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Resumé

Kronisk botulisme er navnet pa et sygdomskompleks, der af nogle dyrleeger menes at veere arsag til
produktionsnedgang og forringet sundhed i malkekvaegsbesatninger. Tyske dyrlaeger har opstillet
en hypotese, med pastanden om, at det selvsamme toksin, som forarsager botulisme hos kvag,
tillige er i stand til at producere en mildere og mere uspecifik form for botulisme hos malkekger, der
primart giver sig til udtryk som Gl-forstyrrelser, hvorfor lidelsen ogsa kaldes for visceral

botulisme. Der er dog i gjeblikket megen diskussion blandt dyrlaeger og forskere om, hvorvidt man
kan opfatte kronisk botulisme som en reel lidelse hos malkekger, da der ikke er dokumenteret en
kausal sammenhang mellem en kronisk pavirkning af botulinumtoksinerne og de relativt

uspecifikke kliniske manifestationer.

For at undersgge om der er evidens for de skrevne publikationer om emnet, er der foretaget en
systematisk vurdering af den tilgengelige litteratur om kronisk botulisme hos malkekvaeg.
Derudover er der foretaget en vurdering af validiteten af de laboratorieundersggelser, der udbydes
af det tyske laboratorium Miprolab GmbH i Gottingen. Slutteligt er der foretaget en kort analyse af
produktionsdata fra to frivillige danske malkekvaegsbesatninger, der har faet udtaget og analyseret

prevemateriale for kronisk botulisme af Miprolab GmbH.

Pa baggrund af den systematiske vurdering, bedgmmes litteraturen om kronisk botulisme til at have
lav evidens. Der er en generel mangel pa, hvad der kan betegnes som veerende minimumskrav i
videnskabelige artikler for at sikre disses kvalitet, iser skal fremhaeves den komplette mangel pa
statistiske beregninger. Validiteten af laboratorieundersggelserne, der tilbydes af Miprolab GmbH
er tillige lav, idet en diagnose for kronisk botulisme stilles pa et bade biologisk og teknisk usikkert
grundlag, samtidig med, at der forekommer en mangel pa objektivitet som fglge af personlige og
gkonomiske interessekonflikter. Analysen af malkeydelse og kodadelighed for de to
malkekvagsbeseatninger indikerer, at beslutningen om at undersgge for kronisk botulisme, ikke
skyldes en foregaende statistisk analyse af de to produktionsfaktorer i besatningerne, idet der ikke
kunne bekreftes et ydelsesfald eller en stigning i kodgdelighed fra tidspunktet hvor prgvemateriale
blev udtaget sammenlignet med et ar forinden.

Saledes kan det pa baggrund af vurderingerne og analyserne foretaget i dette speciale konkluderes,
at kronisk botulisme ikke kan bekraftes som veaerende en reel sygdom hos malkekger pa nuveaerende

tidspunkt, og at der derfor er brug for videre systematiske udredelser af sygdomskomplekset.



Abstract

Chronic botulism is the name given to a disease complex, which some veterinarians believe is be
the cause for a reduction in milk yield and general health deterioration in dairy herds. German
veterinarians have hypothesized, that the same toxin, which is the cause of botulism in cattle, is
capable of causing a more low-grade and undefined form of botulism in dairy cattle, which
primarily can be seen as disturbances of the Gl-system, hence the other name for the disease is
visceral botulism.

There is however, a lot of debate amongst veterinarians and scientists about whether or not chronic
botulism can be acknowledged as a real disease of dairy cattle, since there no documentation on the
causal relationship between a chronic effect of the botulinum toxins and the very unspecific clinical
manifestations.

In order to examine if there is any evidence in the published literature on the subject, a systematic
assessment has been performed on the available literature on chronic botulism in dairy cattle.

In addition, the validity of the laboratorial tests, which is performed by the German laboratory
Miprolab GmbH in Géttingen has been assessed. Finally, a brief analysis of milk yield and cow
mortality has been made from the production data of two volunteering Danish dairy herds, which

have send in samples to Miprolab GmbH in order to diagnose chronic botulism.

Based on the systematic assessment the literature on chronic botulism is concluded to have low
evidence. There is a general lack of what may be regarded as minimum requirements of scientific
articles to ensure their quality, especially is the complete lack of statistical calculations a grave
mistake. The validity of the laboratory tests offered by Miprolab GmbH is also low, since the
diagnosis of chronic botulism is based on a biologically and technically uncertain basis, and in
addition there is a lack of objectivity due to personal and financial conflicts of interest.

The analysis of milk yield and cow mortality in the two dairy herds indicated that the decision to
investigate for chronic botulism, was not due to a previous statistical analysis of the two factors in
the herds, since no reduction in yield or an increase in mortality could be confirmed, from the time
the samples were collected and compared with the previous year.

Thus, in the light of the assessments and analyzes performed in this thesis, it can be concluded that
chronic botulism cannot be accepted as being a occurring disease in dairy herds at present, and

therefore there is need for further systematic studies of the disease complex.



Forord

Dette speciale er udarbejdet i forbindelse med kandidatuddannelsen Veterinermedicin ved Det

Sundhedsvidenskabelige Fakultet ved Kgbenhavns Universitet. Specialet udger 30 ECTS-point.

| de seneste ar har der vaeret megen diskussion om, hvorvidt kronisk botulisme er en reel sygdom
som kan forarsage nedsat produktion og foraget sygdomsforekomst i malkekveaegsbesatninger.
Diskussionen omfatter flere forskellige mennesker, herunder iseer malkekvaegsproducenter og
dyrlaeger, hvorfor dette speciale er forbeholdt denne malgruppe.

Der er foretaget en kort produktionsanalyse af data fra to frivillige danske malkekveegsbesatninger i
specialet. Besatningerne optraeder anonymt, og benavnes henholdsvis besztning X og besatning
Y. Analysen er foretaget ved hjeelp af adgang til DLBR Dyreregistrering og VPR.kvl.dk. De
statistiske analyser er foretaget i SAS version 9.3.

Tak til min vejleder Henrik Elvang for konstruktiv kritik og god systematisk overblik i forbindelse
med udarbejdet af specialet. Tak til Kaspar Krogh for tilsendte data, og til de to anonyme
besatningsejere som gav deres tilladelse til at gare brug af dem i rapporten. Ogsa stor tak til Carsten
Enevoldsen og @ystein Angen for gentagen hjeelp med henholdsvis statistik og analyse af
laboratoriemetoder. Derudover gnsker jeg at takke mine foreeldre for hjeelpen med at oversette den
omfattende tyske litteratur om emnet kronisk botulisme. Stor tak til Martina Hoedemaker, Anika
Wichern, Frieder Gundling og Theresa Scheu, for at lade mig observere og medvirke i deres

undersggelse for kronisk botulisme i en besatning i Slesvig-Holstein.

Frederiksberg d. 21. december 2012.

Pernille Kngs Jargensen
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1. Problemformulering

Baseret pa observationer og i et mindre omfang dokumentation fra tysk side har en raekke danske
praktiserende dyrleeger og kvaegproducenter siden sommeren/efteraret 2012 tilsyneladende
observeret, at botulinumtoksinet, der er kendt som varende atiologien bag sygdommen botulisme,
der er karakteriseret af progressiv motorisk paralyse og akutte dgdsfald, tillige medvirker ved et
kronisk og uspecifikt sygdomskompleks hos kgerne i danske besatninger. Baggrunden for dette
skulle angiveligt veere, at der forekommer en akkumulation af sporer og bakterier i mave-
tarmsystemet og toksindannelse i dyret, en sakaldt toksikoinfektion. Tilstanden kaldes variabelt for
kroniske botulisme eller visceral botulisme og anses for at vare arsagen til produktionstab i
besatningerne i form af blandt andet nedsat malkeydelse, flere syge dyr og dgdsfald blandt keerne.
Det kan dog argumenteres, at man ikke kan stille diagnosen kronisk botulisme, da der ikke er
dokumenteret en kausal sammenhang mellem kronisk pavirkning af botulinumtoksinerne og de
relativt uspecifikke kliniske manifestationer. Hidtidig mangel pa systematik og analyser over
diverse dataindsamlinger i beszatningerne og laboratorium- og behandlingsresultater medvirker til at
diagnosen kronisk botulisme pt. kun kan stilles pa et meget usikkert grundlag.

At be- eller afkraefte sygdomskomplekset er af stor betydning for den enkelte producent,
besztningsdyrleger og hele kvaegsektoren, da den nuvarende uvisse situation kan tenkes, at
pavirke bade sundhed, velfeerd og gkonomi i en uheldig retning i de pagaldende kveaegbesatninger.
Man kan frygte, at almen god management-praksis og optimal pasning af dyrene maske
tilsidesattes, og at der i disse besatninger i stedet bruges energi og skonomi pa tilsyneladende
nemme, men udokumenterede lgsninger, sasom investering i toksinbindere, meelkesyrebakterier og

vacciner.

Dette speciale skal rettes mod afsggning af den tilgaengelige litteratur om kronisk botulisme.
Derudover foretages der en systematisk vurdering af den dokumentation, der reelt er tilgeengelig om
arsags- og patogenetiske aspekter af emnet, samt af de anvendte diagnostiske testmetoder for

kronisk botulisme. Dette farer frem til falgende problemformulering:

Er det pa baggrund af nuveerende tilgeengelig viden muligt at bekreafte den opstillede patogenese
bag kronisk botulisme og at diagnosticere sygdomskomplekset med signifikant videnskabelig
sikkerhed? Og hvis ikke, hvilke nye data er der sa brug for, til at udvikle en systematisk tilgang der

kan medvirke til at be- eller afkreefte diagnosen kronisk botulisme?



2. Historien bag botulismen

2.1 Botulisme hos mennesker

Sygdommen botulisme har veeret anerkendt som en potential letal forekommende neuropati hos
mennesker siden den tyske leege Justinus Kerner i 1820 gav en ngjagtig beskrivelse af de for
sygdommen karakteristiske kliniske symptomer hos 76 patienter, der havde indtaget selvregede
pelser. Navnet pa sygdommen fremkom efter dette udbrud, idet botulus er det latinske ord for pglse,
som pa det pageeldende tidspunkt var den eneste kendte fgdevare, der havde veret arsag til lidelsen
(Keesey 2008). | 1895 blev atiologien bag sygdommen klarlagt af mikrobiologen Emile Pierre
Marie van Ermengem, da det lykkedes ham at isolere en anaerob spore-producerende
mikroorganisme fra en skinke, der blev serveret til et begravelsesselskab i Belgien. 34 gaster
udviste de selvsamme symptomer som beskrevet af Justinus Kerner, og den samme mikroorganisme
som blev isoleret fra skinken, blev ogsa isoleret fra veevet af de 3 personer der dede som falge af
indtagelsen af maltidet. Van Ermengen foretog dyreforsgg, og beskrev bakteriens kulturerings-
behov og dens toksin, og kaldte den for Bacillus botulinus, senere omdgbt til Clostridium botulinum
(C. botulinum) (Erbguth 2007).

Indtil 1904 var man overbevist om, at kun kgd-baserede fadevarer kunne forarsage botulisme, men
denne opfattelse a&ndrede sig, da et botulisme-lignende udbrud draebte 11 af 21 personer i Tyskland,
der havde indtaget en salat indeholdende uforvarmede hjemme-konserverede hvide bgnner, hvori
man isolerede en bakterie og et toksin, der mindede meget om den, der var beskrevet af Van
Ermengen nogle ar tidligere. Ved sammenligning af de to bakterier og deres toksiner, fandt man at
toksinerne var meget ens, men serologisk forskellige, idet antitoksiner fra de to bakterier ikke
krydsneutraliserede. Hermed blev toksinerne navngivet som henholdsvis type A og type B, og man
begyndte at udrede deres forskelligartede mikrobiologiske karakteristika. Identifikationen af
toksinerne type C, D, E, F og G fandt sted i de efterfalgende ar, indtil 1970 (Erbguth 2007).
Patogenesen bag lidelsen blev klarlagt i 1949 af A. Burgen, F. Dickens og L. Zatman i London,
hvor forskerne under et in vitro forsgg kunne fremkalde en neuromuskular blokade af Nervus
phrenicus i diaphragma isoleret fra en rotte ved tilferslen af type A toksin, der reducerede
udskillelsen af acetylcholin fra nerveterminalen.

| 1950’erne erkendte man, at botulisme ikke kun kan forarsage sygdom ved oral indtagelse af
preeformeret toksin, men at sar tillige kunne virke som en indgangsport til organismen, idet det

anaerobe miljg i iseer dybe sar, kan fa C. botulinum-sporerne til at udvikle sig til vegetative celler,



som danner toksiner, der efterfalgende absorberes til blodet. Denne sarbotulisme blev iser
konstateret blandt narkomaner, der injicerede narkotika subcutant, sakaldt ”skinpopping” (Keesey
2008).

Den tredje form for botulisme blev forst endeligt bekraeftet i 1976, hvor undersggelser viste at C.
botulinums sporer er i stand til at germinere og producere toksiner i tarmkanalen hos spadbgrn.
Denne sakaldte spaedbgrnshotulisme sker efter indtagelsen af fadevarer indeholdende sporer, der
pga. spaedbgrnenes uudviklede tarmflora, ikke bliver hammet af tarmbakterier, i at udvikle sig til
vegetative celler og efterfglgende producere toksiner. Da patogensen bade indeholder en infektion
med C. botulinum, (i form af kolonisering af tarmen), og en intoksikation, kaldes denne form for
botulisme ogsa for en toksikoinfektion. Spadbgrnshotulisme er iszr forbundet med indtagelse af
honning, da sporeindholdet i dette fadevaremiddel kan veere hgjt (Keesey 2008).

Kendskabet til botulinumtoksinernes meget potente nervelammende effekt har vaeret arsag til
anvendelse af toksinerne til godtgerende formal indenfor medicinalomradet. Blandt andet har
oprenset og fortyndet botulinumtoxin type A, kendt under handelsnavnet Botox, siden 1989 veeret
godkendt til injektion for at behandle de potentielt synstabene gjensygdomme strabismus og
blefarospasme farmakologisk i stedet for kirurgisk, idet overstimulationen af musklerne i det
periokulaere omrade stoppes. Ogsa andre neuromuskuleere lidelser der forarsager overstimulation af
muskler eller glandular hypersekretion, kan behandles med Botox. Eksempler herpa er henholdsvis
cervikal dystoni og sver hyperhidrose. Botox anvendes tillige som erstatning for ansigtslaftninger,
inden for det kosmetiske omrade, idet smilerynker kan fjernes midlertidigt ved subkutan injektion
(Montville & Matthews 2008).

Misbrug af de meget potente og potentielt letale toksiner har ogsa fundet sted gennem historien,
blandt andet som et biologisk vaben i krigsfarelse med henblik pa massegdeleeggelse. Pa grund af
disse forsgg pa at anvende botulinumtoksiner i krigsfarelse og terrorhandlinger, samt letheden
hvorved toksinerne kan fremstilles og de minimale mangder der kraeves for at sla mange mennesker
ihjel, er toksinerne blevet placeret som et kategori A giftstof af US Centers for Disease Control and

Prevention.

2.2 Botulisme hos dyr

Forekomsten af botulisme hos dyr har veeret kendt endnu tidligere end hos mennesker. Botulisme
hos kvag har veeret kendt i Sydafrika siden stedet endnu var et subkontinent. Dette beskriver den

franske naturalist Francois Le Vaillant i sine optegnelser fra hans rejse til Cape-kolonien i 1780-



1785, idet sydafrikanske farmere beskrev en fatalt lammende sygdom hos deres kvag, hvis navn de
gav Lam-siekte, pa dansk ”Lammelses-syge” (Le Vaillant 1790). Efterfalgende beskrivelser af
lignende sygdomstilfeelde af andre rejsende farte til, at Cape-regeringen anerkendte at videre
undersggelser matte foretages med henblik pa at opklare arsagen bag lidelsen. Disse blev foretaget
af veterinzren Duncan Hutcheon, der observerede kvaeget og rapporterede data i omraderne plaget
af Lamsiekte i arene fra 1884 til 1903. Baseret pa observationerne, der viste at det pageeldende
kveaeg havde bizarre eedemegnstre og ad kadavere, opstillede Hutcheon en hypotese, at lidelsen hos
kveeget opstod i forbindelse med fejlernaring. Jordanalyser og fodringsforsgg bekraftede denne
teori, idet landbrugsjorden i omradet viste sig at veere kalcium- og fosforfattigt, og fodring med
store maengder benmel reducerede incidensen af lamsiekte betydeligt. Sammenhangen mellem
osteofagien og udviklingen af sygdom blev dog ikke videre belyst far Arnold Theiler i 1911 udferte
eksperimentelle forsgg pa Armoedsvlakte-farmen beliggende i det lamsiekte-plagede distrikt
Vryburg. Theiler beskrev patogenesen for lamsiekte saledes, at fosforfattig jord og vegetation
fremprovokerer pica hos kvaeget, hvorfor dyrene a&der kadavere, der indeholder en toksigen
saprofyt, der forarsager lammelse og ded nar det optages i organismen. Denne toksigene saprofyt
blev farst isoleret i 1928 og den endelige identifikation af Clostridium botulinum fandt sted i 1930,
dog under det daveerende navn, Clostridium parabotulinum bovis (Cameron 2009). I sin artikel fra
1927 beretter Theiler, at botulisme tillige kan forekomme naturligt samt induceres eksperimentelt
hos andre dyr end blot kveeg. Han navner at geder, far, marsvin og kaniner er meget sarbare overfor
botulinumtoksinet, heste og fjerkra i mindre grad, og at hunde og grise er naesten immune.

Da dette speciale omhandler botulisme hos kveeg, vil disse dyrearter samt botulisme hos mennesker
ikke blive omtalt yderligere, og al efterfalgende tekst vil omhandle kveeg, med mindre andet er

naevnt.

3. Klassisk botulisme hos kveeg

3.1 Atiologi
Arsagen til botulisme skyldes en intoksikation af organismen, forarsaget af meget potente

neurotoksiner, der produceres af den sporedannende, anaerobe bakterie Clostridium botulinum (C.
botulinum). Andre clostridie-arter sasom Clostridium barati og Clostridium butyricum er ogsa i
stand til at producere de selvsamme neurotoksiner, dog kun henholdsvis serotype F og E (Simpson
2004) der ikke anses for at veere aktuelle sygdomsskabende serotyper i tilfeelde af bovint botulisme.
C. botulinum er en gram-positiv, stav-formet, obligat anaerob saprofyt, der producerer meget

resistente (endo)sporer, der findes udbredt i miljget og er til stede i bl.a. jord, ferskvandskilder samt



mavetarmkanalen hos forskellige dyrearter samt fisk. Sporerne germinerer til vegetative celler og
begynder at producere neurotoksiner under anaerobe betingelser, hvor der er tilstreekkelig med fugt
og varme (25-40 °C alt afhaengig af typen) samt en optimal pH pa mindst 4,5. Eksempler pa
sadanne favorable miljger er i radnende kadavere og formuldet organisk materiale, i
mavetarmkanalen hos dyr og mennesker samt i dybe nekrotiserende sar (Quinn et al. 2002).

Der findes 8 forskellige serotyper af C. botulinum, (A, B, C1, C2, D, E, F, G) og disse er bengvnt
efter hvilken type toksin de producerer. Neurotoksinerne kaldes felles for BONT og de inducerer
lignende Kliniske manifestationer i organismen, men varierer i deres antigenitet samt potens.
Derudover synes der ogsa at veere en forskel i den geografiske distribution af serotyperne i miljget
og ligeledes en forskel i forskellige dyrearters modtagelighed overfor serotyperne. Ifglge Coffield &
Whelchel (2012) er kveeg modtagelige overfor BONT serotype B, C1 og D, der hovedsagligt findes i
henholdsvis darligt fermenteret ensilage eller hg, radnende kadavere, samt fodermidler, hvortil der
er anvendt fjerkreegedning som vakstsubstrat. Serotype A kan angiveligt ogsa forarsage botulisme
hos kveeg, dog er der kun registreret et enkelt tilfeelde af botulisme-udbrud i kveeghold i Brazilien i
1986 (Lindstrom et al. 2010) og hos en enkelt ko i Irland i 2008 (Hartley et al. 2009).

3.2 Epidemiologi

Forekomsten af botulisme hos kvaeg er velkendt og veldokumenteret i de fleste lande, herunder
Europa, Sydafrika, Australien, og Amerika. Lidelsen respekterer ingen geografiske restriktioner, og
alligevel er risikofaktorerne for eksponering af BONT og risikoen for udvikling af sygdom
forskellig fra region til region pa grund af forskellige mader at holde dyr pa, herunder iseer
foderfremstilling, opbevaring og udfodring, samt gylle- og gadningshandtering.

Klinisk botulisme hos kveg kan ifglge litteraturen opsta via felgende ruter: Fodermiddelassocieret

botulisme, adselassocieret botulisme, toksikoinfektigs botulisme og sarbotulisme.

3.2.1 Fodermiddel-associeret botulisme
De fleste tilfeelde af botulisme hos kvaeg i Europa og Nordamerika er associeret med indtagelse af

preeformeret toksin i forbindelse med fodring af konserveret foder (Coffield & Whelchel 2012;
DTU Veterinzrinstituttet 2009; Quinn et al. 2002; Radostits et al. 2007). Konserverede foderkilder
sasom ensilage, udger en stor del af foderrationen hos malkekvaeg i disse kontinenter, hvor bl.a.

klima og areal-starrelse ikke muliggar afgraesning aret rundt.
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Da sporer fra C. botulinum er til stede overalt i miljget, herunder i jorden og i dyrs mavetarmkanal
vil det ikke kunne undgas at producere foder sasom ensilage, hg og korn uden at organismen findes
i fodermidlerne i et starre eller mindre antal. Kontaminering med sporer kan ske i hver fase af
produktionen lige fra udspredelse af gylle pa landbrugsjorden aret forinden afgraderne skal hgstes,
til selve hgstarbejdet, konserveringsprocessen samt opbevaringen af foderemnerne.

| tilfelde af favorable betingelser med optimal pH, fugtighed og varme samt et anaerobt (naer)miljg
under selve konserveringsprocessen og under opbevaringen af foderet, kan det give anledning til
vegetativ vaekst af C. botulinum og samtidig toksinproduktion i fodermidlet. Dette forekommer isaer
i ensilage der ikke har tilstreekkeligt lav pH-veerdi, samt i korn, der ikke er tgrret tilstreekkeligt for
det opbevares. (Weissbach 2006).

Bovint feeces kan indeholde store mangder sporer, hvorfor gyllespredning pa agerjord kan medfare
til kontaminering af jorden og afgraderne (Weissbach 2006). Ogsa spredning af gylle fra andre
dyrearter kan udgare en risiko for kontaminering af fodermidler med sporer. Dette anerkendes isar i
Storbritannien, hvor det har vist sig, at fjerkreegedning, der ofte anvendes som fodersupplement og
strgelse til kgerne, har veeret den primare risikofaktor i udbruddene af botulisme i arene 1999-2004
(ACMSF 2006) og 2001-2009 (Payne et al. 2011).

Tilstedevarelsen af preeformeret toksin i konserveret foder kan dog ogsa forekomme pa trods af
optimal gennemfart forarbejdning og opbevaring. I sa fald vildt og smadyr bliver fanget og drabt
under hgst af afgrederne, kan C. botulinum-sporer i disse dyrs mavetarmkanal germinere til
vegetative celler og danne BoNT safremt de rette anaerobe betingelser er til stede. Nar forradnelsen
af kadaveret er fremskredent vil toksinet fordeles i fodermidlet (Radostits et al. 2007). Denne
sakaldte adsel-associerede botulisme forekommer ogsa i en mere direkte form, sasom det er

tilfeeldet i lande som fx Australien og Sydafrika.

3.2.2 Adsel-associeret botulisme
I lande som Sydafrika, Australien samt omradet ved Golf-kysten i Amerika benyttes afgraesning

ofte som primeer foderkilde for kveeget (Radostits et al. 2007), og der anvendes i mindre grad
konserveret foder. Afgraesning pa fosforfattige arealer eller i omrader hvor vegetationen er sparsom
efter perioder med tarke, kan fremprovokere pica, og mere specifikt osteofagi, hos kvaeget saledes

at dyrene begynder at eede kadavere af domesticerede eller vilde dyr, der kan indeholde store
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maengder praeformeret BONT (Theiler 1927). Indtagelse af BoNT via drikkevand fra sger, floder

m.m. der er kontamineret med adsler kan tillige medfare en udvikling af sygdommen.

3.2.3 Toksikoinfektigs botulisme
Toksikoinfektigs botulisme hentyder til, at der forekommer vegetative vakst af C. botulinum-sporer

i et anaerobt eller nekrotisk omrade i mavetarmkanalen med efterfglgende absorption af BoNT til
blodet (Divers & Peek 2008). Ifglge McLoughlin et al. (1988) er det muligt at denne form for
botulisme forekommer hos kveeg som har en lang inkubationsperiode, idet kaerne menes at have
optaget subkliniske maengder preeformeret toksin fra det kontaminerede foder, der har medfert
gastrointestinal ileus, og derved har tilladt germination af sporer og langsom in vivo
toksinproduktion. Forfatterne anfarer dog, at tilstanden hos kvag ikke er blevet videnskabeligt
bevist, samt at der ikke er defineret nogen kendte praedisponerende faktorer (Neill et al. 1989).
Toksikoinfektigs botulisme er anerkendt som verende en hyppig arsag til udvikling af botulisme
hos spaedbgrn samt unge fal (shaker foal syndrome), hvor tarmfloraen endnu ikke er fuldt udviklet,
hvorfor germination af sporer og efterfglgende in vivo produktion af BONT kan forekomme. Da C.
botulinum ikke er i stand til at konkurrere med normalfloraen i normal, sund tarmkanal forekommer
toksikoinfektigs botulisme kun sjeeldent hos voksne individer (ACMSF 2006; Simpson 2004).

3.2.4 Sarbotulisme
Sarbotulisme hentyder til den vegetative vakst af C. botulinum-sporer, og den efterfglgende

absorption af toksin til blodet, der kan forekomme i det anaerobe miljg, der er til stede i et nekrotisk
sar. Det har ikke vaeret muligt at finde nogen primare kilder der beretter om faktiske opstaede
tilfaelde af sdrbotulisme hos kveeg, dog tilskrives patogenesen at vere potentielt forekommende hos
kvaeg af flere sekundaere kilder, sisom ACMSF (2006), Coffield & Whelchel (2012) Quinn et al.
(2002), og Rings (2004). Ifglge Radostits et al. (2007) forekommer sarbotulisme kun sjeldent og de
rapporterede cases, der er beskrevet er sket hos heste efter kastration eller hos heste med

omphalophlebitis, inficerede sar eller injektionabscesser.
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3.3 Patogenese

Botulinumtoksinet frigives fra den vegetative celle og findes i miljget som et sammensat
proteinmolekyle bestaende af selve neurotoksinet BONT og ikke-toksiske fglgeproteiner, der menes
at veere ansvarlige for at beskytte BoNT fra miljgfaktorer, samt hjeelpe med absorptionen fra
mavetarmkanalen (Lindstrom et al. 2010). Efter oral indtagelse af det preeformerede
botulinumtoksin spaltes neurotoksindelen af molekylet fra falgeproteinerne vha. proteaser der er til
stede i mavetarmkanalen, og BoNT bliver herved omdannet til sin aktive form, og bestar nu af en
100-kDa tung kaede og en 50-kDa let keede, der er forbundet via en disulfidbinding. Toksinet

absorberes fra mavetarmkanalen

Neuromuscular junction ved en endnu uklar mekanisme

Axon terminal

Normal Action of (Fujinaga 2010) og transporteres

transmitter release botulinum neurotoxins

med blodet til perifere cholinerge

Neuron

Muscle cell

Synaptic
vesicle Acetylcheline

Botulinum
neurotoxin
cleaves
SNARE
proteins

nerveterminaler, der omfatter

neuromuskuleere synapser,

sympatiske og para-sympatiske

"Botulinum

newoxin| - ganglia samt postganglizere para-

receptor

e WS sympatiske nerveender. Da BoNT
Botulinum
neurotoxin

er for stort et molekyle til at

krydse blodhjerne-barrieren, er

dets selektive pavirkning af de

Figur 1. Grafisk oversigt over neurotransmitter-frigivelse ved en hhv. normal . .
synapse og en synapse, der er pavirket af BONT. chollnerge nerveterminaler
Fra http://toxipedia.org/display/toxipedia/Botulinum+Toxin

generelt begraenset til de perifere

cholinerge systemer, og pavirker derfor ikke centralnervesystemet (Simpson 2004). Ved ankomsten
til de cholinerge nerveterminaler bindes BoNTSs tunge kaede selektivt og irreversibelt til receptorer
der er placeret pa plasma-membranen af den praesynaptiske nerveterminal. Herefter internaliseres
toksinets lette keede vha. endocytose, hvorefter den disulfide binding mellem den tunge og lette
kade klgves. Klgvningen medfarer et fald i endosomets pH, som videre medfarer en
konformationel a&ndring af BoONT-molekylet, saledes at den lette kaede kan slippe over den
endosomale membran og ind i cytosolet vha. tranlokation. Nar farst i cytosolet, er den lette kaede i
stand til at foretage enzymatisk klgvning af én ud af tre specifikke proteiner indeni den

praesynaptiske nerveterminal, enten SNAP-25, synaptobrevin eller syntaxin. Disse tre proteiner
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kaldes samlet for SNARE, og er ngdvendige for udskillelsen af neurotransmitteren acetylcholin:
under normale omstendigheder danner SNARE-proteinerne et fusions-kompleks der sgrger for at
bringe de acetylcholin-indeholdende vesikler teet sammen med terminalmembranen, hvorefter
fusion af disse strukturer kan ske ved hjelp af Ca* -signalering og efterfalgende frigivelse af
acetylcholin. Proteolyse af én af de tre SNARE-proteiner forarsaget af BoNT forhindrer denne
exocytose, hvorfor der ikke frigives acetylcholin fra terminalmembranen (se figur 1), og der opstar

flaccid paralyse af organismen (Simpson 2004).

3.4 Kliniske manifestationer

Bovint botulisme ses oftest ikke som enkeltdyrs-tilfeelde, men derimod i starre udbrud, hvor de
fleste dyr i besatningen, der praesenteres for den kontaminerede foderkilde udvikler karakteristiske
kliniske manifestationer eller dgr (Galey et al. 2000; McLoughlin et al. 1988; Sharpe et al. 2008),
og det er saledes ikke ualmindeligt med en mortalitetsrate pa 30-50 % inden for den enkelte
besztning (Smith 2009).

Inkubationsperioden afhanger af mangden af indtaget toksin, saledes at jo starre mangder toksin
der indtages, des kortere bliver inkubationsperioden (Smith 2009; Theiler 1927). Derfor kan
inkubationsperioden variere fra ca. 18 timer til 14 dage, dog er der i de fleste tilfelde en
gennemsnitlig inkubationsperiode pa to til seks dage (Theiler 1927). Varigheden af de kliniske
manifestationer er tillige afhaengigt af maengden af optaget toksin og varigheden hvorpa dyrene har
veeret udsat for toksin (Coffield & Whelchel 2012) og der er saledes bade beskrevet perakutte,
akutte, subakutte, samt kroniske tilfeelde (Radostits et al. 2007; Theiler 1927). Generelt varer de
kliniske manifestationer mellem 2 til 30 dage (Coffield & Whelchel 2012).

| perakutte tilfeelde forarsaget af massive mangder toksin kan dyrene findes selvdgde blot 12 timer
efter indtagelse, uden at der er observeret forudgaende kliniske manifestationer (Smith 2009). Disse
perakutte tilfeelde opstar dog kun sjeldent, ligesom det er tilfeeldet med dyr, der er kronisk
pavirkede, hvor der kun ses milde kliniske manifestationer og efterfalgende helbredelse efter tre til
fire maneders sygdom (Radostits et al. 2007). Ifglge Radostits et al. (2007) er de fleste tilfelde af
bovint botulisme subakutte af natur, og ligger til baggrund for indtagelse af moderate maengder
toksin. De typiske kliniske manifestationer er progressiv symmetrisk muskulaer paralyse af iser
muskulatur i keebe, tunge og halsregion, samt lemmemuskler. Lammelse af svealget og tungen
medfarer salivation samt dysfagi og adipsi, da dyret bliver ude af stand til at synke. Ved

manipulation af tungen findes denne utonisk og let fremtraekkelig. Dyrets bevaegelser er ataksiske
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og i fremskredne tilfeelde bliver det ude af stand til at rejse sig eller lgfte hovedet, hvilket ofte ses
som sternal rekumbency med hovedet drejet mod flanken, ligesom det er karakteristisk hos kaer
med mealkefeber. Ved den kliniske undersggelse findes de vitale parametre oftest som veerende
indenfor normalomradet og dyret har ikke feber. Derudover kan fund som mydriasis, manglende
vommotilitet, samt diarre eller forstoppelse observeres i nogle tilfeelde. Reduceret anal-og
haletonus kan tillige forekomme (Sharpe et al. 2008).

I det terminale stadium medfarer paralyse af brystmuskulaturen en besvaret abdominal respiration,
der viser sig som en kraftig fure bag ribbenskurvaturen, en sakaldt hvepsetalje. Mors forarsages af
respirationsstop. Dyret er ved bevidsthed indtil deden opstar, hvilket ofte sker med dyret liggende i
lateral rekumbency (Radostits et al. 2007).

3.5 Diagnose
Det kan veere vanskeligt at stille diagnosen botulisme, da der ikke er tale om en primer infektion af

organismen, men derimod en intoksikation, der skyldes et meget potent toksin, der kun er at finde
kortvarigt i blodet hos det syge dyr, far irreversibel optagelse i nerveterminalerne forekommer, og
som er letalt i ganske minimale mangder. En tentativ diagnose stilles derfor ofte pa baggrund af
observation af de typiske kliniske manifestationer hos et stort antal dyr, efter at andre
differentialdiagnoser er blevet udelukket. En anamnese om foderskift eller fodermanagement
omkring tidspunktet for opstden af de kliniske manifestationer kan tillige statte mistanken. (Jean et
al. 1995; Sharpe et al. 2008).

For at kunne stille en definitiv diagnose er pavisningen af BoNT i det afficerede dyr ngdvendigt, nar
fundet sammenholdes med de karakteristiske kliniske manifestationer for botulisme hos dyret.
Identifikation af C. botulinum eller dennes sporer i mavetarmindhold eller i en mistenkt foderkilde,
er ikke tilstreekkeligt for at bekraefte diagnosen, da bakterien og sporerne jo som bekendt er meget
udbredt i miljget, og er til stede i mavetarmkanalen hos selv raske dyr (Radostits et al. 2007; Rings
2004).

Grundet sygdommens til tider akutte natur, hvor dyr kan findes dgde uden at forudgaende kliniske
manifestationer er blevet observeret, foregar meget af det diagnostiske udredningsarbejde ved
postmortelle undersggelser og preveudtagninger. Fundet af BoNT i feeces eller vaev ved postmortel
undersggelse af dyret skal dog tolkes med stor forsigtighed, da opformering af bakterien og

samtidig toksinproduktion er en del af den naturlige forradnelsesproces i kadaveret (Payne et al.
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2011; Quinn et al. 2002)). Pravemateriale skal derfor udtages fra levende dyr eller fra nyligt dede
dyr for at undga falsk-positive laboratorieresultater (Quinn et al. 2002).

Mouse Bioassay-testen (MBA) er anerkendt som verende gold standard for at stille en definitiv
diagnose hos kveeg (Brooks et al. 2010; Cai et al. 2007; Coffield & Whelchel 2012) og er pa
nuvearende tidspunkt den eneste internationalt accepterede metode til at pavise BoNT i
prevemateriale ifalge AOAC International (Cai et al. 2007). Testen er angivet som veerende gold
standard, da den hidtil er den mest sensitive test der er tilgeengelig, og saledes er bedst egnet til at
pavise sygdom hos et dyr, der faktisk er sygt af botulisme. Grunden til at man efterstraeber en test
med hgjst mulig sensitivitet med henblik pa at pavise botulisme, er at BoNT kan forarsage mors af
organismen i ekstremt lave meaengder og i lgbet af en kort inkubationsperiode, hvorfor man i de
fleste tilfeelde ikke rettidigt nar at udtage materiale, der indeholder minimumskoncentrationen af
toksinet, der kan opdages ved laboratorieprever (Coffield & Whelchel 2012). Sandsynligvis er det
kun muligt at finde toksin i serum eller plasma i perakutte tilfeelde, hvor mors opstar indenfor 48
timer efter en periode med hurtigt udvikling af progressive kliniske manifestationer (Smith 2009).
Betydningen af MBA som diagnoseredskab for botulisme understreges, idet testen ofte ma sta alene
som bevis pa sygdommen, nar den sammenholdes med de karakteristiske manifestationer, eftersom
parakliniske praver ikke viser nogle for botulisme specifikke &ndringer i hverken blodveerdier eller
serum-biokemiske vardier, og ej heller erkendes der patognomoniske sektionsfund, eller
karakteristiske histologiske forandringer ved postmortel undersggelse af dyret (Radostits et al.
2007). Disse fravaerende veerdier og laesioner er dog ikke nytteslgse, idet de, nar de sammenholdes
med de typiske kliniske manifestationer, kan anvendes til at bekrefte en tentativ diagnose om
botulisme, ved at udelukke differentialdiagnoser (Smith 2009).

Til trods for at MBA har den hgjeste sensitivitet af de pa nuvaerende tidspunkt tilgeengelige tests, er
testen ikke optimal til pavisning af botulisme hos kvaeg. Falsk negative resultater praver kan opsta,
idet kveeg ifglge Moeller et al. (2003) tilsyneladende er op til 13 gange mere fglsomme overfor bl.a.
type C toksin end mus pa en kg-veagtbasis. Det vil sige, at dén dosis toksin, der podes pa mus, og
som ikke efterfglgende udviser typiske kliniske manifestationer og mors, muligvis ville have veeret
udlgst karakteristiske manifestationer hvis denne var podet pa kvaeg. Theiler (1927) fandt ligeledes
at MLD (Minimum Lethal Dose), for hvad der sandsynligvis var BoNT type C (Robinson 1929), for

kveeg er 0,02 c.c. per. kg legemsvaegt ved per oral indtagelse, mens mors hos hvide mus farst opstar
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ved relativt store mangder toksin pa 0,1 c.c. MLD angiver MBAs sensitivitet og vardien angiver
den mindste mangde toksin, og saledes den hgjeste fortynding af praven, der forarsager mors hos

samtlige inokulerede mus (Cai et al. 2007).

Der er i litteraturen delte meninger om, hvilket prevemateriale fra dyret, der ber anvendes til MBA,
saledes at en definitiv diagnose kan stilles. Ifalge Quinn et al. (2002) er det kun tilstedevarelsen af
BoNT i serum, der bekrafter diagnosen om botulisme, hvorimod andre kilder ogsa accepterer
brugen af veev (ACMSF 2006; Coffield & Whelchel 2012; Radostits et al. 2007), rumenindhold
(Coffield & Whelchel 2012; Divers & Peek 2008; Radostits et al. 2007) og feeces (Divers & Peek
2008) som pravemateriale. Arsagen til denne diversitet kan muligvis forklares ud fra artiklen
skrevet af Brooks et al. (2010), der naevner at man i stedet for at anvende serum, som er det
anbefalede prgvemateriale for at stille en definitiv diagnose for bovint botulisme, har valgt at
undersgge feeces for BONT, da man saledes oftere far positive resultater.

| Danmark foretages botulismediagnostik for husdyr bl.a. pa DTU Veterinerinstituttet, hvor
prgvematerialet bestar af lever-vav fra selvdgde dyr med en tentativ diagnose pa botulisme, der er
baseret pa kliniske symptomer, eller foderprgver, der antages at have varet kilden til sygdom i en
besatning. Muligheden for at pavise toksin pa organmateriale fra selvdgde dyr er ofte anseelig, dog
kan det veere vanskeligt hos aflivede dyr, da toksinmangden formodes at vaere mindre i disse dyr
(Angen 2012, personlig kommunikation), samt i foderprgver (DTU Veterinarinstituttet 2009), da
ensilage er et meget inhomogent materiale (Weissbach 2006), hvorfor fordelingen af toksin kan
veere meget uens fordelt i stakken under mistanke (ACMSF 2006; Radostits et al. 2007).

Proceduren for selve muse-delen af Mouse Bioassay-testen er opdelt i to dele, og er gengivet fra
USDAVJ/FSIS Microbiology Laboratory Guidebook (1998): Farste del af testen bestar af pavisningen
af BONT vha. hhv. intraperitoneal (IP) injektion af oprenset prevemateriale i forsggsmus, samt 1P-
injektion af prgvemateriale, der er blevet opvarmet saledes at eventuelle toksiner i materialet
gdelaegges, i de sakaldte kontrolmus. Alle mus observeres nu periodevist i 48-96 timer for typiske
neurologiske manifestationer for botulisme hos mus, herunder tilstedeveerelsen af den sakaldte
hvepsetalje, svaghed og paralyse af lemmerne, og besveret vejrtreekning efterfulgt af mors. Anden
del af testen bestar af, at bekreefte tilstedevarelsen af BoNT i provematerialet samt foretage en
typning af toksinet, samt bestemme kvantiteten af BoNT i prgvematerialet. Dette gares ved at
injicere monovalente antitoksiner for henholdsvis A, B, C, D, E og F i mus, der efterfglgende
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injiceres med forskellige fortyndinger af prevematerialet. Musene observeres nu over de nzste 48
timer for typiske manifestationer for botulisme og diagnosen botulisme kan nu bekraeftes samtidigt
med at den serologiske type af toksin klarleegges, idet det kun er den gruppe mus, der modtog det
tilsvarende antitoksin, som er til stede i prevematerialet, der overlever toksininjektionen.

Da MBA er en lengerevarende test, hvor resultatet ved en negativ test forst foreligger efter ca. fire
degn, og den endelige diagnose for en positiv test farst foreligger ca. en uge senere, har man forsggt
at udvikle andre hurtigere metoder til at diagnosticere botulisme hos pattedyr. Som tidligere navnt
er BoNT kun meget kortvarigt tilstede i blodet, hvilket begreenser MBA’s sensitivitet, idet testen
kun kan male det aktive, ubundne BoNT, og ikke er i stand til at male tilstedevaerelsen af toksin, nar
dette farst er bundet til nerveterminalerne (Heider et al. 2001). Det store antal forsggsdyr, der
indgar i testen er tillige med til at gare kravet om udviklingen af in vitro-metoder, der med samme
eller hgjere sensitivitet end MBA kan anvendes i diagnosticeringen, starre. Eksempler pa in vitro-
metoder der er forsggt anvendt er PCR og ELISA, der dog hver iser har deres mangler i forbindelse
med diagnosticeringen af botulisme; PCR paviser kun genet for BONT i prevematerialet og ikke
selve det aktive toksin, hvilket kan give falsk-positive resultater, idet nogle gener er “’stille” og ikke
kommer til udtryk og skaber sygdom hos dyret (Lindstrom & Korkeala 2006, Rings 2004).

ELISA kan anvendes til at male bade antigenmaengden og antistoffer i pravemateriale, men
metoden har lav sensitivitet (Cai et al. 2007; Lindstrom & Korkeala 2006), og kan i forbindelse med
antistofmaling give resultater som ikke ngdvendigvis er korreleret med klinisk sygdom hos dyret,
idet tilstedeveerelsen af antistoffer generelt ikke kan betragtes som et mal pa om et dyr har haft
klinisk sygdom, men kun er en indikation pa at dyrets immunsystem har reageret pa det pagealdende
agens (Quinn et al. 2002), eller et andet agens der giver serologisk krydsreaktion i den serologiske
test (Angen 2012, personlig kommunikation).

3.6 Differentialdiagnoser
Differentialdiagnoser til bovint botulisme er lidelser, hvor neurologiske forstyrrelser i form af

progressiv symmetrisk muskelsvaghed og paralyse er den primeere kliniske manifestation.
Eksempler pa sadanne lidelser er stofskifteforstyrrelser sasom hypocalcemi og hypomagnesemi,
listeriose, blyforgiftning, kronisk organofosfat-forgiftning, ionophoretoksitet, flatparalyse,
paralytisk rabies og nutritionelle eller plante-toksin-inducerede myopatier (Coffield & Whelchel
2012). Det er i de fleste tilfeelde muligt at differentiere de ovenfornavnte diagnoser fra botulisme

ved hjelp af enten ante- eller postmortelle undersggelser og analyser. F.eks. vil dyr med
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stofskifteforstyrrelser sdsom hypocalczemi, oftest reagere positivt pa behandling rettet mod
underskuddet af den pageeldende ion, hvorimod dyr med botulisme ikke vil vise forbedring efter
behandlingen. Sygdomme som listeriose og paralytisk rabies kan blandt andet bekraftes ved
histologi af CNS (iseer medulla oblangata), hvor man vil finde henholdvis multifokale
mikroabscesser og viralt antigen. Derudover kan ELISA anvendes til at identificere rabies antigen,
og CSF vil afslare forgget antal protein og leukocytter i tilfeelde af listeriose.

Blyforgiftning, organofosfatforgiftning og ionophoreforgiftning kan bekraeftes ved blod — eller
veevsprover, idet det ses hhv. en forhgjet koncentration af bly, en reduceret koncentration af
cholinesterase, og en forhgjet koncentration af CPK (creatinin phosphokinase).

Mykotoksikose kan veare sveert at diagnosticere hos kvaeg, og stilles pa baggrund af kemiko-
analytisk identifikation af mykotoksinerne i foderet, blod eller i vaev sdsom lever og nyrer. Flat-
paralyse er tilsvarende sveert, da der ikke opstar patognomiske fund, og diagnosen stilles ved fund
af flater pa dyret (Radostits et al. 2007).

3.7 Behandling
Da de kliniske manifestationer pa botulisme skyldes en irreversibel binding af BoNT til

nerveterminalerne, kan forbedret neuromuskulzar funktion kun opnas ved regeneration af nye
nerveterminaler (Smith 2009). Denne regeneration kan veere uger eller maneder om at blive komplet
(Rings 2004), hvorfor (selv)helbredelse kan vare en langvarig proces. Sandsynligheden for
helbredelse og dyrets prognose afhanger af sveerhedsgraden af de kliniske manifestationer, og
generelt angiver man prognosen som varende slet, hvis dyret er rekumbent, og ikke leengere er i
stand til at rejse sig, hvorfor aflivning ma overvejes (Coffield & Whelchel 2012; Freeman & Bevan
2007).

Antibiotika har ingen effekt pa de kliniske manifestationer hos dyret, da sygdommen jo skyldes en
intoksifikation, og ikke en bakteriel infektion (Freeman & Bevan 2007). Antibiose bgr derfor kun
anvendes i tilfelde af sekundert opstaede komplikationer, sasom aspirationspneumoni, der er
angivet som varende relativ hyppigt forekommende falgesygdom hos dyr med botulisme, grundet
fejlsynkning ved lammelse af svalget. Dog skal valget af antibiose overvejes ngje, da produkter
indeholdende procain penicillin, tetracyklin eller aminoglykosider ikke bgr anvendes, grundet deres
tendens til at virke svagt muskelsveekkende (Divers & Peek 2008).

Equint polyvalent antiserum kan administreres intravengst til kveeg, dog er antitoksin-terapi mindre

effektivt hos kvaeg end hos heste, idet det meste af toksinet ikke laengere vil veere aktivt i blodet pa
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det tidspunkt de kliniske manifestationer forekommer og diagnosen bliver stillet (Coffield &
Whelchel 2012).

Saledes er stattende terapi den vigtigste behandling for bovint botulisme (Coffield & Whelchel
2012). Pavirkede dyr ber opstaldes pa en sadan made at beveegelse minimeres, da overanstrengelse
forveerrer progressionen af de kliniske manifestationer (Smith 2009). Derudover ber dyr, der ikke er
I stand til at eede og drikke behandles med vasketerapi enten ved passage af naese-sveelgsonde eller
ved intravengs infusion, for at rette op pa elektrolyt- og syre-baseforstyrrelser samt undga
dehydrering og hypoglycaemi. I tilfeelde af ileus kan mineralolie administreres med naese-

svaelgsonde, og rumen-transfaunation kan udfares.

3.8 Forebyggelse

Vaccination mod bovint botulisme foretages i stort omfang i endemiske omrader, herunder omrader
i Sydafrika og Australien og Israel. Vaccinerne er baseret pa toxoid mod BoNT type C og D, da
disse er de hyppigst forekommende serotyper i disse lande. Udover vaccination supplementeres
dyrenes foder med fosfor- og proteinrige foderkilder, herunder blandt andet benmel, for at forhindre
opstaen af pica og osteofagi hos det afgraessende kvag.

Da antallet af tilfeelde af bovint botulisme generelt er begraensede i Europa og Nordamerika, findes
der ingen registreret vaccine til brug i Danmark (DTU Veterinzrinstituttet 2009), Storbritannien
(ACMSF 2006) og USA (Coffield & Whelchel 2012). Der kan dog ved gentagne udbrudstilfaelde
gives dispensation til at vaccinere, dette geelder for alle de navnte lande.

Kveaegproducenter, der anvender konserveret foder som primeer foderkilde, kan bedst forebygge
sygdommen ved at veere omhyggelig med at opretholde en god hygiejne under hvert enkelt trin af
foderproduktionen og ensilageringsprocessen, saledes at der sker mindst mulig kontamination med
sporer fra jord og gylle (Weissbach 2006). For videre at hindre en opformering af clostridierne i
ensilagestakken, er det vigtigt at producere ensilage af god kvalitet, hvilket sikres ved en god
afgredekvalitet, en optimal fermentationsproces hvor pH-veerdien falder hurtigt pga. omfattende
melkesyreproduktion, samt en lagring og udfodring, hvor der sker mindst mulig luftindslip til
ensilagestakken (Hvelplund & Ngrgaard 2003; Knicky 2005).

Ydermere bgr der inden starten pa hgstarbejdet tages praktiske forholdsregler for at minimere
risikoen for at vildt pakares i forbindelse med hgstarbejdet, saledes at adselassocieret botulisme
undgas. Dette geelder iser ved hgstning af grenfoder i vildtets yngletid (DTU Veterinzrinstituttet
2009).
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4. Andre Clostridium-arter, der forarsager sygdom hos kvaeg
Patogene Clostridier-arter er en betydelig arsag til sygdom hos produktionsdyr, da de findes overalt

i miljeet, herunder i jord, feeces og ferskvandskilder. Grundet clostridiernes omfangsrige udbredelse
i miljget er udryddelse umuligt, og sygdomstilfeelde ma derfor forsgges reduceres ved hjalp af
forebyggende foranstaltninger, herunder god hygiejne og vaccination. (Radostits et al. 2007).

Alle clostridiearter er i stand til at producere potente exotoksiner, som altid er selve arsagen til
sygdom. Toksinerne der dannes af de forskellige arter udgver forskellige effekter i dyret og skaffer
sig adgang til kroppen pa forskellige mader, og kan pa baggrund af dette opdeles i tre
hovedgrupper; neurotoksiske clostridier, histotoksiske clostridier samt enteropathogeniske og

enterotoxaemiske clostridier (Quinn et al. 2002).

4.1 Neurotoksiske Clostridier
Denne gruppe udggres udover C. botulinum ogsa af C. tetani, der er ansvarlig for opstaelsen af

sygdommen tetanus, ogsa kendt som stivkrampe. Tetanus er en akut og potentielt fatal
intoksifikation, forarsaget af potente neurotoksiner, der ved hjalp af irreversibel binding til
inhibitoriske nerveterminaler og efterfalgende manglende frigivelse af inhibitoriske
neurotransmittere, medfarer spastisk paralyse i dyret og efterfalgende mors grundet kvelning pga.
fiksering af respirationsmusklerne (Radostits et al. 2007). Pattedyr er forskelligt modtagelige
overfor neurotoksinet, hvor mennesker og heste er meget modtagelige, medens ruminanter kun er
betegnet som veerende moderat modtagelige. Lidelsen forekommer sporadisk og hos enkeltdyr ofte i
forbindelse med opstaen af sar hos ikke-vaccinerede dyr. Infektion opstar nar endosporer, der
befinder sig i jord og faeces introduceres ind i traumatiseret veev, sdsom dybe penetrerende sar,
kastrationer/andre operationer, overfladiske sar opstaet i forbindelse med dystokier hos keer og far,
og via umbilicus hos unge dyr. Tilstedeveerelsen af nekrotisk vaev, og fremmedlegemer og
fakultative anerobe bakterier i saret kan medfarer et anerobt miljg, hvorved endosporerne kan
germinere og danne det potente tetanospasmin.

Kliniske manifestationer pa tetanus og prognosen for overlevelse afhenger af det anatomiske
omrade hvor toksinet produceres, samt mangden af toksin og dyreart. Hos kvaeg ses generaliseret
muskelstivhed, spasmer, hyperesteesi, prolaps af tredje gjenlag, trismus (Lockjaw), kramper,
respirationsstop og ded. (Radostits et al. 2007). Diagnosen stilles ofte ud fra de kliniske
manifestationer, der er meget let-adskillelige fra andre sygdomme og anamnesen om opstaede

skader eller sar hos dyret, der ikke er vaccineret mod tetanus. Der findes ingen antemortelle tests og
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ingen postmortelle leesioner, der kan hjeelpe med at stille den endelige diagnose, men dyrkning af
organismen fra svab fra saret eller milten kan forsgges, hvis minimal autolyse er forekommet pa
tidspunktet for obduktionen, idet det sa muligvis kan lykkedes at identificere de store Gram-positive
stave, indeholdende karakteristiske tennisketsjer-lignende sporer. Lidelsen kan forsgges behandlet
ved administration af hgje doser penicillin parenteralt, aggressivt debridement og lavage af saret
samt administration af muskelafslappende midler. VVoksent kvaeg med milde tilfeelde overlever ofte,

mens case-mortaliteten hos unge dyr er hgj.

4.2 Histotoksiske clostridium-arter
Clostridie-arterne i denne gruppe har faet deres navn, da de producerer udbredte infektioner i vaev,

sdsom muskler og leveren (histo = gr. for veev) (Quinn et al. 2002). Spredningen af organismerne til
deres malorganer kan forega ved to ruter, nemlig via penetration gennem et sar eller via heematogen
spredning efterfalgende per oral optagelse.

Sarinfektioner med Clostridium spp. sdsom C. septicum, C. perfringens, C. novyi eller C. chauvoei
kaldes for gasgangren eller malignt gdem, og skyldes bakteriernes evne til at proliferere og danne
exotoksiner under de anaerobe og alkaliske forhold, som ofte er til stede i dybe sar. Exotoksinerne
skaber udbredt gdem og nekrose samt gangren lokalt i omradet, og medfgrer mors af dyret, nar de
absorberes i blodbanen. Dyr i alle aldre er udsatte. Risikofaktorer er darlig hygiejne i dyrenes miljg,
samt ved injektion af leegemidler. Udover selve injektionshygiejnen ved administration af
leegemidler, udger veevsirriterende leegemidler tillige en risiko ved intramuskular injektion, da disse
midler kan fremprovokere lokal nekrose (Radostits et al. 2007).

Kliniske manifestationer opstar 6-48 timer efter infektion, hvor der observeres en lokal lasion pa
infektionsstedet, der bestar af en blgd, dejagtig haevelse med markeret lokalt erythem (redme af
huden). Omradet er meget smertefuldt ved palpation. Senere i forlgbet bliver havelsen fast og
huden mgrk og stram. Emfysem kan veere til stede, alt afhaengigt af hvilke Clostridie-arter, der er
arsag til infektionen, og kan i nogle tilfeelde ses som skummende ekssudation fra saret. Dyret er
nedstemt og har hgj feber (41-42 °C) og der ses tegn pa kredslgbsforstyrrelser og shok. Mors opstar
inden for 24-48 timer fra opstaen af de farste kliniske manifestationer uden intensiv behandling.
Nar infektionen opstar under kaelvningen grundet laceration af vulva, ses der havelse af vulva der
breder sig lokalt til at omfatte hele pelvis-og perinealregionen, og derudover ses der rgd-brunligt

flad. Efterfalgende opstar der sveer toksaemi og koen dgr inden for 24-48 timer.

22



En tentativ diagnose kan stilles ved udtagelse af svab fra det lokale omrade, saledes at behandling
hurtigt kan igangsattes. Derudover kan der differentieres mellem clostridie-arterne vha. PCR.
Behandling skal igangseettes med det samme infektionen viser sig, og bestar af intravengst
administration af hgje doser penicillin gentagne gange, samt eventuelt lokalt i saret, og derudover
administration af NSAIDS, samt sgrge for dreenage fra saret. | enzootiske omrader anbefales
vaccination (Radostits et al. 2007).

Haematogen spredning af iseer C. chauvoei efterfalgende per oral optagelse af bakteriesporer kan
forekomme hos kvaeg, hvor tilstanden kaldes for miltbrandsemfysem. Det formodes at sporerne
optages til blodbanen via fordgjelseskanalens slimhinde, hvorefter de transporteres til
(skelet)ymuskulaturen, hvor de kan ligge i en dvaletilstand indtil fx lokal muskelnekrose eller lav
ilttension far dem til at germinere. Derved opstar der en sveer lokal nekrotiserende myositis af
skeletmuskulaturen samt en akut systemisk toxeaemi, der ofte medfgrer mors af dyret indenfor 12-36
timer efter opstaen af de kliniske manifestationer, men som ogsa kan opsta perakut, saledes at
kliniske manifestationer ikke observeres fagr indtreedelsen af mors. Dyret vil udvise sveer
nedstemthed, veere anorektisk og have hgj feber (41 °C). Der observeres sveer halthed, og udtalt
haevelse af den gvre del af det afficerede ben, som i de tidlige stadier vil vare varmt og smertefuldt
ved palpation, men som hurtigt bliver koldt og indolent, hvorved gdem og emfysem kan erkendes.
Huden i omradet bliver herefter misfarvet, tar og spreekker. Dette kliniske billede er karakteristisk
for tilstanden, der af samme grund kaldes Blackleg pa engelsk. Diagnosen stilles ved postmortel
obduktion af dyret, hvor incision af den afficerede muskelmasse vil afslgre opsvulmet og
ildelugtende veev, der varierer i farven fra markergdt til sort, og er deekket af et tynd, blod-lignende
veeske indeholdende gasbobler. VVed friske indsnit i veevet virker snitfladen tgr og skinner metallisk.
En endelig diagnose kan stilles ved identifikation af C. chauvoei vha. fluorescent antibody staining.
Miltbrandsemfysem opstar oftest hos ung-kvaeg, der vokser hurtigt og fodres intensivt. Derudover
ses en seson-praeget udbredelse, idet tilstanden isaer opstar i de varme og vade maneder af aret.
Grundet sygdommens akutte forlgb og laesionernes svere udbredelsesgrad er behandling sjeldent
succesfuld, hvorfor vaccination af ungkvaeg anbefales til kvaegproducenter, hvor sygdommen er

enzootisk forekommende (Radostits et al. 2007).

4.3 Enteropathogeniske og enterotoxaemiske clostridie-arter
C. perfringens er en del af den normale tarmflora hos kvaeg. Zndringer af tarmmiljeget og motilitet

grundet stressende forhold for dyret, sdsom transport, foderskift mm., kan dog begunstige en
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voldsom veekst af C. perfringens i tarmen, saledes at store meengder toksin produceres, der dels har
en lokal pavirkning af tarmslimhinden og dels absorberes til blodbanen og fremkalder toksemi hos
dyret. (Dunn 2007: Lebrun et al. 2010).

C. perfringens inddeles i biotyperne A-E, alt efter hvilke af de letale hovedtoksiner, alfa, beta,
epsilon og iota, der produceres. Alle fem typer er blevet tilskrevet at kunne forarsage enterisk og
enterotoksisk sygdom hos kvaeg, dog er der til stadighed udfordringer i at definere og diagnosticere
det enterotoksaeemiske syndrom hos denne dyreart, samt at differentiere mellem de forskellige typer i
forbindelse med identifikation af &tiologien i flere af de kliniske syndromer der tilskrives C.
perfringens. Disse udfordringer beror bl.a. pa, at selvom de forskellige typer af C. perfringens (A-
E) har forskellige toksin-profiler og skaber forskellige sygdomssyndromer, er det ikke altid muligt
at skelne mellem dem, da de kliniske manifestationer og risikofaktorerne der er associeret med de
forskellige sygdomme produceret af C. perfringens ofte overlapper hinanden (Smith 2009).
Derudover kan det veere svert at stille en korrekt diagnose, da C. perfringens udger en del af den
naturlige tarmflora selv hos raske dyr, og at organismen, som indgar i den postmortelle
forradnelsesproces, indenfor fa timer efter mors er opstaet, vil gennemga hurtig veekst og sprede sig
fra mavetarmkanalen og invadere kroppens andre veaev (Smith 2009).

Enterotoksaemi forarsaget af C. perfringens kan forekomme hos bade neonatale kalve, ungkveg
samt voksent kvaeg, og lidelsen er karakteriseret som et perakut eller akut syndrom, hvor mors
opstar pludseligt og ofte uden observation af forudgaende kliniske manifestationer. Generelt for de
enterotoksiske syndromer gelder det at behandling ofte er nytteslgst grundet sygdommens akutte
natur, hvorfor vaccination af draegtige keer og kvier anbefales, saledes at nyfadte kalve beskyttes
via kolostrum. For at kunne stille den absolutte diagnose for enterotoksemi forarsaget af C.
perfringens kreeves en dyrkning af organismen fra tarmen, samt efterfalgende genotypning vha.
MPCR, samt demonstration af karakteristiske makro- eller mikroskopiske lasioner, og hvis muligt,
identifikation af toksin fra tarmene (Divers & Peek 2008). Da dyrkningen anvendes til at foretage
en kvantitativ bakteriologisk undersggelse bar pravemateriale udtages hurtigst muligt postmortelt
for at undga falsk-positive resultater (i form af opformering C. perfringens under
forradnelsesprocessen), og opbevaring samt transport af prevematerialet ber vere saledes at
yderligere veekst af C. perfringens ikke forekommer (Lebrun et al. 2010) En cut-off-veerdi er ikke
endeligt bestemt og varierer derfor mellem forfattere, men dog anses vaerdier hgjere end 10° til 10’
cfu/ml som veerende tegn pa overveakst af C. perfringens og bekrafter derfor diagnosen, da det
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normale antal (som findes hos raske dyr) er mellem 107 til 10° cfu/ml i tarmindhold (Lebrun et al.
2010).

C. perfringens type B og C forarsager enterotoksisk heemorrhagisk enteritis hos neonatale og unge
kalve, som modtager kolostrum og endnu ikke har en fuldt udviklet tarmflora. Patogeniciteten for
begge disse typer af C. perfringens tilskrives iser beta-toksinet, der hos det voksne dyr inaktiveres
af trypsin, et enzym der dannes af pankreas. Denne trypsin-produktion kan mangle hos helt unge
kalve, saledes at kolonisering og opformering af type B eller C kan forekomme i mavetarmkanalen,
efter indtagelse af organismen fra et kontamineret milja. Derudover er neonatale kalve udsat for
infektion med disse typer, da der i kolostrum findes trypsin-inhibitorer, der har som funktion at
sikre at immunoglobinerne ikke nedbrydes. De neonatale kalve indtager type B eller C fra miljget
under keelvningen (Smith 2009). Kliniske manifestationer kan besta af diarre, eventuelt
blodtilblandet, og akutte mavesmerter, der associeres med urolighed og bralen. | andre tilfeelde
opstar mors akut uden forudgaende kliniske manifestationer.

C. perfringens type D producerer den klassiske foraednings-sygdom kendt som pulpy kidney
disease, der oftest forekommer hos lam, men som ogsa er anerkendt hos kalve. Sygdommen er
karakteriseret ved perakut opstaet mors hos velfungerede kalve i god foderstand. Andre tilfeelde
udviser akut opstaen af neurologiske manifestationer, sasom krampeanfald, ataksi og blindhed,
opisthotonus og dyret er manisk og brgler voldsomt. De neurologiske manifestationer tilskrives
epsilon-toksinet der er arsagen til type D’s patogenicitet, da dette toksin gger den vaskulaere
permeabilitet og skaber gdem i flere af dyrets organer, iser lungerne, nyrerne og hjernen (Smith
2009). Sygdommen opstar oftest hos kalve der er en til fire maneder gamle, som er i god foderstand
og fodres intensivt med rationer der indeholder store meengder kulhydrat og/eller protein, sasom
korn eller meget frodigt greaes. Fodring af store mangder meaelk eller meelkeerstatning af fa omgange
kan tillige fremprovokere sygdom. Iseer udger bratte fodringsskift med en forgget andel af
kulhydrater en risikofaktor, da dette kan skabe ubalance i den bakterielle tarmflora, saledes at der
kan ske opformering af gram-positive bakterier, sasom C. perfringens (Divers & Peek 2008;
Radostits et al. 2007).

C. perfringens type A mistenkes ogsa for at kunne producere haemorrhagisk enteritis hos kalve og
voksent kveag og derudover for at vaere arsag til heemolytisk sygdom, lgbesar hos kalve og
Haemorrhagic bowel syndrome (HBS) hos kveeg (Divers & Peek 2008; Radostits et al. 2007).

Denne mistanke beror pa at type A’s patogenicitet primeert tilskrives alfa-toksinet, der udviser
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hemolytisk aktivitet. Rollen som C. perfringens type A spiller i patogenesen for de navnte lidelser
er endnu usikre, da organismen kan isoleres fra feeces fra tilsyneladende raske dyr (Smith 2009), og
derudover er den mest dominerende af typerne under den postmortelle forradnelsesproces, hvorfor
den altid findes i store mangder i kadaveret. Dertil kommer, at det kan vaere meget vanskeligt at
differentiere en type A infektion fra en type B eller C infektion, da sidstnavnte typers patogenicitet
kan tilskrives beta-toksin, der inden for fa timer efter dedens opstaen nedbrydes af proteaser i
tarmlumen, hvorfor toksinet ikke kan isoleres (Smith 2009). At type A ikke altid er arsag til sygdom
hos dyret, indikeres videre ved at antistoffer mod alfa-toksin kan findes i serum hos raske kger,
hvilket tyder p4, at en del af det producerede toksin muligvis absorberes til blodet og behandles af
immunsystemet, og at infektion med type A kan forlgbe subklinisk (Lebrun et al. 2010; Radostits et
al. 2007).

HBS er en forholdsvist nyligt opdaget tarmsygdom hos malkekger, der er karakteriseret ved
pludselig opstaet, progressiv og af og til massiv blgdning ind i tyndtarmslumen, der efterfglgende
omdannes til koagler og obstruktion af tarmlumen, hvorved der sker nekrose af det pageeldende
tarmsegment. Sygdommen er ofte letal, og dyret dar af shok. Atiologien til HBS er pa nuvearende
tidspunkt ukendt, og ingen konsistente praedisponerende faktorer er blevet identificeret, dog anses
C. perfringens type A at veere involveret i patogenesen blandt andet, fordi type A kan isoleres i
store maengder fra koagler til stede i jejunum, der er mikroskopisk bevis for tarmnekrose associeret
med en tyk intraluminal population af store grampositive bakterier, samt at der sjeeldent
identificeres andre enteriske patogener, der kan associeres med haemorrhagisk enteritis hos keer
med lidelsen (Divers & Peek 2008). HBS ses oftest tidligt i laktationen (inden for de farste fire
maneder), men kan ogsa opsta sent i laktationen, samt hos goldkger. Risikofaktorer, der formodes at
veere associeret med sygdommen er fysiologisk stress i forbindelse med topydelse hos koen,
samtidigt med fodring af rationer med hgjt indhold af kulhydrater og protein, men lavt indhold af
fibre.

5. Litteratur om sygdomskomplekset kronisk/visceral botulisme
Udover den anerkendte klassiske botulisme, der er karakteriseret ved en progressiv flaccid paralyse

og (evt. mors) hos dyrene, har der i Tyskland siden 1990’erne veeret megen opmerksomhed
omkring, hvorvidt der tillige findes en kronisk form for botulisme hos malkekvag, hvis kliniske
billede primaert er forstyrrelser af mavetarmkanalen. Derfor kaldes lidelsen ogsa for visceral

botulisme. Navnet pa sygdomskomplekset og hypotesen bag det kliniske billede og
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arsagssammenhangen beskrives for farste gang af Bohnel et al. (2001), i artiklen “Visceral
Botulism — 4 New Form of Bovine Clostridium botulinum Toxication”, hvor forfatterne redegar for
en mulig &tiologi og patogenese bag det kliniske billede, der er observeret i besaetninger i
Mecklenburg-Vorpommern i Nordgsttyskland siden 1999: Pa besatningsniveau ses der markant
fald i malkeydelse, forhgjet celletal, forhgjet kodadelighed og flere syge dyr med lgbedrejninger,
mastitis og haltheder iseer i form af laminitis. Dyrene i besatningerne synes ikke at reagere positivt
pa behandling, og virker somnolente. (Schwagerick 2000; Schwagerick 2006). Pa enkeltdyrsniveau
er de kliniske manifestationer typisk meget uspecifikke og forekommer oftest hos kgerne i den
peripartuelle periode, selvom kger i senlaktation og goldkger tillige kan udvikle manifestationerne. |
besatninger, der har veeret pavirket af sygdomskomplekset i en leengere periode, kan unge kalve
tillige pavirkes, og blive svage og somnolente. De kliniske manifestationer bestar bl.a. af
indigestion, der viser sig som vekslende diarre og forstoppelse, ikke-infektigst akut og kronisk
laminitis, ataksi, stiv gangart og parese, apatiske dyr der er rekumbente og ligner
melkefebertilfelde, men som ikke reagerer pa calcium-infusion, kredslgbsforstyrrelser
(opsvulmede vener og positiv venepuls samt gdem i benene samt yveret), forceret respiration,
opkneben abdomen og krum ryg samt afmagring. (Schwagerick 2000; Schwagerick 2006). Modsat
den klassiske botulisme, der er en perakut tilstand, forlgber de kliniske manifestationer for kronisk
botulisme over flere maneder og ar (Béhnel & Gessler 2004). Pa baggrund af udelukkelsen af
almindelige infektigse og metabolske lidelser vha. laboratorieundersggelser af de ramte
besatninger, og fundet af clostridie-arter i feeces fra keerne, herunder C. botulinum og dennes
toksiner blev det konkluderet at sygdomskomplekset kunne veere en ny form for botulisme. (Béhnel
et al. 2001; Schwagerick 2006).

Forfatternes forklaring pa det atypiske kliniske billede i forhold til det, der opstar i tilfelde af
klassisk botulisme hos kveeg, er at patogenesen bag lidelserne ikke er den samme. | tilfeelde af
kronisk botulisme sker der ikke kun en toksikation af organismen som det er tilfeeldet for den
klassiske botulisme, men derimod en blanding af en infektion og en toksikation, en sakaldt
toksikoinfektion. Toksikoinfektigs botulisme er beskrevet hos spaedbgrn, unge fal (Shaker Foal
syndrome) og i forbindelse med Equine grass sickness, og skyldes in vivo produktion af BoNT i
tarmene efter germination af C. botulinum-sporer, der er indtaget med maden/foderet (Bohnel et al.
2001; Scwagerick 2000). Patogensen hos kvaeg formodes at forlgbe saledes, at der efter indtagelse
af sporer med foderet, forekommer vaekst og kolonisering af C. botulinum i de nedre tarmafsnit,

hvorefter sma meengder BoNT dannes og delvist absorberes over tarmslimhinden over adskillelige
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dage, mens resten af BONT udskilles med faeces. Denne leengerevarende absorption af sma
mangder BoNT forstyrrer den neurologiske kontrol af Gl-kanalen hos kvag, saledes at indigestion
opstar, idet der sker stimulation af det sympatiske autonome nervesystem da BoNT fremprovokerer
en lokal paralyse af de parasympatiske neuroner, da disses synapser er placeret tettere pa
slimhindens lumen, hvor BoNT bliver produceret. Den sympatiske effekt fremprovokerer en delvis
paralyse af Gl-kanalen, hvorved yderligere BoNT bliver produceret og absorberet, hvilket medferer
det falgende kliniske billede: reduceret foderindtag, dehydrering, langsom veekst, reduceret
meelkeydelse, stiv gangart og opkneben bug (Béhnel et al. 2001).

En forudsetning for at denne kolonisering af C. botulinum kan forekomme, er at der er opstaet en
mikrobiologisk ubalance af den normale tarmflora, en sakaldt dyshiose i tarmen (Schwagerick
2000). Denne hypotese papeges ogsa af Monica Kriiger (2010a) idet skader pa tarmslimhinden
muligger kolonisering af C. botulinum, da translokation af bakterien over tarmvaggen er mulig.
Dyshiosen i tarmen kan teenkes at opsta som falge af ufysiologisk fodring, forhgjet mykotoksin — og
sporebelastning i foderet og et indskranket enteralt immunforsvar (Schwagerick 2000).
Schwagerick (2000) spekulerer dog pa, om der kan vere tale om nogle nye specielt hgjpatogene
toksigene stammer af C. botulinum bag sygdomskomplekset, da dysbiose i form af den kvantitative
belastning af tarmene med diverse sporer fra bl.a. svampe og C. botulinum ikke altid medfarer
sygdom. Denne teori er ogsa fremfart af Béhnel & Gessler (2004), der spekulerer pa, om nye og
indtil nu ukendte typer af bakterien kan veere indfgart til landet pga. af den verdensomspandende
handel med dyr, animalske produkter, fodermidler og turisme.

Hypotesen om kronisk/visceral botulisme hos malkekvag er ikke videnskabelig bevist (BfR 2012;
BMELV 2011; FLI 20011a) idet der ikke forefindes systematiske registreringer og data, der
bekrafter at C. botulinum er arsagen til dette nye sygdomskompleks (BfR 2004; Rodloff & Kriiger
2012). Desuden besveerliggares be-eller afklaringen af hypotesen, da diagnose af botulisme vha.
laboratorietests generelt er vanskeligt, og sygdommen generelt bekraftes ved opstaen af de meget
karakteristiske kliniske manifestationer. Dette er ikke muligt for kronisk botulisme, da de
uspecifikke og ukarakteristiske kliniske manifestationer, der er beskrevet for sygdommen gar det
umuligt at definere en casedefinition (FLI 2011b; Hoedemaker 2012) og dermed stille en diagnose
(Krogh 2012). De uspecifikke kliniske symptomer, der er angivet for sygdommen kan desuden
tilskrives mange forskellige differentialdiagnoser, hvilket komplicerer udredelsesprocessen
(Hoedemaker 2012).
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En pavisning af, at sygdomskomplekset skyldes C. botulinum kompliceres yderligere ved, at
organismen er meget udbredt i miljget. Saledes er fundet af C. botulinum i miljget, organer eller
feeces ikke er bevis for sygdommen (FLI 2011b; Hoedemaker 2012;Weissbach u.d.). BoNT kan
ogsa findes i feces hos raske dyr og en sammenhaeng er usikker mellem pavisning af BoNT hos det
enkelte dyr og sygdommen pa besatningsniveau. (Kriiger 2010b; Schwagerick 2000; Schwagerick
& Rosenmoller 2010). Tilstedeveerelsen af antistoffer mod BoNT i serum, kan heller ikke fungere
som en diagnose pa klinisk sygdom, da bade klinisk raske og klinisk syge dyr har vist sig at have
antistoffer mod toksinet (Schwagerick & Rosenmdller 2010). P& nuvarende tidspunkt ma den
tilgeengelige diagnostik for pavisning af BoNT erklares som vaerende utilstreekkelig (BfR 2004;
FLI 2011b), dette bestyrkes af forskellige laboratoriers botulismediagnostik i Tyskland, hvor
resultaterne varierede betydeligt. Det er saledes ngdvendigt med en troveerdig diagnostik for
pavisning af BoNT og C. botulinum- sporer eller levende bakterier for at man kan have en objektiv
og reel diskussion om emnet (FLI 2011b).

Alternative hypoteser er opstillet for at forklare de uspecifikke kliniske manifestationer i
malkekvagsbesatninger, hvor langt de fleste papeger, at der kan veere tale om en multifaktoriel
sygdom (BfR 2004; Boysen 2012; Landbrug og Fedevarer, kveeg 2012;Weisshach u.a.), hvor
enkeltfaktorer ikke i sig selv udlgser sygdom eller nedsat produktion, men hvor det snarere er
summen af faktorer, der pavirker dyrene og giver denne virkning. Iser nevnes ukorrekt fodring og
uoptimalt management som veerende faktorer, der kan forklare sygdomskomplekset, der isaer er
preeget af fordgjelsesforstyrrelser (BMELYV 2011). Blandt andet naevnes fodring af lavkvalitets
graesensilage, der har et reduceret indhold af protein, aminosyrer og Vitamin E (FLI 2011b), samt
manglende foderhygiejne og management i forbindelse med produktionen, opbevaringen og
udfodringen af isaer graesensilage (Weissbach u.a.). Darligt foder kan indeholde et ukendt antal
svampe, der eventuelt kan danne mykotoksiner, som kan pavirke hjernen og nervesystemet.
Normalt nedbrydes toksinerne iser i leveren, men ved overbelastning af denne grundet for store
mangder toksiner, kan organet tage skade og der udvikles fedtlever, der kan medfare en rekke
uspecifikke kliniske manifestationer og forgiftningssymptomer (Boysen 2012).

Ukrudtsbekaempelsesmidlet glyphosat (Round up) menes tillige at kunne spille en rolle i
sygdomskomplekset kronisk botulisme, da midlet har en hemmende effekt pa mange godartede
bakteriers og svampes vaekst i mavetarmkanalen, hvorved der sker en mikrobiologisk ubalance af
tarmfloraen, saledes at potentielt patogene bakterier sasom C. botulinum kan opformeres.

Derudover kan glyphosat medvirke lever — og nyreskader hos dyrene, samt binde diverse mineraler,
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saledes at disse ikke kan optages af bade planter og dyr (Boysen 2012; Kriiger 2012). | forsgg
udfart pa 400 keer fra besetninger med kronisk botulisme har man kunnet pavise glyphosat i urinen

i naesten alle praver (Kriiger 2012).

Der har veeret spekulation om, hvorvidt biogasanlaeg medvirker til smittespredningen af patogene
clostridier, grundet opformering og toksindannelse i gersubstratet under fermenteringsprocessen,
hvorefter det tiloversblevne fra biogasproduktionen spredes ud som gadning pa markerne, og kan
udgare en smitterisiko for bl.a. graeessende kreaturer. Denne teori kan ikke fuldsteendigt udelukkes,
men undersggelser i 15 biogasanlaeg i Tyskland paviste ingen patogene clostridier eller BoNT og
risikoen vurderes derfor for at veere minimal (BMELYV 2011, Breves 2012).

Baéhnel et al. (2005) fandt C. botulinum type B i en kirtel hos en ko med kronisk mastitis, der blev
bekraftet som havende visceral botulisme, grundet tilstedeveerelsen af BoNT type C/D i
tyndtarmen, sammenholdt med de kliniske manifestationer. Man fandt dog ingen anarobe bakterier i
hverken malkepraven eller i det beskadigede yvervav, hvorfor det er uvist, hvordan BoNT er
kommet i maelken. Fundet af BoNT i frisk malk rejser spagrgsmalet om kronisk botulisme kan agere
som en zoonose, hvor melk og ked fra dyr, der mistaenkes for at lide af kronisk botulisme kan
udgare en risiko for mennesker. Kriiger et al. (u.d.) understreger ligeledes, at man bar tage
forholdsregler under slagtningen af dyr fra besatninger med kronisk botulisme og under alle
omstendigheder slagte disse dyr adskilt fra andre (raske dyr), da man vha. immuniperioxidasetest
har kunne pavise BoNT type ABE i levervavet hos 5 ud af 15 aflivede dyr, der kom fra besatninger
med kronisk botulisme, og BONT type A og E er almen kendt som veerende patogene for
mennesker.

Observationen af kliniske symptomer hos en malkekvagsproducent, der bortset fra at vaere kroniske
og uletale af natur, stemmer overens med det humane forlgb for klassisk botulisme, har yderligere
fart til konklusionen, at kronisk botulisme tillige kan pavirke mennesker (Rodloff & Kriiger 2012).
Kriger et al. (2012) udfarte derfor en undersggelse, hvor der blev analyseret feecesprover fra kaer i
besatninger med diagnosen kronisk botulisme og fra de pageldende malkekvaegsproducenter samt
analyser af husstgv og foder, for at afklare om der forekommer en mulig transmissionsrute af C.
botulinum fra kvaeg til mennesker. Resultatet af undersggelsen viste dog ingen sammenhzng
mellem serotyperne i kgerne og landmandenes faces, hvilket tyder pa at der ikke forekommer en
sadan transmission. Forfatteren navner dog, at forklaringen pa de forskellige serotyper hos kaerne
og de pagaldende ansvarlige malkekvagsproducenterne kan skyldes at kveaeg kan have flere

serotyper i feeces, men at det er ngdvendigt at lave flere forsgg for at afklare mulige
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transmissionsruter (Rodloff & Kriiger 2012). Andre kilder understreger, at det ikke er entydigt
videnskabeligt bevist, at sygdomskomplekset, der kaldes kronisk botulisme kan udggre en zoonose
og at der findes sakaldt humant kronisk botulisme (FLI 2011a). Der er ingen beviser for en
arsagssammenhang af den postulerede sygdom og en toksikoinfektion hos voksne (DNG 2012).
Bundesinstitut fiir Risikobewertung (BfR) har foretaget en systematisk vurdering af de tilgeengelige
videnskabelige data og konkluderer, at fersk kad og ubehandlet melk fra keer syge af bade klassisk
og kronisk botulisme ikke udger en risiko for mennesker, da der ikke er nogen indikationer pa, at
BoNT udskilles i meelk hos kger med klassisk botulisme, og i tilfelde af kronisk botulisme er der
ikke pavist en transmissionsvej (BfR 2012; BMELV 2011). Det understreges, at der ifglge
litteraturen ikke forekommer toksikoinfektion hos voksne individer, og at der ikke foreligger
sammenlignelige undersggelser ml. eksponerede og ikke-eksponerede befolkningsgrupper. Der er
kun rapporteret om et enkelt tilfeelde af BONT i melk, sa det er ngdvendigt med flere data (BfR
2004). Da kronisk botulisme saledes ikke betragtes som en zoonose, ma dyr fra besatninger der
misteenkes for at have kronisk botulisme gerne slagtes og
seelges som levnedsmidler, safremt de ikke udviser klinisk
sygdom (BfR 2004; BMELYV 2011).

Antallet af tyske besatninger og dyr, der er ramt af
sygdommen og dennes regionale udbredelse er ikke kendt,
grundet manglende systematiske indberetninger (BfR 2012).
Bohnel & Gessler (2012) har dog forsggt at afbilde den
regionale fordeling af botulismetilfelde i Tyskland i arene
1996 til 2010 vha. indberetninger fra praktiserende dyrlager,

der pa baggrund af kliniske undersggelse sammenholdt med

laboratoriesvar, har diagnosticeret enten klassisk eller

Figur 2. Geografisk fordeling af kronisk . . . . . .
botulisme i Tyskland. (Bohnel & Gessler visceral botulisme i besatningerne. Indberetningerne viser, at

(2012)).

der i den navnte periode var 1108 besatninger med

botulisme-relaterede problemer, og at der tilsyneladende er en forskellig fordeling af
sygdomstilfeelde i landet. Iseer

forekommer der et hgjere antal botulismetilfeelde i Nordtyskland end i andre regioner af landet
(figur 2). Arsagen til denne fordeling er dog uklar, og der er ingen korrelation mellem

kveegkoncentrationen og sygdomsforekomsten. | samme artikel konkluderer forfatterne, at BONT
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type C/D er den hyppigst forekomne toksintype blandt de indberettede besatninger, da 47,4 % af
besatningerne reagerede positivt pa toksinneutralisationen mod type C/D i Mouse-bioasssay-testen
og yderligere 35,9 % reagerede positivt pa bade type ABE og C/D.

Vaccination mod botulisme er ikke tilladt i Tyskland, dog er der undtagelsesvist givet tilladelse til
vaccination i nogle delstater. Effekten af vaccinationen er uklar, da der samtidigt blev eendret pa
andre faktorer i de ramte besatninger, herunder forbedret foderhygiejne (BMELYV 2011) og optimal
fodersammensetning (Schwagerick 2000).

Begrebet kronisk botulisme stammer fra Tyskland, men har i de seneste ar ogsa veeret et meget
omdiskuteret emne blandt dyrlaeger og malkekvaegsproducenter i Danmark. Den skerpede
opmarksomhed omkring emnet opstod i forbindelse med et besatningsbesgg hos en sgnderjysk
malkekvagsproducent, hvor en tysk radgiver gjorde opmaerksom pa, at de sundheds-og
ydelsesmassige problemer der fandtes i besaetningen meget vel kunne skyldes kronisk botulisme
(Erri et al. 2012). Herefter har enkelte praktiserende dyrlaeeger haevdet, at kronisk botulisme ogsa
forekommer hos kveeg i Danmark, og at de har stillet diagnosen i flere danske besatninger (Skau
2012). Marie Skau fra LVK-dyrlegerne beretter, at lidelsen altid opstar samtidigt med gasgangraen,
og at vaccination mod C. perfringens og C. botulinum har en positiv effekt i form af markant
ydelsesfremgang og feerre lemmelidelser (Erri et al. 2012; Skau 2012). Forfatterne understreger dog
at det vigtigste tiltag i forebyggelse og behandling af lidelsen er at tilfare malkesyrebakterier,
sakaldte probiotika til foderet, saledes at dyrenes modstandsdygtig @ges. Probiotika virker som
toksinbindere, der selv i lave koncentrationer kan udkonkurrere C. botulinum og derudover danne
acetylcholin, der kan kompensere for BONT’s hemmende effekt pa de neuromuskuleere synapser
(Erri et al. 2012). Foruden den forsteerkede negative effekt, der opstar ved tilstedevaerelsen af C.
perfringens hos kger der lider af kronisk botulisme, spekulerer forfatterne ogsa pa, om infektioner
med Mycoplasma bovis kan medvirke til sygdomsbilledet. Tanken bag dette er, at der i den seneste
tid er observeret en forgget forekomst af mykoplasmainfektioner hos malkekger i Danmark, og at
forfatterne har fundet antistoffer mod C. botulinum samt BoNT i faeces i besatninger med
diagnosticeret mykoplasmose (Erri et al. 2012). En undersggelse af forekomsten af Mycoplasma
bovis i danske kvagbesetninger udfert af Landbrug og Fadevarer, Kveeg i 2011 konkluderede dog,
at det ikke er sandsynligt, at C. botulinum eller BoNT har betydning for udvikling af sygdom
forarsaget af Mycoplasma bovis (Landbrug og Fadevarer, Kvaeg 2011). Specialkonsulent og
dyrleege Kaspar Krogh forholder sig generelt skeptisk overfor begrebet kronisk botulisme, idet

sygdommen ikke optraeder andre steder i verden og at de uspecifikke kliniske manifestationer for
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sygdommen, og den nuverende laboratoriediagnostik for botulisme, ikke med sikkerhed kan
anvendes til at stille en diagnose. Han papeger yderligere, at man ikke bar fokusere blindt pa, at
kronisk botulisme er arsagen til sygdom og ydelsesnedgang i besatningerne, da andre og mere
almentkendte faktorer kan have betydning (Krogh 2012).

Grundet pres fra frustrerede malkekveegsproducenter med gkonomiske vanskeligheder pga.
uforklarlige dgdsfald, foraget sygdomsforekomst og markant ydelsesnedgang, har man bade i
Tyskland og i Danmark veeret ngdsaget til at i gangsatte omfattende videnskabelige undersggelser
for at forsgge at be- eller afkraefte hypotesen om kronisk botulisme. Universitetet for
veterinermedicin i Hannover (TiHo) har pa foranledning af det tyske Landbrugs- og
Fadevareministerium (BMELV) pabegyndt et leengerevarende forskningsprojekt, der har til formal
at afklare om der er en mulig sammenhaeng mellem C. botulinum og kroniske sygdomsproblemer i
malkekveegsbesetninger. Forsgget er opbygget som et case-controle-studie, hvor i alt 150 udvalgte
malkekveegsbesetninger skal agere som casebesetninger (100 stk.) og kontrolbesatninger (50 stk.).
I hver af de 150 besetninger udvalges der pa besggsdagen yderligere 2 x 5 kger, der skal agere som
henholdsvis case-kger og kontrol-kger. En besztning skal opfylde tre ud af fem udvalgte kriterier
for at kunne blive betragtet som en case-besatning, herunder fx fald i maelkeydelse pa over 15 %
over en periode pa mindst tre maneder, forgget antal dgde/aflivede kaer (over 5 %) og forgget
forekomst af sygdom blandt kgerne. En besztning kan klassificeres som kontrol, i sa fald de 5
kriterier ikke forekommer i besatningen. Udvealgelsen af enkeltdyrene som enten cases eller
kontroller, foregar ved scoring af huld, bevaegelse, renlighed, afskrabninger (iser over led), samt
harlag og almentilstand, af samtlige malkekger i besatningen. Opdelingen af kgerne i mulige cases
og kontroller foregar ved markering af hhv. rgd og gran farvespray. En ko betegnes som en mulig
case, nar de to hovedkriterier samt mindst 1 underkriterier er opfyldt. Hovedkriterierne er 1)
Afmagring og 2) ligne et dyr med kronisk sygdom. Underkriterierne kan bl.a. besta af reduceret
melkeydelse, der er 20 % mindre end andre kger i besztningen der er pa samme laktationsstadium
og dage 1 malk, en halthedsscore pa > 3, diarre, dyspne, ataksi og parese/paralyse, positiv venepuls
eller opkneben bug. En ko kan blive en mulig kontrol, hvis ingen af disse kriterier er til stede.
Herefter udvaelges der tilfeldigt fem keer med pamalet red farve, der skal fungere som cases, og
tilsvarende 5 kontrolkger (keger med gren farve). Disse ti kger undergar en meget grundig og
systematisk klinisk undersggelse, og der foretages adskillelige parakliniske prgver hos hvert dyr,
herunder blodprave, vomsaftprave, harprgve (test for tungmetaller), feecesprave, urinanalyse mm.

Herefter foretages der klovbeskaring og undersggelse af klovene i en klovboks, for at udelukke
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eller bekraefte om haltheden skyldes neurologisk dysfunktion eller blot almindeligt forekomne
klovlidelser. Derudover udtages der tankmalkepragver som testes for Paratuberkulose, vandpraver
til mikrobiologisk undersggelse, samt foderpraver. En agronom analyserer foderrationen og der
stilles opklarende spgrgsmal til meelkeproducenten. Alle data vil blive indtastet i en SQL-database
0g underga statistiske og epidemiologiske analyser (Hoedemaker 2012). Udover Universitetet for
veterinermedicin i Hannover (TiHo) er Friedrich-Loeffler-Instituttet (FLI) inddraget som co-
partner i projektet, og har til opgave bl.a. at udfgre MouseBioassay-testen pa de udtagene
feecesprover. TiHo og FLI har modtaget hhv. 1.540.000 og 680.000 Euro til projektet (BMELV
2012).

I Danmark har Landbrug og Fadevarer, Kvaeg afsat 500.000 kroner til en undersggelse, der skal
forsgge at afklare arsagen til de uforklarlige sundhedsproblemer og ydelsesnedgang i en reekke
malkekvagsbesatninger i DK. Videncentret for Landbrug skal sta for undersggelsen og falge og
beskrive et mindre antal besztninger med henblik pa drift og management igennem en periode pa
op til fire uger. | de udvalgte besztninger vil der blive foretaget meget detaljerede analyser af
fodring, drift, indretning og sundhedstilstand. Blandt andet vil foderets indhold og sammensatning
blive screenet ved alle udfodringer, og sundhedstilstanden vil blive beskrevet ud fra kliniske
undersggelser af syge dyr og dyr i risikogrupper, ud fra klovregistreringer samt ved laboratorie-
diagnostik og obduktion af dgde dyr (Landbrug og Fedevarer, Kveaeg 2012).

6. Analyse
Til trods for, at kronisk botulisme ikke er videnskabeligt anerkendt som en lidelse der forekommer

hos malkekvaeg, igangsetter nogle dyrleeger vaccination mod kronisk botulisme (og clostridiose
generelt) i danske besatninger. Der findes dog ikke nogen registreret vaccine der er godkendt til
brug mod botulisme hos kvag i hverken Danmark eller Tyskland, hvorfor der skal ansgges om
specialtilladelse for hver besetning, der gnsker at vaccinere med udenlandske vacciner mod BoNT
type C og D fra Sydafrika og Australien. | Danmark skal besatningsdyrlaegen til den pageeldende
besztning ansgge DTU-Veterinarinstituttet om tilladelse til at anvende vaccinen, og der stilles ikke
krav om bestemte kliniske manifestationer eller pavisning af toksiner mv. fra pregver udtaget i
besatningerne (Krogh 2012, personlig kommunikation). | Tyskland gives tilladelsen af den
kompetente veterineermyndighed i tilfeelde af, at sygdommen er diagnosticeret pa baggrund af

kliniske manifestationer samt relevante laboratorieundersggelser i henhold til § 17c af "Loven om
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Dyresygdomme” (Tiersuchengesetzes). Dokumentationen til denne tilladelse tilbydes af laboratoriet
Miprolab GmbH i Gottingen, Tyskland og den sydafrikanske vaccine kan kgbes gennem firmaet
(Miprolab GmbH 2012).

Da det generelt er meget sveert at stille en diagnose for botulisme, vil der i det efterfglgende afsnit
blive foretaget en beskrivelse og vurdering af Miprolab GmbH’s diagnostiske testmetoder, herunder
deres belaeg for at kunne retfeerdiggere vaccination af en besaetning mod kronisk botulisme og/eller
clostridiose. Udgangspunkt for vurderingen er testmetoder og laboratorieresultater fra to danske
malkekveegsbesetninger, henholdsvis X og Y, der har indsendt prgver til Miprolab GmbH i
Gottingen.

Da kronisk botulisme observeres som meget uspecifikke kliniske manifestationer bade pa
besatningsniveau og hos enkeltdyr, herunder fald i melkeydelse, forgget kodgdelighed og
sygdomsfrekvens, kan udveelgelsen af besatninger, hvor der skal udtages praver til diagnostisk
udredning, veere vanskelig. Som fglge heraf foretages der en analyse af malkeydelse og
kodgdelighed i de to farnavnte danske besatninger X og Y, der har faet udtaget praver for kronisk
botulisme og som er blevet analyseret af Miprolab GmbH i Goéttingen, for at vurdere om der reelt

har veeret en grund til mistanke om sygdommen i de pagaldende besztninger.

6.1 Vurdering af testmetoder anvendt af Miprolab GmbH i Gottingen
Laboratoriet Miprolab GmbH i Géttingen udbyder flere forskellige undersggelses-profiler med

henblik pa at diagnosticere kronisk botulisme og/eller clostridiose hos kvaeg (bilag A).
Testmetoderne anvendt i de forskellige profiler varierer fra bl.a. PCR, ELISA, dyrkning og
Bioassay. Bade besztning X og Y har udtaget blodpraver fra fem kger, som efterfalgende er blevet
sendt til laboratoriet, hvor der er foretaget en ELISA-analyse med henblik pa at finde antistoffer
mod C. botulinum type A-D samt C. perfringens alfa-toksin i serum. Derudover har begge
besatninger udtaget feecespragver fra de selvsamme fem kger, der i laboratoriet er blevet samlet i 2
pools, med henholdsvis tre og to faecespraver i hver pool. Besatning X har faet analyseret
feecespraverne for C. perfringens vha. PCR og ELISA (bilag B), mens besatning Y tillige har faet
analyseret feecesprgverne for det kvantitative indhold af clostridie-arter, som efterfglgende er blevet
indentificeret vha. selektiv dyrkning. Derudover er der foretaget bioassay for C. botulinum bade
uden og med foregaende dyrkning, samt ELISA med og uden foregaende dyrkning for C.
perfringens (bilag C).
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Direkte/Sandwich- ELISA er den mest almindelige immunologiske testmetode anvendt til at
identificere BoNT, dog er det uklart om der overhovedet er nogen korrelation mellem forekomst af
kronisk botulisme og et serologisk respons. Serologiske studier udfert i forbindelse med
botulismeudbrud i malkekveagsbesatninger viser ikke noget entydigt billede pa, hvornar og i
hvilken mangde keer danner antistoffer mod BoNT. Saledes kan antistoffer mod BoNT bade findes
i serum hos syge og raske dyr (Jubb et al. 1993; Thomas 1991) og mere specifikt, hos dyr i
vaccinerede beseatninger og hos uvaccinerede dyr fra besatninger, hvor der ikke har forekommet
udbrud af botulisme, men hvor omradet blev betragtet som endemisk, samt fra bade helbredte og
klinisk raske kger fra uvaccinerede besatninger, der var placeret i ikke-endemiske omrader
(Gregory et al. 1996). Kvag, der eksponeres naturligt for subkliniske savel som sublethale doser af
BoNT, danner altsa sandsynligvist specifikke antistoffer overfor toksinet, hvorfor fundet af
antistoffer mod BoNT i serum ikke kan bekrafte en klinisk diagnose for botulisme.

Mangden af dannet antistof mod BoNT synes heller ikke at korrelere med graden af de kliniske
manifestationer. Mawhinney et al (2012) fandt kun en lille forskel i antistofniveauerne hos keer
med kliniske manifestationer og kontrolkger, og Main & Gregory (1996) fandt hgjere antistoftitre i
de keer, der var subkliniske udsatte for BoNT end, de der var klinisk pavirkede under et
botulismeudbrud i Australien. Forfatterne spekulerer pa, om forklaringen kan vare, at kger der dar
af botulisme, der for hurtigt til at der kan na at dannes antistoffer. Steinman et al. (2006) fandt
under et vaccinationsstudie i Israel hgjere antistofniveauer i raske kager end i syge kaer i et ud af tre
store udbrud, og fandt ligeledes lavere antistofniveauer i yngre dyr, hvilket kan skyldes gentagen
naturlig eksponering for subkliniske toksin-doser hos a&ldre dyr. | samme studie blev det
konkluderet, at den pa daveerende tidspunkt anvendelige vaccinationsprotokol i Israel var
utilstreekkelig, grundet manglende immunisering som falge af vaccinationen, der siden 1977 har
foregaet rutinemaessigt i landets malkekvaegsbesatninger. Forfatterne fremhaver det vanskelige i, at
tilrettelzegge en vaccinationsprotokol mod forebyggelse af botulisme, da der ikke er identificeret en
antistof-cutoff-veerdi, der med sikkerhed vides at veere beskyttende mod sygdommen.

At der muligvis kun opstar et svagt og kortvarigt immunrespons hos kveeg efter eksponering af
BoNT, bade under naturlige og eksperimentelle forhold, observerede Theiler under sine forsgg pa
Armoedsvlakte-farmen: The behaviour of cattle under natural conditions demonstrates that the
order of immunity is at best small. A beast which recovers from a mild attack of lamsiekte may
contract the disease a second, third or fourth time within relative short periods, although it is rare

for it to survive a third and fourth attack.” (Theiler 1927).
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Da Miprolab udsatter faecespraverne fra de fem kger for Mouse Bioassay-testen, bade uden og med
forudgaende dyrkning, ma man forvente, at firmaet vurderer, at fundet af enten C. botulinum-
sporer, selve bakterien eller BoNT tzller som en positiv diagnose pa kronisk botulisme.

Nar man foretager en anaerob dyrkning af prevematerialet inden dette udsattes for Bioassay-testen,
kan man i nogle tilfeelde opna en hgjere sensitivitet af testen. Ved en dyrkning opnas en aktivering
af sporerne i prgvematerialet samt en opformering af de vegetative celler, hvorved toksinindholdet i
praven ogsa forages. Mangden af toksin kan saledes blive stor nok til, at den kan detekteres af
Bioassay-testen (@ystein 2012, personlig kommunikation). Det vil sige, at man ved dyrkning af
prevemateriale, som indeholder C. botulinum-sporer, kan fremkalde en toksindannelse, som ikke
ngdvendigvis er til stede i prevematerialet. Saledes kan man ved en positiv Bioassay-test efter
dyrkning konkludere, at der enten har vaeret sporer eller C. botulinum i prevematerialet, men det er
ikke fuldsteendigt sikkert, at der har veaeret BONT i prgvematerialet. Omvendt ma et negativt
testresultat af Bioassay efter dyrkning indikere, at der ikke har veeret sporer og/eller C. botulinum i
prevematerialet.

Uanset om der kan identificeres sporer, C. botulinum eller BONT i prgvematerialet, kan man undre
sig over at disse vurderes som verende en bekraftelse af en positiv diagnose for kronisk botulisme,
da tilstedeveerelsen af sporer og C. botulinum i feeces hos kger ifelge litteraturen er et normalfund,
og at man endnu er usikker pa, om tilstedeverelsen af BoNT i faeces er ensbetydende med kliniske

sygdom hos dyret.

Miprolab GmbH udtager kun en enkelt blodprgve fra hver af de fem kger i besatningerne, hvorefter
preven analyseres for tilstedevarelsen og meengden af antistof mod de forskellige typer BoNT.
Ifzlge Quinn et al. (2002) er det dog ngdvendigt at udtage parrede blodpraver for at pavise
forhgjede antistoftitre, nar man anvender serologi som diagnose af sygdom i en besztning. Den
farste prgve ber udtages ved opstaen af de kliniske manifestationer og den anden prgve under
rekonvalescensperioden. Tilstedeveerelsen af antistoffer i serum kan generelt ikke betragtes som et
mal pa om et dyr har haft klinisk sygdom, men er kun er en indikation pa at dyrets immunsystem
har reageret pa det pagaldende agens (Quinn et al. 2002), eller et andet agens der giver serologisk
krydsreaktion i den serologiske test (Angen 2012, personlig kommunikation).

Det er dog mest sandsynligt at en sadan for”-prave i de fleste tilfaelde ikke vil veere tilgeengelig og
det vil tillige veere vanskeligt at sige, hvornar en sadan prave skulle udtages, da de kliniske

manifestationer pa kronisk botulisme jo er sa uspecifikke.
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Man kan endvidere stille spargsmal ved, hvordan laboratoriet er kommet frem til en
stikprgvestarrelse pa fem kger fra hver besatning. Starrelsen pa en stikprgve beregnes generelt med
henblik pa populationsstarrelse og den forventede preevalens af sygdom i populationen, men da
praevalensen af dyr med kronisk botulisme i de pagealdende besetninger ikke er kendt, er det ikke
muligt at foretage sadanne beregninger. Et grundigt kendskab til sygdommens biologi, og forekomst
i den pageeldende population m.m. er saledes ngdvendigt ved fastleeggelse af stikpravens starrelse
(DTU Veterinzrinstituttet 2009).

Miprolab angiver ingen reference-vaerdier til metoderne, hvorfor det er umuligt for en
udenforstaende at give en vurdering af laboratoriesvaret. Saledes er det kun laboranterne i firmaet,
der er i stand til at bedgmme hvorvidt den pagaldende besatning har et problem med kronisk
botulisme og om vaccination kan anbefales. Dette mindsker troveerdigheden af laboratoriets
resultater, iseer med tanke pa, at partnerne i Miprolab er de selvsamme, der har postuleret, at kronisk
botulisme er en reel sygdom, nemlig Helge Bohnel og Frank Gessler. At firmaet derudover selv
seelger vacciner mod botulisme kan pavirke deres objektivitet yderligere, saledes at man er tilbgjelig
til at anbefale vaccination, selvom der ikke er forekommet overbevisende laboratorieresultater. Pa
firmaets hjemmeside star der naevnt, at det udelukkende er den enkelte besatningsdyrlaege, der pa
baggrund af laboratoriesvarene og grundig kendskab til besaetningen, kan stille diagnosen
>Clostridienerkrankung ”(Miprolab GmbH 2012), men en sadan vurdering af dyrleegen umuliggeres

grundet de manglende referenceveerdier.

Udover at teste for botulisme, udbyder Miprolab diverse undersggelser for clostridiose, iser med
henblik pa pavisning af C. perfringens. | den forbindelse opstar der nogle af de samme
fortolkningsmaessige misforstaelser som for kronisk botulisme, herunder tolkning af
tilstedevaerelsen af antistoffer, fundet af bakterien i prgvemateriale samt manglende
referenceveerdier. Som en del af standard-profilen (begge besatninger fik lavet denne) testes der for
antistoffer mod C. perfringens alfa-toksin, men som det er tilfeeldet for botulisme, er man endnu
ikke klar over betydningen af dette fund, da antistoffer mod alfa-toksin kan findes i serum hos raske
keer, hvilket tyder pa, at en del af det producerede toksin muligvis absorberes til blodet og
behandles af immunsystemet, og at infektion med type A kan forlgbe subklinisk.

Manglende referenceverdier udger iser en stor fejlkilde ved vurderingen af, om et dyr lider af en
enteropati forarsaget af C.perfringens, da laboratoriediagnosen vha. dyrkning stilles pa baggrund af

en kvantitativ bakteriologisk undersggelse. Det er jo netop antallet af C. perfringens der nar dette
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opretholdes mod en referenceveerdi, afger om der er tale om en overvekst af bakterien, eller om
denne er til stede i tarmlumen i det antal der ogsa findes hos klinisk raske dyr.

Firmaet tilbyder bl.a. en undersggelsespakke, der hedder Hemorrhagic Bowel Syndrome, hvor der
undersgges for C. botulinum og BoNT samt C. perfringens og dens toksiner. Dette ma siges at vaere
meget vildledende, idet C. perfringens type A kun er mistenkt for at spille en rolle i patogenesen af
HBS, men atiologien bag lidelsen er endnu ikke videnskabeligt bevist. Derudover kan man undre
sig over, at der tillige undersgges for C. botulinum og BoNT i samme pakke, da denne bakterie og

dette toksin ikke tidligere er sat i forbindelse med HBS.

6.2 Analyse af ydelse og kodgdelighed i henholdsvis besatning X og Y.
Da besztning X og Y har faet udtaget praver til analyse af Miprolab GmbH, er det meget

interessant at se, om denne beslutning beror pa en formodet eller faktisk produktions- og
sundhedsnedgang i beseetningerne, som har vaeekket mistanke om kronisk botulisme.

For at vurdere, om dette er tilfeeldet, er der foretaget statistiske analyser af malkeydelse og
kodadelighed i de to besetninger, hvor der undersgges om der er sket en e&ndring i de to faktorer fra
tidspunktet hvor praverne er bestilt fra Miprolab GmbH (og man ma formode, at meelkeproducenten
og besatningsdyrlaegen har vurderet at produktionen er blevet forveerret), og et ar tidligere, der
saledes fungerer som en referencegruppe, da man her ikke har valgt at udtage prever. Besatning X
0g Y og faet udtaget pragver til Miprolab GmbH henholdsvis d. 8/5/2012 og 4/4/ 2012, og der er

derfor anvendt data, der ligger tettest muligt pa disse datoer og et ar tilbage i tiden.

6.2.1 Mealkeydelse
For at vurdere, om der er sket en forskel i malkeydelse fra april 2011 til april 2012 opstilles

felgende nul-hypotese for henholdsvis besatning X og Y:

Ho. ”Den gennemsnitlige malkeydelse ved dag 60 efter keelvning i 2011 er ikke

forskellig fra den gennemsnitlige meelkeydelse ved dag 60 efter keelvning i 2010

Hypotesen testes ved at foretage en variansanalyse, da denne test er velegnet til at sammenligne en
kontinuer variabel, sasom gennemsnitlig meelkeydelse, med mere end en forklarende variabel, der
har to eller flere niveauer, fx paritet, der er ofte opdeles i 1.paritet, 2.paritet og 3+-kaer (Houe et al.

2004). Saledes er variansanalysen i stand til ikke blot at vurdere, om der er ssmmenhang mellem
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ydelsen og paritet, og ydelsen og laktationsstadie, men ogsa i stand til at vurdere en eventuel
relation mellem de to forklarende variabler. Da en ko’s ydelse stiger i takt med pariteten, er det ikke
korrekt at sammenligne ydelsen det ene ar med ydelsen et andet, uden at tage hensyn til om
fordelingen er pariteter i de to ar er ens. Normen for topydelse for 1. kalvs kger (gennemsnitlig
dagsydelse i perioden 9-92 dage efter kaelvning) er saledes angivet til at veere 75 % af @ldre keer
(defineret som kger ved 3. laktation eller hgjere), og normen for topydelse for 2. kalvs. kgerne er
tilsvarende 93 % af de &ldre keer (Enevoldsen 2012).

Udover fordelingen af pariteter, er det af stor vigtighed at vurdere om fordelingen af keernes
laktationsstadier er nogenlunde ens de to ar, man gnsker at sammenligne, da ydelsen ikke ligger fast
gennem hele laktationen. En typisk laktationskurve starter med en stigning i maelkeydelse indtil et
par uger efter keelvning, hvorefter kurven flader ud indtil dag ca. 305. Der er i beregningerne valgt
at sammenligne den gennemsnitlige ydelse ved dag 60 efter keelvning, da der i litteraturen om
kronisk botulisme er beskrevet, at kger i perioden lige efter kaelvning er mest negativt pavirkede af

lidelsen.

SAS-udskriften for besztning X kan ses nedenfor:

Parameter Estimate Standard Error tValue Pr>|t|
Intercept 40.68 B 0.74  55.33 <.0001
knr 1 -10.045 B 0.68 -14.86 <.0001
knr 2 -423 B 0.74 -5.71 <.0001
knr 3 0.00 B

aar 10 158 B 0.74 2.15 0.0326
aar 11 132 B 0.75 1.77 0.0781
aar 12 0.00 B

Et 95 % - konfidensinterval (K1) for forskellen af gennemsnittet af meaelkeydelse ved dag 60 kan

saledes beregnes ud fra falgende formel, under forudsatning af, at data er normalfordelte:

KI = (forskellen ml. gns. ydelsei & 2010 og 2011)+1,96 - \/(SEM ansydetsear2012) +(SEM e aeisearz2010)

Kl = (158-1,32) £1,96-/(0,74)* +(0,75) = [ -1,8 ; 2,3 ]
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Da konfidensintervallet indeholder 0, kan nulhypotesen ikke afvises, og vi kan med 95 % sikkerhed
konkludere, at der ikke var nogen statistisk signifikant forskel i den gennemsnitlige meaelkeydelse
ved dag 60 efter kaelvning fra aret 2010 til 2011.

Den samme beregning foretages nu for besatning Y ud fra SAS-udskriften:

Parameter Estimate Standard Error tValue Pr>|t|
Intercept 358 B 0.51 70.11 <.0001
knr 1 -7.7 B 0.55 -14.18 <.0001
knr 2 -1.98 B 0.54  -3.64 0.0003
knr 3 00 B

aar 10 -192 B 0.56 -3.43  0.0007
aar 11 03 B 0.57 0.52 0.6007
aar 12 00 B

KI = (forskellen ml. gns. ydelsei &r 2010 og 2011)i],96-\/ (SEM gne yaetsear2012) + (SEM gog e arz010)

Kl =(-1,92-0,3) +196-+/(0,56) + (0,57)* = [-3,3; -0,21]

Da konfidensintervallet ikke indeholder 0, kan nulhypotesen afvises, og vi kan med 95 % sikkerhed
konkludere, at der er en statistisk signifikant forskel i den gennemsnitlige malkeydelse ved dag 60
efter kaelvning fra aret 2010 til 2011. Ved at kigge pa SAS-udskriften ses det dog, at der er tale om
en forskel i form af en stigning i ydelse, idet kaerne i besatningen giver (0,3kg-(-1,92kg) 2,22 kg
EKM mere i gennemsnit ved dag 60 efter kaelvning i ar 2011 end i 2010.

6.2.2 Kodgdelighed
Der foretages nu en analyse, med henblik pa at identificere en eventuel &ndring i besatningernes

kodgdelighed fra tidspunktet hvor der tilsendes prevemateriale til Miprolab GmbH i Géttingen, i
forhold til aret for. Da det ikke har veeret muligt at udtreekke data fra DLBR Dyreregistreringen om
dadelighed fra den ngjagtige dato for praveindsendelse og et ar forinden, (henholdsvis april 2011 og
april 2012), foretages analysen pa baggrund af data fra (helaret) 2010 og 2011. Der opstilles
falgende nul-hypotese:

Ho: “kododeligheden i 2011 er ikke forskellig fra kododeligheden i 2010
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6.2.2.1 Besatning X:
Ifelge udskriftet Dedelighed-Kger-Besatningsdynamik pr. 30/4/11 (bilag D) er der i alt 5 kaer, der

er afgaede ufrivilligt fra besatningen grundet aflivning eller selvdad i bade 2010 og 2011. Da det
gennemsnitlige antal kger i besatningen de to ar er naesten ens, (henholdsvis 97 og 94), kan man
alene ved at se pa tallene, konkludere, at en eventuel forskel i kodgdeligheden fra ar 2010 til 2011,
vil vaere helt ubetydelig. En mulig sammenhang kan dog beregnes ved hjelp af fglgende Poisson-
metode, i sa fald vi forudsztter, at der er det samme antal kger hvert ar, og at keerne var forskellige

de to ar og alle observeret ensartet i ens tidsrum:

Z=-§ii2—=o

J(5+5)

Da Z = 0 kan man konkludere, at der er 100 % sandsynlighed for, at forskellen i kodgdelighed fra ar
2010 til 2011 er 0 keer, safremt den ukendte sandhed er, at der ikke er nogen forskel. Altsa kan
nulhypotesen ikke forkastes, og der er saledes ikke en forskel i kodgdelighed for de to ar.

6.2.2.2 Besatning Y:
Ifelge udskriftet Dgdelighed-Kger-Besatningsdynamik pr. 28/2/11 (bilag E) er der i alt 10 og 9

keer, der er afgaet fra besztningen grundet aflivning eller selvdad i hhv. 2010 og 2011. En poisson-
test anvendes, idet det forudsettes, at der er det samme antal keer hvert ar, og at keerne var

forskellige de to ar og alle observeret ensartet i ens tidsrum:

Z=1319L=02

JO+10)

En Z-veerdi pa 0,2 svarer til en p-veerdi (2-sidet test) pa over 0,62 (Enevoldsen 2011), hvorfor
nulhypotesen ikke kan forkastes, og det er saledes statistisk signifikant, at der ikke er nogen forskel
i kodgdeligheden fra ar 2010 til 2011.

7. Diskussion/konklusion
Dette speciale er udfart med henblik pa at vurdere, om der er videnskabelig evidens for hypotesen

om kronisk botulisme hos malkekvag, der er opstillet i hovedsageligt tyske publikationer.
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Derudover er der foretaget en vurdering af validiteten for laboratorieundersggelserne, der anvendes
af Miprolab GmbH i Gottingen, Tyskland, til at bekreefte diagnosen kronisk botulisme. Slutteligt er
der foretaget statistiske analyser af ydelsesdata og kodgdelighed i to besetninger, der har indsendt
prevemateriale til Miprolab GmbH, for at vurdere om en forvarring af disse produktionsparametre
mon har veeret grunden til, at man besluttede sig for at teste for sygdommen.

En publikations evidens vurderes pa baggrund af flere faktorer, sasom valg af forsggsdesign,
beregning af stikpravestarrelse, og brugen af statistiske analyser (Habicht 2001). Tilfeelles for de
(tyske) publikationer om kronisk botulisme er, at de har lav evidens: Mest graverende er den
komplette mangel pa statistiske beregninger, der medfarer at publikationernes resultater ikke kan
generaliseres ud over de beskrevne forsgg, da beregning af statistisk signifikans, hjelper med at
afgere, om resultaterne er fremkommet ved en tilfeldighed eller om der er en kausal sammenhang
mellem sygdommen og risikofaktoren. For at opna nok sikkerhed omkring resultaterne, for at det er
statistisk signifikant, er det ngdvendigt at beregne en stikprgvestarrelse inden undersggelsen
igangsettes. Men dette mangler ogsa i samtlige publikationer.

For at konkludere kausalitet er det ligeledes ngdvendigt, at have tilstreekkelige beviser for, at
eksponering for risikofaktoren gar forud for sygdommens opstaen. Et sadant bevis vanskeliggares,
da samtlige af studierne om kronisk botulisme, hgrer ind under kategorien observations-
undersggelser, hvor langt sterstedelen af dem er af designtypen tveersnitsstudier. Tvarsnitsstudier er
baseret pa et gjebliksbillede, hvorfor vi ikke kender raekkefalgen af de handelser vi er interesseret,
og der er saledes vanskeligt at sige, hvad der kom farst: sygdommen eller risikofaktoren, kronisk
botulisme eller dysbiose i tarmen.

Studierne for kronisk botulisme er retrospektive, idet de anvender historiske data, sdsom
dadelighed, forgget sygdomsforekomst m.m. over en tilbageskuende periode/fra forrige ar, hvilket
ger det sveert at identificere og eliminere de sakaldte konfounders, bagvedliggende faktorer, som
kan forstyrre den sammenhang, man gnsker at undersgge. Eksempler pa sadanne faktorer er
&ndring 1 management, ledelse, fodring, dyrleege m.m.

Risikoen for konfounding reduceres i sa fald, der inkluderes en kontrolgruppe i undersggelsen, et
sakaldt case-control-studie. Dette studie anvendes i nogle af publikationerne, men ma sige at veere
ufuldsteendige, idet der ikke er defineret klare inklusions — og eksklusionskriterier pa hvilke dyr der
udger henholdsvis cases og kontroller. Eksempelvis kan navnes artiklen ”Visceral Botulism - A

New Form of Bovine Clostridium botulinum Toxication” (Bohnel et al. 2001).
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Ved at leese artiklerne om kronisk botulisme, fremgar det klart og tydeligt, at forfatterne bag
hypotesen, ikke forholder sig objektivt og nggternt, til fortolkning af de fremkommende data. Der
forekommer ikke nogen form for selvkritik med hensyn til fejl og mangler i studiet, hvilket
mindsker troveerdigheden af publikationerne. Konklusioner og diskussionsafsnit fremfart af
forfatterne er ikke uvildige, idet disse konsekvent drejes i en bestemt retning, nemlig at kronisk
botulisme utvivisomt, ma veere arsagen til de diverse besatningsproblemer. Eksempeltvist kan
artiklerne ”Chronischer viszeraler Botulismus in einem Kuhbestand im Allgau” og ”’Klinische Falle
von Viszeralem Botulismus bei Milchrindern in Mecklenburg-Vorpommern® fremhaves, idet
abenlyse differentialdiagnoser til kronisk botulisme i de to besatninger, synes at blive bevidst
”glemt” og/eller hurtigt afvist; Farstnaevnte artikel beretter om de uforklarlige dedsfald, massive
lunge- og klovlidelser samt fordgjelsesproblemer, der opstod i en malkekvaegsbesatning bestaende
af ca. 65 dyr i Allgdu, Sydtyskland. De kliniske manifestationer opstod is&r hos keer lige efter
keelvning og efter indkeb af dyr til besetningen, og blev tilskrevet som kronisk botulisme forarsaget
af BoNT type B, som den sandsynlige arsag, da man identificerede mange C. botulinum type ABE i
organerne, BoNT type B i malken hos en enkelt ko, samt en stigning i antistoftitre for type B hos
indkgbte dyr. Derfor pabegyndte man vaccination mod botulisme type C/D, da en type B-vaccine
ikke er tilgeengelig. Ved laboratorieundersggelser malte man antistoffer mod BVDV hos i alt 11 ud
af 15 dyr, hvorfor man efterfalgende pabegyndte vaccination mod BVD i besatningen.

Udover vaccinationen mod botulisme og BVD blev foretaget diverse “saneringsforanstaltninger”, i
form af bedre generel hygiejne, samt administration af tilskudsstoffer, sdsom vitamin E og selen,
vitamin B1, og ensilagehjelpestoffer. Efter disse tiltag erkendtes en forbedring af
sundhedstilstanden i besatningen. Forfatterne bag artiklen afviser, at der var nogen effekt af BVD-
vaccinen, da sygdommen ikke kan forklare de kliniske manifestationer der opstod i besatningen, og
tilskriver derfor den forbedrede sundhed til vaccinationen mod botulisme type C/D. Dette kan man
dog undre sig over, da der jo netop konkluderes at type B er den sandsynlige arsag til
sundhedsnedgangen i besatningen. Desuden kan det ikke afvises, at de kliniske manifestationer
kunne opsta som fglge af infektion med BVD, da sygdommen kan antage mange former, og vise sig
bade som akut sygdom og mors, og som uspecifik sygelighed, hvor immunosuppresion medfarer
gget risiko fra infektion med andre agens (Divers & Peek 2008). Forfatterne understreger, at
dgdsfaldene og lungelidelser opstod i forbindelse med introduktionen af nye dyr til besetningen,
hvilket ogsa kan tilskrives en opblussen af BVD i besatningen, i sa fald de nye dyr var berere af
BVDV (PI-dyr). Obduktionsfund, der blev gjort under besatningsproblemernes begyndelse viste
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primert leesioner forarsaget af pyogene bakterier, herunder lungeabscesser, lungetromboser,
endocarditis, nyreinfarkter og purulente ledbeteendelser. Og da der udover Clostridium perfringens
og thermofile Campylobacter sp. blev isoleret Actinobacillus pyogenes, kunne det tenkes, at denne
bakterie, der er i stand til at lave pyogene infektioner overalt i organismen, som fglge af en
baktereemi, har vaeret arsag til de kliniske manifestationer i besatningen — enten som primar agens,
eller eventuelt som fglge af en BVDV-forarsaget immunosuppresion.

I ”Klinische Falle von Viszeralem Botulismus bei Milchrindern in Mecklenburg-Vorpommern*
beskrives en markbar ydelsesnedgang og stigning af celletal, samt uforklarlige sygdomstilfeelde,
der opstod efter en periode af fodring med ensilage, der var snittet fra en tidligere oversvemmet
greesmark, i en besatning med 250 malkekvaeg i Mecklern-Vorpommern i Nordtyskland. De
kliniske manifestationer bestod af brunstmangel, fordgjelsesproblemer i form af varierende
forstoppelse og diarre, endometritis, og at over halvdelen af kgerne var halte, de fleste tilfelde pga.
laminitis. Derudover var kalvene svage allerede fra fadslen, hvoraf nogle af dem dgde indenfor fa
dage. Nogle kalve udviklede grerandsnekrose og laesioner i mundhulen.

Inden pabegyndt fodring med ensilagen, undergik denne en mikrobiologisk analyse, der ikke viste
ikke andet afvigende end et for lavt proteinindhold. Man forsggte at fa ydelsen op igen, ved at fodre
keerne med en gget maengde kraftfoder pa 14 kg kraftfoder/dyr/dag, men dette gjorde kun
situationen verre. Derfor udtog man efterfelgende flere foderprever til analyse, og man testede
keerne for infektionssygdomme, sasom BVD, BHV-1, brucellose, leptosporose 0.a. En
mikroskopisk analyse af en graesensilage viste et hgjt indhold af Enterobakterier, Pseudomonas sp.,
Coryneforme bakterier og svampesporer, og der kunne erkendes synlige skimmelrester i
fodermidlet. Derudover havde majsensilagen et forhgjet indhold af geer. Laboratorieundersggelserne
viste ingen tegn pa infektion hos kgerne, men samtlige af de lakterende kger led af let metabolisk
acidose. Artiklens forfatter konkluderer, pa baggrund af fundet af BoNT i feeces hos fem dyr, at
ydelsesnedgangen og de kliniske manifestationer kan tilskrives kronisk botulisme, der er opstaet
som fglge af en dysbiose i tarmen. Som behandling/forebyggelse blev der bl.a. administreret
vitamin- og mineraltilskud til alle kaer efter keelvning, kraftfoderandelen blev indskraenket til 10
kg/dyr/dag og man pabegyndte anvendelsen af ensilagetilsetningsstoffer. Behandlingen synes at
forbedre ydelsen og de kliniske manifestationer. Man kan dog under sig over, at forfatteren mener,
at kronisk botulisme er arsag til besatningsproblemerne, da der ikke kunne pavises
clostridiumsporer i nogen af foderpragverne. Det er jo netop en stor sporebelasning, der postuleres at
veere arsag til udviklingen af kronisk botulisme. En anden mere abenlys differentialdignose til
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besatningsproblemerne, er vomacidose, dog navnes denne lidelse ikke af forfatteren. Vomacidose
burde steerkt overvejes som differentialdiagnose, grundet fodringen med store maengde kraftfoder,
metabolisk acidose hos samtlige af de lakterende kger, samt laminitis-relaterede haltheder hos over
halvdelen af kgerne i besatningen. Laminitis er netop ofte det tydeligste symptom pa kronisk sur
vom, udover de mere uspecifikke manifestationer, sasom nedsat malkeydelse, nedsat fedtindhold i
melken og nedsat grovfoderoptagelse (Strudsholm & Sejersen 2003). Den metaboliske acidose kan
opsta som falge af leengerevarende/kronisk vomacidose, idet blodets syrebasebalance ogsa
forstyrres grundet leverens begraensede kapacitet til at omseette de store maengder melkesyre. Man
kan ogsa undre sig over, hvorfor, der besluttes at fodre med ekstra kraftfoder, efter at
foderanalyserne har konkluderet at ensilagen har et for lavt indhold af protein. Det lave
proteinindhold kan sandsynligvis i sig selv medfare en ydelsesnedgang.

Forfatteren beretter, at fundet af det forhgjede indhold af Enterobakterier, Pseudomonas sp.,
Coryneforme bakterier og synlige skimmelrester i foderet hgjest kan bidrage til dysbiosen, der
praedisponerer dyrene for kronisk botulisme, og ikke i sig selv kan forarsage de kliniske
manifestationer. Det er dog muligt, at oversvemmelsen af greesmarken, der efterfglgende blev lavet
til ensilage, har medfert en kontaminering af afgraderne med de navnte bakterier, der alle kan
findes i fx gylle. Enterobakterier sasom E. coli, Salmonella sp. og Yersinia sp., er vidt udbredte i
miljget samt i feeces, og kan agere som primare patogener, der kan forarsage bade lokale
tarminfektioner og systemiske infektioner i dyret (Quinn et al. 2002). Der er ikke angivet hvilke
enterobakterier, der er tale om, men da der fandtes grerandsnekroser hos nogle af kalvene i
besatningen, kan det teenkes at der er tale om Salmonella Dublin, da denne kliniske manifestation
er alment forekommende efter en endotoksaemi hos kalve forarsaget af denne agens. Salmonellose
kan forekomme hos kvag i alle aldersgrupper, og kan antage bade akutte, subkliniske og kroniske
former, og det kan derfor ikke udelukkes, at kger i besztningen ogsa kan veere inficeret af
bakterien, og at den bidrager eller er arsag til de kliniske manifestationer. Dog synes vomacidose
som falge af fodring med for store mangder kraftfoder at veere den mest abenlyse arsag, grundet det
hgje antal keer med laminitis og tilstedevarelsen af metabolisk acidose hos de lakterende kger.

Manglende objektivitet og mulige interessekonflikter kan udover at findes i publikationerne om
kronisk botulisme, ogsa erkendes i firmaet Miprolab GmhB’s brug af laboratorieundersogelser, der
har til formal at bekraefte diagnosen for sygdommen. Firmaet tilbyder diverse undersggelses-
muligheder for kronisk botulisme og generel clostridiose, som kan anvendes til gyldig

dokumentation, i sa fald en vaccinationstilladelse til besatningen gnskes.
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Laboratorieundersggelserne mangler dog validitet, idet den biologiske baggrund for sygdommen
ikke er klarlagt, og det saledes ikke er muligt at sige noget konklusivt ud fra en ELISA
antistofmaling eller fundet af BoNT i prevemateriale. Den komplette mangel pa referencevaerdier
for laboratorieresultaterne medvirker, at det er fuldsteendig umuligt at vurdere, om de taler for eller
imod en diagnose om kronisk botulisme. Den mindre kritiske dyrlaege eller malkekvaegsproducent
kan derfor vaere tilbgjelig til at lade firmaet konkludere, om vaccination er ngdvendig. Dette er
meget uheldigt, da Helge Bohnel og Frank Gessler, som udover at veere partnere i Miprolab GmbH,
ogsa er nogle af de mest synlige fortalere for, at kronisk botulisme er en reel sygdom. Séledes er
firmaets anbefalinger ikke baseret pa et objektivt grundlag, da partnerne bag har stor personlig og
gkonomisk interesse i, at lade folk bibeholde troen pa, at sygdommen er en reel sygdom: Foruden at
opkreeve penge for de forskellige laboratorieundersggelser, selger firmaet selv vaccine mod
botulisme, hvilket bidrager til firmaets indkomst og dermed eksistens berettigelse. Som bekendt af
forfatteren af dette speciale, bidrager firmaet ikke med forskning eller deltager i forskningsprojekter
med andre interessenter i selve sygdommen, hvilket ville veere yderst relevant jf. den manglende

evidens for sygdommen.

Ud fra resultaterne af de statistiske analyser af ydelsesdata og kodgdelighed i henholdsvis
besatning X og Y, kan det konkluderes, at beslutningen om at undersgge for kronisk botulisme,
ikke er baseret pa faktiske analyser af de to faktorer i besatningerne. For besatning X fandtes der
hverken en forskel i malkeydelse eller i kodgdelighed fra ar 2010 til 2011, mens der for besatning
Y blev bekraftet en ydelsesforskel, i form af en stigning af gennemsnitlig EKM pa dag 60 efter
keelvning fra ar 2010 til 2011. Der fandtes ingen forskel i kodgdelighed fra ar 2010 til 2011.

Det skal dog naevnes, at den i specialet udferte besaetningsanalyse er meget forenklet, og kun er
baseret pa et rent teoretisk grundlag, idet der udover de ra data, ikke er noget videre kendskab til
besztningerne. Grundige multivariable analyser kan dog foretages at besatningsdyrlager, der har et
omfattende kendskab til deres besatninger, og som har mulighed for at monitorere sundheds- og
produktionstilstanden over en leengere periode, for at kunne bekraefte over for besatningsejeren, om
der sket en forveerring eller forbedring af produktionen, eller om der er tale om status quo. Saledes
undgas uberettigede og impulsive beslutninger om at teste for videnskabeligt ubekraeftede

sygdomme sasom kronisk botulisme.
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8. Perspektivering

Da det pa baggrund af den tilgaengelige litteratur ikke kan bekreftes, at der findes en kausal
sammenhang mellem kronisk lavgradig pavirkning af BoONT og de uspecifikke kliniske
manifestationer, der ses i malkekvagsbesetningerne, er det ngdvendigt med flere systematiske
undersggelser pa omradet. Forskningsprojekter er pa nuverende tidspunkt igangsat bade i Tyskland
og i Danmark, og modsat de hidtidige studier, er projekterne baseret pa omfattende statistiske og
epidemiologiske analyser, hvilket vil forbedre evidensen pa omradet betydeligt.

Dog vil evidensen for epidemiologiske undersggelser generelt veere lavere end for kliniske
interventionsundersggelser, da farstenavnte anvender historiske data, til forskel fra de kliniske
undersggelser, som er prospektive. Derfor ville en forsggsopstilling under kontrollerede forhold,
med malkekveeg som forsggsdyr, kunne bidrage yderligere til at afklare, om sygdomskomplekset er
reelt eller ej, idet man ville vaere i stand til at fodre med forskellige foderkilder med varierende
indhold af C. botulinum, sporer og BoNT, og samtidig udtage blodpraver fra dyrene lgbende.
Séledes kunne forholdet mellem tilstedevaerelsen og antallet af C. botulinum, sporer og BoNT i
foderet opholdes mod fundet i feeces og ligeledes opholdes med de kliniske manifestationer, og
derudover opna en bedre viden om, hvornar og under hvilke eksponeringer, kaer danner antistoffer
mod BoNT, hvilket ville hjelpe med at afklare om, fundet af C. botulinum, sporer eller BONT i
feeces og antistoffer i blodet, kan bekrafte en diagnose for kronisk botulisme.

For endeligt at kunne be- eller afkrafte den opstillede patogenese bag kronisk botulisme, ville en
fiksering af BONT i nerveenderne i tarmen vaere pakreaevet. Dette kan dog vise sig at veere en svar
opgave, da man pa nuvearende tidspunkt stadig ikke har fuldsteendig afklaret, hvordan BoNT
transmitteres over tarmvaggen og optages i blodet.

Slutteligt skal man huske, at det ikke kun er forskere, der kan bidrage med viden om kronisk
botulisme. Landets besatningsdyrlaeger kan hver iser gare deres for at differentiere mellem reel
produktionsnedgang og rene spekulationer, ved lgbende at foretage grundige og lgbende
besatningsanalyser, og som efterfglgende forklares til malkekveagsproducenten. Pa den made kan
den impulsive investering i toksinbindere og vacciner forhindres, der bidrager til at laboratorier

sasom Miprolab GmbH i Géttingen, tjener penge pa en sygdom, der ikke er videnskabelig bevist.
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Leistungsverzeichnis Rind

Unlersuchung

Profile

miPROFIL Botulismus

C. botulinum, Erreger & Toxin Bioassay 50 g Pansensaft oder
Kot gefroren
C. botulinum, Antikdrper ELISA 1 mL Serum (kein Pool!)

miPROFIL Clostridien Rind grof

allgemein Clostridienbelastung MPN 50 g Pansensaft, Kot
C. botulinum, Erreger & Toxin Bioassay oder Darmabschnitt
C. perfringens, Erreger & Toxin ELISA/PCR gefroren

C. difficile, Erreger & Toxin ELISA/Biochemie

selektive Clostridienanzucht inkl. Identifizierung relevanter  IFT/PCR/

Spezies Biochemie

miPROFIL Clostridien Rind klein (Hemorrhagic Bowel Synd.)

C. botulinum, Erreger & Toxin Bioassay 50 g Pansensaft, Kot
C. perfringens, Erreger & Toxin ELISA/PCR oder Darmabschnitt
gefroren

miPROFIL Clostridien Gewebe
selektive Clostridienanzucht inkl. Identifizierung relevanter  IFT/PCR/ 20 g Gewebe gekiihlt,
Spezies Biochemie oder 2 anaerobe Tupfer

miPROFIL Kilberdiarrhoe

aerobe BU inkl. £ coliFs (Kgg) Kultur 20 g Kot gekiihit
Salmoenellen Kultur

Rotaviren ELISA

Coronaviren ELISA

Kryptosporidien ELISA

Kokzidien Flotation

miPROFIL Rinderenteritis

aerobe BU inkl. £ coliFs (Kg9) Kultur 50 g Kot gekiihlt
Salmonellen Kultur
Kokzidien Flotation

130,- €
Poolaufschlag
3,- €/Probe

240,- €
Poolaufschlag
3,- €/Probe

149,- €
Poolaufschlag

3,- €/Probe

80,- €

55,- €

38,- €

* Alle genannten Preise verstehen sich pro Prabe und zzgl. der gesetzlichen Mehrwertsteuer.




Leistungsverzeichnis Rind

Untersuchung Methode Probenmalerial

Darmékologie

Dysbiose 78,- €
aerobe und anaerobe Gesamtkeimzaht, aerobe und MPN/Kuitur 10 g Kot gekiihlt
anaerobe Sporenbildner, Enterobakterien inkl. £ cof;,
Laktobazillen, Bifidobakterien, Hefen

Serologie
C. botulinum Antik6rper ELISA 1 mL Serum 20,- €
M. avium ssp. paratuberculosis Antikirper ELISA 1 mL Serum 11,- €
C. perfringens a-Toxin Antikorper ELISA 1 mL Serum 11,- €
Impfkontrolle
C. botulinum Antikorper ELISA 1 mL Serum 20,- €
C. perfringens a-Toxin Antikdrper ELISA 1 mL Serum 11,- €
Impfstoffe
Gewinnung bestandsspezifischer Isolate Kultur 10 g Kot, Labmagen oder 80,- €
Darmabschnitt, gekiihit
Herstellung von bestandsspezifischem Impfstoff auf Anfrage
Tréchtigkeit
Nachweis von tréchtigkeitsassoziierten Glykoproteinen ELISA 1 ml Serum 11,- €
(PAGS)

* Alle genannten Preise verstehen sich pro Probe und zzgl. der gesetzlichen Mehrwertsteuer.
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Leistungsverzeichnis Rind

Methode Probenmaterial

Untersuchung

Einzeluntersuchungen

Antibiogramm

MHK-Bestimmung Mikrodilution je Stamm 12,- €
Bakterien
BU, aercb inkl. £ coliFs (Kgg) Kultur 10 g Probe gekiihlt 16,- €
Clostridienanzucht, selektiv inkl. Identifizierung relevanter Biochemie/IFT/ 10 g Probe gekdihlt 80,- €
Spezies PCR
Clostridienbelastung, allgemein MPN 10 g Probe gekiihlt 20,- €
€. botulinum, Toxingentypisierung PCR 10 g Probe gekiihit Bo,- €
C. botulinum, Erreger & Toxin Bioassay 50 g Probe gefroren 120,- €
C. difficile, Erreger & Toxin ELISA/Biochemie 10 g Probe gefroren 30,- €
C. perfringens, Toxingentypisierung PCR 10 g Probe gekiihlt 35,- €
C. perfringens, Erreger & Toxin ELISA/PCR 10 g Probe gefroren 45,- €
C perfringens, Isolate fiir bestandsspezifischen impfstoff PCR 10 g Probe gekiihlt 80,- €
Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis PCR 10 g Kot gekiihlt 26,- €
Salmonellen Kultur 10 g Kot gekiihlt 16,- €
Stammidentifizierung iiber 16S rDNA-Sequenzierung Sequenzierung  je Stamm 60,-€
Viren
Coronaviren ELISA 10 g Kot gekiihlt 13,- €
Rataviren ELISA 10 g Kot gekiihlt 13,- €

Endoparasiten
Kryptosporidien ELISA 10 g Kot gekiihlt 13,- €
Kokzidien Flotation 50 g Kot gekiihtt 9, €

* Alte genannten Preise verstehen sich pro Probe und zzgl. der gesetzlichen Mehrwert steuer.

mipralab GmbH

Marie-Curie-Str.7 »

Email: Info@mipre

4956680« Fax:
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Report 2012-M-0327
Specimen Information

Owner: -
T
Untersuchungsauftrag: according to sample submission form
Einsendedatum: 08.05.2012
Zustand: frozen
Probengruppe: cattle
Results
2012-M-0327 -1 2012-M-0327 -2 2012-M-0327 -3
1649 2068 1656
Serum Serum Serum
test Wertebereich/ result result result
Sollwert
C. botulinum Typ A - - ++4 S
Antlkdrper ELISA
C. botulinum Type B ~ - +++ - & i
Antibodies ELISA
C. botulinum Typ C - -+ - 2
Antikdrper ELISA
C. botulinum Typ D - - - +44
Antikdrper ELISA
C. perfringens aipha- -+ttt + . dos
Toxin - Antibodies
ELISA

pro
Erstelidatum: 11.05.2012 2:15
T:\Berichte\Berichte 2012 ohne Interpretation\120327_120511 english.do:
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2012 - M - 0327 - 4

2012-M-0327 -5

1785 2034
Serum Serum
test Wertebereich/ resuit result
Sollwert
C. botulinum Typ A - -~ 44+ - -
Antikérper ELISA
C. botulinum Typ B - -+t -
Antikdrper ELISA
C. botulinum Typ C - - - ++4
Antikdrper ELISA
C. botulinum Typ D - - -+t
Antikdrper ELISA
C. perfringens alpha- - -4ttt ++ +++
Toxin - Antibodies
ELISA
2012-M-0327-6 2012 -M-0327 -7
1649, 2068, 1656 (1sr pool) 1785, 2034 (2nd Pool)
fecal sample fecal sample
test Wertebereich/  result result
Sollwert
C. perfringens - negativ negativ
Toxingentypisierung
PCR
C. perfringens - negativ negativ
Toxinextrakt ELISA
C. perfringens - negativ negativ
Erregerkultur PCR
Interpretation

The positive serum from animal 2068 indicates that there has been previous
contacts with Botulinum Neurotoxin type B.

The positive sera of the other cattle indicate that there have been previous
contacts with Clostridium perfringens alpha toxin (by infection or vaccination).

Erstelidatum: 11.05.2012 2:15
T:\Berichte\Berichte 2012 ohne Interpretation\120327_120511 english.doc
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Bericht 2012-M-0245

Probeninformation

Farm: ST

Untersuchungsauftrag: according to sample submission form

Einsendedatum: 04.04.2012

Zustand: frozen

Probengruppe: cattle

Resuits
2012-M-0245-1 2012-M-0245- 2 2012-M-0245- 3
2658 2468 2149
Serum Serum Serum

test Wertebereich/  result result resuit

Sollwert

C. botulinum Typ A - - - +++ -

AntikOrper ELISA

C. botulinum Typ B - -~ 4+ - - -

Antikdrper ELISA

C. botulinum Typ C - .- +++ -

Antikdrper ELISA

C. botulinum Typ D - - 444 -

AntikOrper ELISA

C. perfringens alpha- -ttt +4+ +++ ++

Toxin - Antibodies

ELISA

pro
Erstelldatumn: 20.04.2012 3:53
T:\Berichte\Berichte 2012 ohne Interpretation\120245_120420.doc
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test

C. botulinum Typ A ~
Antikérper ELISA

C. botulinum Typ B -
Antikdrper ELISA

C. botulinum Typ C -
Antikdrper ELISA

C. botutinum Typ D -
Antikorper ELISA

C. perfringens alpha-

Toxin - Antibodies
ELISA

General burden of
Clostridia MPN

C. botullnum -
Toxinextrakt Bioassay

C. botulinum -
Erregerkuitur Bioassay

C. perfringens -
Toxinextrakt ELISA

C. perfringens -
Erregerkultur ELISA

C. difficile A/B -
Toxinextrakt ELISA

C. difficlle -

Erregerkuitur Biochemie

selective Clostrida
cultivation

Erstelidatum: 20.04.2012 3:53

Wertebereich/
Sollwert

-- 444+
.-+
-ttt
- -+

- 4t

Wertebereich/
Soliwert
0<» ,, <=

100000

negativ -
AB,CD,EF,G

negativ -
A,B,C,D.EF,G

2012-M-0245 -4
2588
Serum

2716
Serum

result result

2012-M-0245-6
2658, 2468, 2149 (1st Pool)
fecal sample

result
>1100 Z/mL
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ

C. perfingens a+f2+¢, C. sporogenes,
C. hastiforme, C. tetani,
C. bifermentans, C. difficile

pro

T:\Berichte\Berichte 2012 ohne Interpretation\120245_120420.doc

Seite 2

2012-M-0245-5

2012 -M-0245-7
2588, 2716 (2nd Pool)
fecal sample

result

4600 Z/mL

negativ
negativ
negativ
negativ
negativ

C. perfingens a+fi2+g,

C. perfingens ute, C. sporogenes,
C. difficile, C. tetani, C. hastiforme
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Dansk Kvaeg | Malkokvag | Dadelighed-Koer-Besatningsdynamik
? Udskrevet 12.05.11 21.51 Side 1
E _ Kontroldato 13.04.11 7
30-04-11
Dedelighed-Koer-Besatningsdynamik
Udskriften relaterer kodedeligheden i besastningen til en raakke forhoid
omkring besatningsdynamikken
[ o ~ Antal tilfzide per md. maj 2010 - april 2011 "S'i'a"iébiofado's
ste
12
| - - md. J
i |' Maj | Jun | Jul |Aug | Sep | Okt [Nov | Dec | Jan | Feb | Mar AprI Kh_| B
] tal
 Gennemsn. antiTotal | 102 09 98 96 100 9§ 92 88 88 88 94 97 92
| |keer(arskeer)i 1.kalvs| 41 ' | 39 41 40 38
| |besamtningeni 2.kalvs| 27 23 23 22 22 21 23 2 19 21 2§ 29
| | perioden mldre | 34 35 4 35 _ d 29 30 32 32 25
i Antat kaelvninger ‘I‘JJ 7l 106 116 86
| Antal kivninger 1. kalv| 5 1 44 50 34
TA_ntil indkebte koer 0 0 0 O
tal indkebte kvier <8 | 0 0 0 0O
1 uger fra forv. keslvming [
g /Antal indkebte draegtige 0 0 0 0
a kvier> 8 uger fra forv.
|n kalvning | | f | |
glAntaI indkebte ikke 0 0O 0 0
dragtige kvier |
ASaIg til levebrug 0 15 12 10
f Slagtede 2 0 34 35 28
g Aflivede 0 0 1 4 2 0
a Selvdede ‘ ‘ 0 1 3 1
n Procent dede koer %__ ‘ [ 53 52 1.1
g samlet _ 5 | |
Indsastningsprocent:
(antal kaslvninger, 1. Kalvs + indkabte keer) / antal &rskeer: 46,8
Udsseetningsprocent:
(antal slagtede +aflivede + selvdede + solgte til levebrug) / antal arskeer: 57,4
Udskiftningsprocent:
vax(antal kaslvninger, 1 kalvs + indkebte + slagtede + aflivede + selvdede + solgte) / antal arskger: 52,1

Den aktuelle kodadelighed (procent dede keer samiet) kan saettes op mod Dansk Kvaegs eller
bessstningens egen malsestning
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Dedelighed-Koer-Besatningsdynamik

Udskriften relaterer kodedeligheden i besatningen til en raskke forhold

omkring besastningsdynamikken

Antal tilfeelde per md. marts 2010 - februar 2011

Sid '2010]2009
ste

12
Mar | Apr | Maj | Jun  Jul (Aug | Sep Okt [Nov | Dec|Jan |Feb An
' ' tal
'Gennemsn. ant:Total | 140 139 139 140 137 13&1 138 133 124 119{ 116 118 131 136 143
| |k¢er(érsk¢er)i |1 kalvs| 60 60 60( 57f 53 51| 541 48 43 39 37 44 50 5¢I: 55
besatningeni 2. kalvs| 34 4 36 3Tf 39 42 42 39 38 39 40 37 38 37 3I7
 perloden midre | 46 45 43 46 45 45 44 46 43 41 39 37 43 45 51
;Antal kaelvninger | 1 _1q 18{ Bi 1({ 1_E_i=:_ ; _1_(]{:__ g 8§ 9 E! 12£§ 123 138
Antal kaelvninger 1. kalv 3 6 4 1 3 § 141 0 14 § 7 39 31 59
' T Antal Indkebte keer 0 0 0 0 0O 2 0 0 O O o0 o0 2 2 0©
i Antalindkebtekvier<8 0 0 ©0 O O O O O O O O ©O0 O0 0 23
I uger fra forv. kaelvning | A I [ N OO O S| O i o o
g /Antal indkebte draegtige o 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 14
a kvier > 8 uger fra forv.
Nkalvning | I ! | ! I | | . I | .
g Antal indkebte tkke 0 y 0 0O 0 O 0o o o0 o o 0 o0 0o 1
draagtige kvier _ _ | | _
A Salg til levebrug 1 0 1 0 0 1 o 0 0 3 0 0 6 6 7
f Slagtede . 0 & 0 0 3 7 1 12 6 0 8 2 45 42 38
g Aflivede 2 0 0 1 o 1 0o 1 1 o o 1 7 8 2
‘2 Selvdade — 0 o 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0o 2 2 4
n Procent dede keer ' ‘ ‘ ' : ' 69 74 42
g samlet ‘ , ‘
indsastningsprocent:
(antal kaelvninger, 1. Kalvs + indkebte keer) / antal arskeer: 31,3

Udsaetningsprocent:

(antal slagtede +aflivede + selvdede + solgte til levebrug) / antal arskger: 45,8

Udskiftningsprocent:

Yax(antal kaelvninger, 1 kalvs + indkebte + slagtede + aflivede + selvdade + solgte) / antal arskeer:

Den aktuelle kododelighed (procent dade koer samlet) kan seolttes op mod Dansk Kvaegs eller

bessetningens egen mélssetning
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