilfeldig.

4.5. Diskussion
Harlag og huld

Resultaterne vedrerende vurderingen af harlaget kunne tyde pd, at der var en forskel pa af antallet
kvier med mat hdrlag mellem besatningerne. Det kan dog ikke helt udelukkes, at denne forskel
skyldes, at vurderingerne er foretaget af forskellige personer. I nogle af besatningerne varierer
antallet af kvier med score 2 mellem runderne og dermed hvilken person, som har udfert
vurderingerne. Dertil kommer, at kvierne 1 nogle af besatningerne var helt eller delvist klippede og
det varierede, hvor beskidte de var bdde mellem besatninger og mellem besatningsbesogene. En
anden faktor var den anvendte skala, som var sparsomt beskrevet og ikke illustreret. Om der var
forskel mellem de syv bes@tninger kunne underseges mere indgdende i en statistisk model, hvor der
blev taget hgjde for hvilken person, som udferte vurderingerne. Det er dog ikke foretaget, da der 1

folgende overvejende er fokuseret pa storrelse og estimeret vaegt.
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Da huldvurderingerne 1 forste runde af bes@tningsbesogene blev foretaget af samme person kan de
bruges til at sammenligne kvierne i1 de syv besatninger. Der var tydeligvis forskel 1 niveauet af
huldet mellem bes@tningerne. Derudover var der forskel i variationen af huldet indenfor
besetningerne og dermed forskel i, hvor ensartede kvierne var. Forskellene i huldet mellem
besetningerne kan selvfolge-lig skyldes forskelle i fodringsniveau, genetik eller maske i
forekomsten af Fasciola hepatica. Ved umiddelbart at se pa niveauet er kvierne federe i to af
besatningerne med lav forekomst af leverikter (C og F), men kvierne er tyndere og huldet varierer
mere i tre af de besatninger med hgjere forekomst af Fasciola hepatica (A,D,G) i forhold til de to
forstnevnte. Det er dog ikke blevet analyseret naermere. Et andet studie har dog ikke fundet nogen
forskel 1 huldet hos kvier, som var behandlet mod leverikter sammenlignet med inficerede og ikke-

behandlede kvier (Loyacano et al, 2002).

Ved hjelp af vaegtet kappa blev huldvurderingerne udfert af forskellige personer sammenlignet. P4
grund af manglede data var det kun muligt at sammenligne huldvurderingerne foretaget af person 1
og henholdsvis person 3 og 5. Kappavardien varierede fra at veere moderat til meget god (Landis &
Koch, 1977, cf. Ersbell et al, 2004). Det skal dog bemarkes, at dobbeltvurderingerne er foretaget pa
et lille antal kvier og blot udfaldet af en enkelt vurdering vil pavirke resultatet betydeligt.

Krydshgjde og brystomfang

Dobbeltmalinger af krydshejden foretaget af samme person viste, at mdlingerne havde en god
praecision. Det er desvaerre ikke muligt at sammenligne malinger foretaget af person 1 med de alle
de avrige fire, men kun med person 3 og 5 og her viser resultaterne viser god overensstemmelse

mellem malingerne.

Ved at se pa kviernes krydshgjde i forhold til alder ses, at hgjdeveaksten er storst hos de yngre kvier.
Der er tydelig variation 1 hgjden blandt kvier med samme alder. Det kan skyldes genetik, at nogle
kvier har veret sat tilbage 1 veekst. Ved at sammenligne krydshejden for kvier af racerne DRH og
SDM i dette studie med den gennemsnitlige hejde for SDM i forhold til alderen fundet af Fisker et
al (2003) ses det, at kvierne i dette studie overvejende er hgjere. Det kan skyldes, kvierne i de syv
besatninger rent faktisk er hgjere end gennemsnittet, men ogsa en generel mélefejl. Fisker et al
(2003) anvendte et traditionelt stangmal til at male krydshejden, men en anden dansk undersogelse

viste, at der ikke burde vare forskel pd krydshejden maélt ved hjelp af et stangmal og et
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laserstangmal (Bundgaard, 2003). Forskellen er dog ofte omkring 10 cm, hvilket er meget at

forklare ved méalefejl. Det er derfor uvist hvad forklaringen til denne forskel er.

Der er kun foretaget dobbeltmalinger af brystomfanget pa et mindre antal kvier til at sammenligne
korrelationen mellem to personer, og korrelations koefficienten var meget god 0,99 (P<0.0001 ).
Samme resultat er fundet i et amerikansk studie badde for dobbeltmalinger udfert af samme person

og malinger udfert af flere personer pa det samme dyr (Heinrichs et al, 2007).

Udviklingen i brystomfang i forhold til alder svarer til den fundet af Fisker et al (2003). Der er
bedre overensstemmelse mellem resultaterne for brystomfang fra dette studie og det foretaget af
Fisker et al (2003) end tilfaeldet var for krydshejde. Der er dog tendens til, at mélingerne i dette
studie ligger lidt hejere.

Estimeret vaegt

Traditionelt estimeres vaegten ud fra brystomfanget, men Fisker et al (2003) fandt, at usikkerheden
mindskes, nar huld og iser krydshgjde inddrages i beregningerne. Pa baggrund af dette blev begge
metoder anvendt og resultatet sammenlignet. Det viste, at ved bruge at brystomfang, krydshejde og
huld blev den estimerede veegt hajere end estimeret fra brystomfanget alene. Den estimerede vaegt
udfra brystomfanget alene antages at stemme bedst overens med den sande vegt fra Fisker et al
(2003), da den fordeler sig pa begge sider af gennemsnittet af sande vagt. At den estimerede veegt
udfra brystomfang, krydshegjde og huld blev hgjere end udfra brystomfanget alene kan i hvert fald
delvis forklares med, at krydshejden méilt i dette studie var markant hejere end fundet tidligere

(Fisker et al, 2003).

Lige meget hvilken af de to metoder, der benyttes til at estimere vagten ses, at der en vis variation i
den estimerede vagt. Dette er ogsa tilfeldet for den sande vaegt og denne variation kan forklares
ved genetiske forskelle samt forskelle i f.eks. foderoptagelse, foderudnyttelse samt sundhedstilstand
(Fisker et al, 2003). Vagten er jo ogsa athaengig af flere ting som skeletsterrelse, muskelmasse,
grad af fedme, indhold i mavetarmkanal og for de @ldste kvier ogsa draegtighedsstatus. Den
anvendte formel er til estimering af vagten er lavet udfra data pa kvier op til 28 maneder (Fisker et
al, 2003) og det er derfor forbundet med usikkerhed at estimere vagten pa de aldste kvier i dette

studie.
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Sammenhang mellem Fasciola hepatica status og estimeret vaegt

I modellen for den pradikterede vagt havde alder en signifikant effekt. Det skyldes, at alderen
naturligt har stor betydning for vagten. Tilsvarende var der ogsd en signifikant effekt pa den
predikterede vagt afhengig af besatningen. Dette kan skyldes genetiske forskelle mellem
bes@tningerne, men ogsd managementforhold som valg af fodringsstrategi og -niveau. Dertil
kommer mange andre forhold som kan variere mellem besatningerne, f.eks. forekomst af andre
sygdomme. I dette studie er det hgjeste sandsynlig en kombination af forskellige faktorer.
Overordnet for alle kvierne i de syv besetninger var der ingen effekt af Fasciola hepatica
infektionsstatus pa den preedikterede vaegt, men derimod var der en interaktion mellem Fasciola
hepatica status og besatning. Det betyder, at effekten pa den pradikterede vaegt af Fasciola
hepatica athanger af, hvilken besatning kvien er i.

I seks af besatningerne (A,B,C,D,E,G) var der ikke signifikant forskel pad den praedikterede vagt
for kvier med og uden Fasciola hepatica. Kun i besatning F var den praedikterede veegt signifikant
lavere hos kvierne med Fasciola hepatica sammenlignet med de Fasciola hepatica negative kvier.
Resultaterne fra sidstnavnte besatning stemmer overens med resultaterne fra andre studier, hvor
det er vist, at infektion med Fasciola hepatica nedsetter tilvaeksten (Hope Cawdery et al, 1977) og

derfor kan medfere reduceret storrelse i forhold til kvier uden infektionen (Oakley et al, 1979).

I denne undersogelse af sammenheng mellem Fasciola hepatica status og vagt er der flere
faktorer, som medferer betydelig usikkerhed af resultatet. For det forste er vaegten et estimat pa
baggrund af brystomfanget og vil med derfor medfere en usikkerhed i forhold til kviens sande vagt.
Dertil kommer at vaegt er sammensat storrelse udfra bl.a. kviens skeletstorrelse, grad af fedme og
draegtighedsstatus. Derudover er det svart at vurdere kviens infektionsgrad, da der er ikke er fundet
nogen sammenhang mellem niveauet af ELISA-vardien og antallet af ikter i leveren (Reichel,
2002). Der er ogsa utrolig mange andre ting, som har indflydelse pa kvien vakst og vaegt. Det kan
vaere fodringen og andre sygdomme, hvilket selvfolgelig betyder, at der er variation mellem
forholdene i1 de forskellige besat-ninger. Det er derfor svart at finde &rsagen til den varierende

effekt af Fasciola hepatica i de syv besatninger.
Det kan konkluderes, at effekten af Fasciola hepatica status pa kviernes estimerede vaegt athasnger

af besztningen og der ikke er nogen overordnet sammenhang. Det kunne tyde pa, at effekten

athaenger af faktorer som infektionsgraden, fodringsstrategi og niveau samt maske forekomst af
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andre sygdomme i besatningerne. Da der her er brugt en estimeret vagt, er den selvfolgelig
behaftet med en vis usikkerhed. Det ville derfor veare relevant at foretage en mere sikker vurdering
af kviens storrelse, som f.eks. vejning. Det er ogsa muligt, at Fasciola hepatica har effekt pa huldet

eller andre af de foretaget kliniske registreringer, men dette er dog ikke analyseret naermere.
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5. KONKLUSION

Der blev ikke fundet en sammenhang mellem infektion med Fasciola hepatica og Salmonella
Dublin pa dyreniveau i dette studie. Dette stemmer overens med tidligere undersegelser, hvor der er
diagnosticeret pa individniveau, men er i modstrid med undersogelser foretaget pd besatnings-
niveau. Det kunne indikere, at sammenh@ngen mellem de to infektioner skyldes eksterne faktorer,
som begge infektioner har til felles for eksempel klima, vejrforhold og lokale forhold som fugtige
jorde. I dette studie var der en tendens til lavere forekomst af Salmonella Dublin blandt de kvier,
som var positive for Fasciola hepatica, hvilket sa vidt vides ikke er set tidligere. Det kan dog ikke
udelukkes, at dette skyldtes en tilfeldighed pga. forholdsvis lille datamateriale af dyr smittet med

begge infektioner samtidig.

Undersogelse af antistofniveauet mod Salmonella Dublin blandt ungdyrene i de syv besatninger
viste, at der forekom begrenset smitte i1 tre af dem. Alle bes®tninger har ellers ligget hejt 1
antistoffer 1 tankmalken lenge, og landmandene havde sé vidt vides ikke gjort tiltag for at reducere
smitten i besatningen. Forekomsten af kvier i Salmonella Dublin risikogruppe I, dvs. kvier med
hojt antistofniveau og dermed sterre risiko for at udskille bakterien, var betydelig lavere end
forventet i de syv bes@tninger, hvilket besverliggjorde analysen for det overordnede formal med

projektet.

Praevalensen af Fasciola hepatica ved brug af ELISA som diagnostisk metode var i gennemsnit 40
% med stor variation mellem besatningerne. I seks ud af de syv besatninger var pravalensen
signifikant hejere blandt kvierne efter to s@soner pa graes sammenlignet med efter en sason pa
grees, og det svarer til tidligere studiers resultater. Det kan skyldes, at de aldre kvier grasser pa
fugtigere omréader, da der ogsa i1 dette studie blev fundet en signifikant forskel i pravalensen af
Fasciola hepatica athaengig af, hvilken mark kvierne havde grasset. Kvierne, der har veret pa grees
to sasoner, har tilbragt lengere tid pd graes og har dermed ogsd haft sterre risiko for at blive
inficeret. En mulig forklaring er ogsa, at infektionen forste sa@son pa graes er lavgradig og medferer

ingen eller forsinket antistofproduktion.
Blandt de kvier, som fik udtaget bade blod- og facesprover, var pravalensen af Fasciola hepatica

signifikant lavere ved pédvisning af @g end ved brug af ELISA, hvilket ogsa er fundet i tidligere

studier. Denne forskel kan forklares ved, at kvaeg har lav udskillelse af &g, en lav analytisk
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sensitivitet ved sedimentationsmetoden, og at antistofferne er til stede i1 blodet efter leverikterne
ikke lengere er 1 galdegangene. Ved at bruge @gudskillelse som gold standard blev sensitiviteten og
specificiteten af den anvendte ELISA beregnet til hhv. 0,78 og 0,65. Begge testkarakteristika er
dermed lavere end fundet i andre studier, hvor man havde en gruppe af naturligt inficerede dyr og
en gruppe af ikke-inficerede dyr, men de er ogsd lavere end fundet ved hjelp af Bayesianske

metoder, hvor der tages hgjde for, at der ikke findes en test, der kan bruges som gold standard.

En logistisk analyse af sandsynligheden for at vare Fasciola hepatica ELISA positiv viste en
signifikant sammenhang med udskillelse af &g, besaetning og antal sasoner pa gras. Der er altsa
stor forskel pa forekomsten af infektionen mellem besatningerne, men der er en god sammenhang

mellem, om dyret udskiller/har udskilt g og et ELISA-positivt resultat.

Evaluering af Fasciola hepatica ELISA viste, at der var god pracision mellem dobbeltbestemmel-
ser samt at vaerdierne fordelte sig i to veladskilte grupper 1 overensstemmelse med tidligere studier.
Kun fa kvier skiftede Fasciola hepatica ELISA status i lebet af studieperioden, men enkelte blev
positive mellem forste og andet bes@tningsbesog, hvilket formodentlig kan forklares ved sen smitte.
Derimod var der ingen biologisk forklaring for de enkelte kvier, som skiftede ELISA status to

gange 1 perioden, og de kan skyldes metodefe;jl.

Ud fra de kliniske registreringer foretaget ved besatningsbesegene var det muligt at estimere en
vaegt for kvierne. Ved en variansanalyse blev der naturligt nok fundet en sammenhang med alder
og besatning. Der var overordnet ikke nogen sammenhang med Fasciola hepatica status, men
derimod en interaktion mellem besatning og Fasciola hepatica status. Effekten af leverikter pa den
estimerede vegt athaenger altsd af besatningen. Kun i en af de syv bes@tninger var der en
signifikant lavere preadikteret vaegt blandt Fasciola hepatica positive kvier sammenlignet med
kvier, der var negative. Det kunne tyde pa, at effekten athenger af andre faktorer i besatningerne
som infektionsgraden, fodringsstrategi og -niveau samt méske forekomst af andre sygdomme. Da

der her er brugt en estimeret vagt, er analysen selvfelgelig behaftet med en vis usikkerhed.
I dette studie er effekten af Fasciola hepatica vurderet udfra et “gjebliksbillede” og giver ikke

nogen indsigt i forskel i for eksempel tilvaekst over tid. Det er ogsa muligt, at Fasciola hepatica har

effekt pd huldet eller andre af de kliniske registreringer, men dette er dog ikke analyseret na@rmere.
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6. PERSPEKTIVERING

Da der i dette studie ikke blev fundet nogen sammenhang mellem de to infektioner, Fasciola
hepatica og Salmonella Dublin, pa individniveau, kunne den tidligere fundne sammenhang pa
besatningsniveau i andre studier skyldes eksterne samvirkende faktorer. Disse faktorer kunne, som
naevnt 1 konklusionen, vere klima, vejrforhold og lokale forhold som fugtige jorde, som alle
bekendt har stor betydning for forekomsten af Fasciola hepatica. Tilsvarende er overlevelsen af
Salmonella Dublin bakterier afthaengig af forholdene i miljeet. For at fa en dybere forstaelse af disse
forhold kunne det undersoges om, der er forskel i forekomsten af de to infektioner sammenlignet
med temperatur og nedber pa arsbasis. En anden mide at undersoge disse eksterne faktorer kunne
vare at sammenholde de allerede kendte oplysninger fra Kvegdatabasen om registrerede slagtefund
af leverikter, Salmonella Dublin status, produktionstype og besatningens beliggenhed med
supplerende oplysninger, for eksempel indsamlet ved hjelp af et interview/spergeskema om
afgraesning, eventuelt observerede symptomer, tiltag mod infektionerne osv.. Dertil kommer
muligheden for at kombinere alle disse data med oplysninger om geografiske forhold,
klimaoplysninger, dyretethed i omradet mv.. Det er selvfolgelig ogsad en mulighed, at der er en
sammenhaeng mellem de to infektioner pd individniveau, selvom den ikke blev fundet i dette
tvaersnitsstudie. I dette studie var det ikke muligt at sige noget, hvornar kvierne padrager sig de to
infektioner tidsmassigt i forhold til hinanden. Det kunne derfor veere en mulighed at folge en
gruppe kvier gennem de forste 2-3 levear og se for eksempel pa antistof-niveauet mod Salmonella
Dublin fer, under og efter de har veret pa grees og eksponeret for leverikter. Baggrunden for denne
anbefaling er de eksperimentelle studier, som viser at tiden mellem dyret inficeres med hhv.
Fasciola hepatica og Salmonella Dublin har betydning for effekten. Det kan ogsa veare, at der burde
fokuseres pa en anden aldersgruppe i besatningerne, for eksempel koerne. Arsagen til dette kunne
vere, at infektion med leverikter maske er en medvirkende stress-faktor, som derfor er med til at
oge udskillelsen af bakterier i1 forbindelse med kalvning og dermed eget risiko for smittespredning i

besatningen.

Med hensyn til diagnostik af Fasciola hepatica i fremtiden kunne brugen af ELISA blive en god og
anvendelig metode, da sedimentation er tidskravende proces med lav sensitivitet. En ulempe ved
ELISA er dog, at pavisning af antistoffer viser, at dyret har varet inficeret pa et tidspunkt, men ikke
er et endeligt bevis for en aktiv infektion, og om den derfor er behandlingskraevende. Det udelukker

mest brugen af ELISA blandt @ldre dyr, mens den stadig er anvendelig blandt kvier, som kun kan
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have féet infektionen indenfor de sidste 1-2 ar. Metoden vil derfor vaere meget velegnet til
bes@tningsdiagnostik, hvis der efter omkring en méaned efter indbinding udtages blodprever af en
reprasentativ stikpreve af kvierne. Det er siledes muligt at & indblik 1 om kvierne er udsat for
leverikteinfektionen og hvor stor en del af kvier, som er inficerede. Derudover vil et positivt
ELISA-svar vaere dokumentation for infektionen, hvilket er pakrevet for, at man ma behandle med
triclabendazole (Fasinex®) i Danmark. Anvendelse af ELISA-kittet stiller dog nogle krav til
laboratoriefaciliteterne inden det kan bruges hos f.eks. praktiserende dyrleger. Det anbefales derfor,
at laboratorier, der har de fornedne faciliteter (blandt andet en ELISA-reader) udbyder testen til

praktiserende dyrlaeger, der saledes vil fa lettere ved at stille en besatningsdiagnose.

I dette studie tyder det pa, at Fasciola hepatica har en effekt pa den kviernes veegt i en enkelt
besetning. P4 baggrund af det samt tidligere studier kunne det veare interessant at ga narmere i
dybden med undersggelse af dette. Det vil dog kreeve gentagne malinger for at fa viden om effekten
pa tilveeksten, og der ber bruges mere sikre metoder til finde vagten, s som vejning. Desuden
kreever det viden om fodringsstrategier i bes@tningerne, og der ber justeres for raceforskelle og
eventuelt genetisk potentiale. Det er ogsd en mulighed at undersege dyrene i forbindelse med
slagtning, hvor der kan udtages en blodpreve til undersogelse af antistoffer samt leveren kan
undersoges for antallet af leverikter. Disse resultater kan derefter ssmmenholdes ved slagtevegten

for at undersoge den eventuelle effekt af Fasciola hepatica.
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7. BILAG
Bilag 1 SAS program samt output

Model for sandsynlighed for at vaere Fasciola hepatica positiv ved ELISA.

e Program for modellen i SAS:

proc genmod data=fhsamlet2 descending;

class eg chrnr gras;

model ikte=eg chrnr gras/dist=bin Link=logit type3;
run;

e SAS output:
The SAS System 1
The GENMOD Procedure

Model Information

Data Set WORK.FHSAMLET2
Distribution Binomial
Link Function Logit
Dependent Variable ikte
Number of Observations Read 145
Number of Observations Used 145
Number of Events 68
Number of Trials 145

Class Level Information

Class Levels Values
eg 2 01
CHRnr 7 ABCDETFG

Gras 2 12

Response Profile

Ordered Total
Value ikte Frequency

1 1 68

2 0 77

PROC GENMOD is modeling the probability that ikte='1"'.
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Criteria For Assessing Goodness Of Fit

Criterion DF Value
Deviance 136 127.1676
Scaled Deviance 136 127.1676
Pearson Chi-Square 136 133.3529
Scaled Pearson X2 136 133.3529
Log Likelihood -63.5838
Algorithm converged.
The SAS System
The GENMOD Procedure
Analysis Of Parameter Estimates
Standard Wald 95% Confidence
Parameter DF Estimate Error Limits
Intercept 1 27.6904 0.6852 26.3473 29.0334
eg 0 1 -1.2354 0.5513 -2.3159 -0.1549
eg 1 0 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
CHRnr A 1 -25.5297 0.7223 -26.9454 -24.1141
CHRnr B 1 -26.2561 0.7178 -27.6631 -24.8492
CHRnr C 1 -28.3312 0.9269 -30.1479 -26.5145
CHRnr D 1 -27.0976 0.8025 -28.6705 -25.5246
CHRnr E 1 -25.9943 0.7148 -27.3954 -24.5932
CHRnr F 0 -27.0373 0.0000 -27.0373 -27.0373
CHRnr G 0 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
Gras 1 1 -1.3599 0.4649 -2.2711 -0.4487
Gras 2 0 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
Scale 0 1.0000 0.0000 1.0000 1.0000
NOTE: The scale parameter was held fixed.
LR Statistics For Type 3 Analysis
Chi-
Source DF Square Pr > ChiSq
eg 1 5.23 0.0222
CHRnr 6 42.46 <.0001
Gras 1 9.07 0.0026
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Value/DF

0.9351
0.9351
0.9805
0.9805

Chi-
Square

1632.95
5.02

1249.32
1337.81

934.23
1140.06
1322.29

Pr > ChiSq

AN AN AN AN A

.0001
.0250

.0001
.0001
.0001
.0001
.0001

.0034



Bilag

Bilag 2 Skalatil huldvurdering

Huldvurderingssystemet udviklet af Jim Ferguson, Pennsylvania State University. 5 point skala med

kvarte point.

Tvertappe synlige: Vinklet szedeben Vinklet hoftehjorne Rundt hoftehjorne

1/2 synlige: 2.25 Huld = 2.75 Huld £ 2,75 Huld = 3
34 synlige: 2,0 Meerkbar fedt: 2.5

Sawvtakket spinal- - maerkbar fedt < 2.5

tappe: < 2.0

Beekkenbandshgament Baekkenbandsligament Baekkenbandsligament

Synligt og halerodsliga- synligt og halerodsliga- utydeligt og halerods-
ment svnligt ment utydelig ligament "vaek™
Huld = 3,25 Huld = 3.5 Huld = 3.75
Begge hgamenter "vek™
Huld = 4
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Omdrejeren flad ...oovvvvvveeee e, =400
Tvartappe netop felbare ved tryk.......... =400
Tveartappe “veaek™, ribben ikke synlige...= 4,25
Seedeben usynlige..oovieieice e, =450
Hoftehjorne utydeligt....cccooovvicvvvicnnnen, =475
Hoftehjorne veek, rundt krvds ................ = 500
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Bilag 3 Billeder

Billeder taget ved besatningsbesogene (der er desvarre ingen billeder fra besatning C og G).

Besaetning A

Besatning B
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Besaetning D
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Beseetning E
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Besaetning F
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