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Sammendrag

Hvert ar stemples ca. 6% af danske maelkeproducenter landet over som positive for mastitisbakterien
Streptococcus agalactiae oftest benavnt B-streptokok (fremover forkortet til SA). En status som smittet
med SA fremgar pa forsiden af den pageldende besatnings offentligt tilgeengelige data i CHR udskrift
(www.chr.fvst.dk). SA er omfattet af bekendtgerelse om overvagning af mastitis, og status som SA-

smittet har konsekvenser for den pageeldende besatning. Besatningens dyrlege skal derfor kunne radgive
ejeren i denne situation.

Med en praktiserende kveegdyrleege som mélgruppe for denne opgave beskriver vi alment tilgengelige viden
om, hvad CHR-register status "B-streptokok: smittet" omfatter, herunder definition, konsekvenser, samt
grundlag for og metoder til handtering af SA-smitte i en konkret besetning. Beskrivelsen tager udgangspunkt
i en konkret vestjysk besatning med Automatisk malkesystem (AMS) med status "B-streptokok: smittet".
Ud fra vores tolkning af restriktioner ved SA-smitte i bekendtgerelsen om SA, er disse restriktioner kun en
adfaerdsbegrensning for besatningsejeren, hvis vedkommende ensker at deltage i samlinger med andre keer,
hvor malkning kan finde sted.

Smittet status tildeles pa baggrund af et positivt testresultat i en leverandermaelkepraove. Et positivt resultat
skal bekreeftes med opfalgende tests, hvilket ikke geelder for et negativt resultat.

Vi gennemgér alment kendte metoder til handtering af SA-forekomst og praesenterer det mest relevante
lgsningsforslag for den konkrete besatning, vi har arbejdet med. Dette gores for at imitere den situation, som
en lokal praktiserende kvaegdyrlaege star overfor (lokal evidens). P4 dette grundlag vurderer vi, at de

praktiske rammer i bes@tningen sandsynligvis ikke geor forseg pa udryddelse rentabelt.

Dyrlaegen vil ofte std med den udfordring, at der ikke foreligger praktisk anvendelig generel viden om
betydningen af en given faktor (fx yverinfektion med SA) for fx ydelse og celletal. Da der manuelt og
automatisk kan opsamles store datamengder i malkekobesatninger, kan det veere muligt at gennemfore
multivariable statistiske analyser af bes@tningens egne data. Pa baggrund af data fra Kvegdatabasen giver vi
et eksempel pa en sddan besatningsspecifik analyse der kan tilpasses flere problemstillinger (fx forhgjet
celletal eller ledningsevne). Modeleksemplet er en random-coefficient normalfordelings regressionsmodel,
der har til formél at estimere statistiske sammenhange mellem SA og malkeydelse (pa i Energi-Korrigeret
Mezlk, EKM) i besetningen. Med udgangspunkt i modeleksemplet argumenterer vi for, at prevetagning til
PCR-testning af SA kan ske pé et mere hensigtsmeessigt tidspunkt vha. monitoreringsmetoder allerede brugt

pa garden.

De nuvearende anbefalinger for sanering og handtering af SA i besatningerne bygger pa en antagelse om, at
SA-bakterien kun findes i yveret hos inficerede koer, og dermed at miljoet ikke udger et muligt reservoir. En

nylig udgivet videnskabelig artikel stiller imidlertid spergsmalstegn ved denne antagelse. Hvis antagelsen



om, at SA ikke kan overleve i andre omgivelser end malk og yver er forkert ber de anbefalede tiltag til
héndtering af og forseg pa udryddelse af SA revurderes.

Der foreligger kun meget sparsom viden om SA-overlevelse og -vakst i straelse og staldmilje i evrigt. Ny
viden om SA-overlevelse i miljgmateriale kan fremskaffes ved opsatning at systematiske laboratorieforseg
til belysning af overlevelse/veekst af SA i forskelligt materiale fra kostalde ved forskellige temperaturer. Som
en art pilotforseg til udvikling af en sddan laboratorieopsatning planlagde og udferte vi et eksperimentelt
laboratorieforseg, hvor overlevelse af SA i imiteret sengebundsmateriale (halm tilblandet feeces og meelk)
kan estimeres. Vha. en random-coefficient Poisson-regressionsmodel viste vi et fald for SA 1
sengebundsmaterialet pa over 5 dage og estimerede med ekstrapolation med modellen en
overlevelsestid pa op mod 100 dage. Pilotforsgget indikerede, at det er nedvendigt at kontrollere for
potentielt systematisk forstyrrende faktorer med indflydelse pé variationen i teelletal pa agarplader
(mediumtype (blod, eller to forskellige selektive medier) og hvilken preveudtager, som havde
héndteret proverne). Den valgte statistiske model tillod ogsé héndtering af tilfeldige effekter i
forekomst af SA i tidsperioden.

English abstract

Every year, around 6 % of danish dairy producers all over the country are branded as test positive
for the mastitis bacterium Streptococcus agalactiae often refered to as B-streptococci (hereafter
abbreviated as SA). The status as infected by SA is publicly displayed on the front page of the
CHR-register (www.chr.fvst.dk), for the herd in question. Monitoring of SA is according Danish

legislation and the status as SA-infected has consequences for the herd in question. Therefore it is
imperative that the affiliated herd veterinarian is able to offer counselling with regard to this
matter.

This paper is aimed at the practising herd veterinarian, as we describe the readily available
knowledge surrounding the CHR-register status:”B-streptococci: infected”, including definition,
consequences, basis for and methods for managing SA-infection in a specific herd. This description
is based on a specific herd in western jutland with an automatic milking system (AMS), with status
”B-streptococci: infected”. Based on our interpretation of the legislation regarding SA, these
restrictions are only a limitation for the herd owner, if he or she wishes to bring cattle to gatherings
with other cattle, where milking might take place.

Infected status is assigned to herds based on results from tests on bulk tank milk samples. A
positive result must be confirmed, with subsequent tests this condition does not apply to a negative

result.



We review methods for the management of SA-occurence and present in our opinion the best
method for case herd. We do this to mimic the situation a local practicing herd veterinarian
faces (local evidence). It is our assessment that the practical framework in the herd prevents an
attempt on eradication from being profitable.

The veterinarian is often faced with the challenge, that applicable general knowledge of the effects
of a given factor (e.g. udder infection with SA) on e.g. yield and cell count is not available. In a
dairy cow herd there is potential for manual or automated collection of large quantities of data,
which facilitate, multivariable statistical analysis of specific herd data.

Using data from The Cattle Database we give an example of such a herd specific analysis, that
can be adjusted to match several scenarios (e.g. elevated cell counts or increase in electrical
conductivity). The model example is a random-coefficient normal distribution regression
model designed to estimate statistical relationships between SA and milk yield (measured in Energy
Corrected Milk, ECM) in the herd. Based on this model example we argue that sampling milk for
PCR-testing can be done at more appropriate time. This time can be determined by use of
monitoring that is already taking place in the herd.

The current recommendations for eradication and management of SA in herd, is based on the
assumption that the SA-bacteria is confined to the udder of infected cows, and that the environment
is a negligible reservoir. However, a recently published scientific paper questions this assumption.
If the assumption, that SA cannot survive in other settings than milk and udder, is wrong, then the
recommendations for management and eradication of SA should be reevaluated.

There exist only scarce amounts of knowledge on SA’s survival and growth in bedding and barn
environment. New knowledge on SA-survival in the environment can be procured, by designing a
systematic laboratory experiment to shed light on the survival or growth of SA in different materials
from cattle sheds, at different temperatures. As a kind of pilot experiment for the development of
such a study design, we planned and executed an experimental laboratory setup, for the estimation
of SA-survival in imitated used bedding material (chopped straw mixed with milk and cow
manure).

Through use of a random-coefficient poisson-regression model we show a reduction of SA in

the bedding material over five days and by extrapolation with the model we estimate a survival of
up to 100 days. The pilot experiments results indicate the necessity of controlling for potential
systemic disturbing factors influencing the plate-count on agar plates (medium type (blood or two
different selective media) and which researcher handled the samples). The chosen statistical model

also allowed for modeling of random effects in the presence of SA in the time period.



Tak

Forst og fremmest vil vi gerne takke Carsten Enevoldsen som gennem hele forlgbet har vaeret en
engageret og kompetent vejleder. Desuden vil vi ogsa gerne takke Line Svennesen Dorte Bay
Lastein; Bes@tningsejeren og Familie Karl Pedersen Ilka Klaas, Besatningsdyrlaegen Jorgen
Katholm, , Katja Kristensen, Lerke Astrup, , Yasser Mahmmoud, Signe Skadborg, Bjarne Bjerg,

Louise Pilegaard



Oversigt over brugte forkortelser
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Formal

Med de praktiserende kvaegdyrleger som malgruppe, skal denne opgave beskrive og vurdere den
alment tilgengelige viden om, hvad CHR-register status "B-streptokok: smittet" omfatter,
herunder definition, konsekvenser, samt grundlag for og metoder til handtering af smitte med
Streptococcus agalactiae (herefter omtalt som SA eller B-streptokok) i en konkret besatning. Vi
anvendte en ’evidenspyramide’ (Bilag 1) beskrevet af Lastein' som grundlag for vores vurdering
af anvendeligheden af de foreliggende informationer og anbefalinger (evidens). Beskrivelsen
tager udgangspunkt i en konkret vestjysk besatning med automatisk malkesystem (AMS) med

status "B-streptokok: smittet".

Besatning

Besatningen som danner rammer for dette speciale ligger naer @lgod i Vestjylland. Den daglige
drift varetages af besatningsejeren, konen og sennen. Per 5. december 2017 er 188 keer, 210
kvier og 15 handyr i bes@tningen. Siden 6. maj 2009 har besatningen varet pa Salmonella
Dublin niveau 1 og er B-streptokokker: smittet. Besetningen har indgiet rddgivningsaftale med
en nzrliggende dyrlaege praksis. Besetningen udgeres af tre stalde, hvoraf to har adresse pa
hovedgarden omkring @lgod. Ferste stald huser lakterende og praeparturiente keoer (malkestald)
og anden stald huser kvier, @ldre kalve og nogle af gold-keerne (kviestald). Mellem kviestald og
malkestald star enkelthytter med yngre kalve, samt faelleshytter med a@ldre kalve.

Den tredje stald ligger 400 m fra hovedgérden, hvor resten af goldkeerne holdes i en stald med

aben gavl.

Malkning

Tre Lely Astronaut A3 malkerobotter (Lely Holdings, Maasluis, Holland), anskaffet i 2006, er
installeret i malkestalden. Keer i anden paritet og &ldre har adgang til to robotter, mens
forsteparitetskeer kan tilgé én robot.

Hver morgen skiftes der filter i robotten, og der renses med en berste i den kobling, hvor filtret
isettes. Pattekopper og robotarm spules med spuleslange hver morgen, og ved samme lejlighed
undersoges pattekopperne. To gange ugentligt indsaebes pattekopper og robotarm med saebeskum
(Astri-LIN, Lely), som virker i 5 minutter for det spules af. Over to ar serviceres robotterne fem
gange, selvom der i logbogen ses hyppigere besog fra Lely-medarbejdere.

De hyppigst brugte méledata fra robotterne er ledningsevne i maelken og ydelse. Der er sat en

grense for ledningsevne pa >100 som udleser en alarm for yverbetendelse, hvis den overskrides.
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Ledningsevnen kan males pa kirtelniveau. Derudover anvendes Heat-time® til aktivitetsmaling,
som afleses hver morgen.

Malkerobotterne er indstillet til at give keerne adgang med seks timers intervaller. Afgoldning
foregar efter et fastsat program for den enkelte ko: 10 dage for afgoldning nedsattes den tildelte
mangde kraftfoder og malkeintervallet stiger til 12 timer.

Keerne 1 malkestalden gér pa spaltegulv, og i sengebasene ligger madrasser som strgs med
solterret kalk og savsmuld, blandet i forholdet 1:1. Besatningsejeren synes, at keerne ser renere

ud, end for hans skiftede til kalk og savsmuld.

Rengeoring

Foderbordet tammes dagligt, og foderrester genbruges til kalve over seks méneder. Vandtrug
efterses dagligt, og renses hvis de vurderes beskidte, og to gange ugentligt rengeres de med
berste.

Robotskrabere holder spaltearealet rent, bortset fra i mellemgange, foran foderbordet og foran

malkerobotten. Gedning og vad straelse skrabes ned hver morgen og der tilfgjes ny stroelse.

Yverbetaendelser

Ejer og sennen har oplyst at behandling igangsattes, hvis der males en ledningsevne >100, eller
hvis det vurderes, at koen har et hgjt celletal. Der er ikke fastsat nogen granse for, hvornar
celletallet demmes at vaere for hejt.

Der behandles med Carepen® vet. (benzylpenicillin procain) intramammeert en gang dagligt i to
dage, Penovet® vet. (benzylpenicillin) 50 ml en gang dagligt i fire dage samt Loxicom®
(meloxicam) 15 ml en gang.

Akut yverbetendelse behandles med Trimlac® vet. en gang dagligt (sulfadiazin, trimethoprim) i
tre dage; Tribissen® Vet. 24% (sulfadiazin, trimethoprim) 50 ml i tre dage en gang dagligt, og
Metacam® (meloxicam) 15 ml i tre dage, 1 gang dagligt. Bes@tningsejeren har ikke en klar
definition pa akut yverbetendelse, og der fremgér heller ingen definition i DMS dyreregistrering
(DMS). Ligeledes er der ikke angivet vejledning til administration af medicinen til dyrene pa DMS.
Hvis behandlingen ikke virker, eller hvis koen fortsat star med et hojt celletal, som vurderes at

stamme fra en enkelt kirtel, gores koen trepattet.

B-streptokokker

Bes@tningen har veret opfort i B-streptokok-registeret i mange 4r, efter besatningsejerens

vurdering: siden midt 1980'erne. Siden 2012 har bes@tningen deltaget i forskellige
11



forskningsprojekter pa grund af perioder med for heje kimtal i den leverede melk, kombineret med
smittet-status. [ forbindelse med dette, er familien pd garden ogsa blevet testet for SA i svelget,
hvor et af de tre familiemedlemmer blev testet positiv. Det blev ikke oplyst hvilket familiemedlem.
Bes@tningsejeren oplyser, at besatningen har varet forsegt at genvinde smitte-fri-status to gange
uden vedvarende effekt.

Bes@tningen blev inddraget i dette specialeprojekt, fordi tankmaelkskimtallet i foraret 2017 igen
steg til uacceptable niveauer(Se figur 1). Bes@tningsejeren mistede en del penge 1 den forbindelse.
Fokus er lagt pd SA, fordi en tilknyttet maelkekvalitetsradgiver ikke kunne sandsynliggere andre
storre problemer.

Ved to kimtalsbesog fra en anden malkekvalitetsrddgiver i slut september og start oktober
2017, blev der opdaget to fejl i malkerobottens vaskeprocesser. En af vaskeprocesserne
opretholdte ikke tilstreekkelig hej temperatur, tilstraekkelig leenge. Desuden fandt man, at det
anvendte rengeringsmiddel havde overskredet holdbarhedsdatoen. Efterfolgende er nyt
rengeringsmiddel indkebt, og mangden af vand brugt ved vask eget. Det har medfert, at
kimtallet er faldet til et acceptabelt niveau igen. Desuden blev der angivet forslag til endring i
rengeringsrutinen, se bilag nr. 2. 2

Geometrisk kimtal (IBC) pr. maned i leveret mzelk, seneste 12 maneder

—e— Seneste 12 maneder
300
250 -
200 -
150

Kimtal/1000

100
50 -

~
~
~~

feb mar apr maj jun jul aug sep okt nov dec jan

Betydning for maelkepris:

Geometrisk kimtal med hgjeste fradrag (over 480)
Geometrisk kimtal med fradrag (240 - 480)
Geometrisk kimtal uden tilleeg/fradrag (120 - 240)
Geometrisk kimtal med nedsat tillaeg (60 - 120)
Geometrisk kimtal med hgjeste tillaeg (0 - 60)

Bemeerk: Data for de enkelte leverancer kan ses ved at holde musen over kurvens punkter.

Figur 1: Udtraek fra DMS d. 25. januar 2018. Figuren illustrerer at kimtallet i perioden marts til september 2017, ligger i

kategorierne for nedsat tillzeg, uden tillzeg eller fradrag, samt med fradrag.

Besatningsejeren udvalger pa baggrund af celletal fra ydelseskontrollen, om det er nedvendigt
at teste et dyr for SA. Udvelgelsen kan ogsa ske pa baggrund af mélt ledningsevne. Vi har ikke
vearet 1 stand til at identificere de praecise udpegningskriterier. Hvis en ko testes positiv for SA,

vurderes denne status i sammenhang med ydelse og udseende af yver, for at beslutte om den
12



skal forblive i besatningen. En ko som i forvejen er indstillet til slagt pa lengere sigt, sendes til
slagt.
Udover denne indsats og omhyggelig rengering tages der ikke andre forholdsregler for at minimere

forekomsten af SA.

Goldningsrutine

Inden afgoldning tilstraebes udfert Polymerase Chain Reaction (PCR)-test pa alle koer, og pé
baggrund af testresultatet behandles keer med Benestermycin® vet. (benethaminpenicillin,
penethamathydroiodid, framycetinsulfat) intramammeert, og pattedbningen forsegles med Noroseal
(bismuthsubnitrat). Ejeren oplever ikke problemer med yverbetaendelse i goldperioden. D. 22.
januar 2018 er der registreret 125 goldbehandlinger og 119 patteforseglinger i DMS
dyreregistrering i lebet af de seneste 12 mdr.

Mzalkeprover, taget med henblik pa PCR-test for SA, er udtaget ved ydelseskontrollen. Denne

proces beskrives senere.

Definition af status " B-streptokokker: smittet"

Streptococcus agalactiae

SA er en gram positiv kok, der ofte vokser i malk og kan give anledning til mastitis hos kvag. SA
er en non-motil, ikke sporedannende bakterie. Den kan under dyrkning identificeres ved CAMP
reaktion °. SA producerer et ekstracellulert protein, CAMP-faktor, som under tilstedeveerelse -
toxin fra Staphylococcus aureus (SAU) under dyrkning pa blodagarplader, resulterer i omrader med
fuldsteendig opklaring, sdkaldt dobbelt-heemolyse. P4 blodagar ses SA som sma, gré til
semiptransperante kolonier, omgivet at en zone af streptokok f-hamolyse.

SA er katalase negativ, ikke syrefast og fermenterer ikke askulin®.

Lovgivning

I Danmark er det lovpdkraevet, at mejerier overvager deres maelkeleverende besatninger for
tilstedevaerelse af SA i den leverede melk. Det kan enten vare pd baggrund af tankmaelksprover
eller enkeltko-prover. En besatning betegnes som smittet med B-streptokokker, hvis en
leverandermelkeprove og mindst en af to efterfalgende prover testes positive. Det kan ogsé ske ved

at en enkeltko-prove testes positiv.

13



En besatning kan genvinde smitte-fri-status igen, ved at fire leverandermelkeprover med mindst
30 dages interval testes negative. Alternativt kan smitte-fri-status gives, hvis enkeltkirtelprover fra
alle koer i besaetningen taget pd samme dag, testes negative. Keer, behandlet med antibiotika
mindre end fire uger for enkeltkirtelproven er taget, skal genpreves for smitte-fri-status kan gives.>$
Af lovteksten fremgar det kun, at preverne skal analyseres pa et laboratorium godkendt af
Fadevarestyrelsen. Eurofins Steins Laboratorium (Vejen, Danmark) oplyser ved henvendelse, at
testen har varet udfert med Mastit 4 PCR testkit (DNA Diagnostic A/S, Risskov, Danmark) siden
2015.

Pavisning pa ko-niveau

Prevetagning
Manuel provetagning af maelkeprover ber indledes med at afterre yveret med en ter klud for at
fjerne synligt snavs. Herefter udmalkes lidt malk. Inden prevetagning ber pattespidsen afterres med
en alkoholvedet serviet, indtil servietten ikke er synlig beskidt. At ifere sig handsker og dyppe
patten i bakteriedraebende pattedyp reducerer kontaminationsrisikoen yderligere.

Nér preoven opsamles ber praveglassets vinkles, og man skal undgé kontakt mellem proveglas og
pattespids. Hvis man ikke kan foretage PCR-analyse eller dyrkning umiddelbart efter udtagning af

proven, ber den opbevares pa is, nedkeles til 4 grader eller fryses, indtil analyse er muligt.’

I forbindelse med ydelseskontrollen (YKTR) i besatninger med Lely robot anvendes en Lely
Shuttle-B til provetagning, som tilsluttes malkerobotten. Teknikeren transporterer proverne i
kelevogne fra gardene til Eurofins Steins Laboratorium, hvor de straks stilles pa kelerum og
analyseres indenfor et par timer. Hvert proveglas er forsynet med en stregkode, som er koblet
sammen med koens nummer. Vi havde svert ved at vurdere, hvor lang tid der gér, fra proven er
taget, til den stilles pa kel. Desuden vurdere vi , at der gar noget tid, fra proven er overfort til
proveglasset, inden der sattes 14g pa proven®”.

I et forseg med pavisning af SA i to besatninger med Lely malkerobotter, blev malkerobotten
undersogt for SA efter malkning af en inficeret ko og imellem malkning af tre efterfolgende ikke-
inficerede koer. Her kunne man finde bakterien i robottens glasudskiller efter malkning af op til tre
ikke-inficerede koer. Det kan indikere, at prover udtaget til PCR ved ydelseskontrol kan fore til

falsk positive resultater'”
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Et studie undersogte fire danske Holstein besatninger med konventionelt malkesystem og kendt
historik om SA. Pa dag for ydelseskontrol blev omkring halvdelen af keerne inden pasatning af
malkekopper udsat for forsegsbehandling, som bestod i rensning af patterne efter forskrift for
udtagning af steril malkeprove (n=411). Dette var i tillaeg til de normale malkerutiner, som bestod
af afterring af patter med individuel klud, men uden brug af pattedyp fer malkning. Malkerutinerne
var forholdsvis ens for alle fire bes@tninger. Tilbagevarende koerne fik ikke afsprittet patterne
(n=383). Praverne efterfolgende udtaget i forbindelse med YKTR blev undersegt med Pathoproof
Mastitis PCR assay (Finnzymes Oy, Espoo, Finland) i Eurofins Steins Laboratorium.
Forsegsbehandlings indflydelse, pd sandsynligheden for at blive vurderet testpositiv, blev bedemt
ved forskellig Ct-veerdier (<40, <37 og <34).

Man fandt kun en statistisk sikker (p=0,02) forskel af prevebehandlingen, ved analyse med cut-off
veerdi pa <37; odds for at vaere positiv, hvis prevebehandling var udfert, var 1,6 gange storre end
odds for at vaere positiv, hvis prevebehandling ikke var udfert. Dette er modsat af, hvad forfatterne
havde forventet. Forfatterne formodede at preevalensen af positive prever i analysen med lavt cut-
off-vaerdi (<34) har veret for lav til at vise effekten af forsegsbehandling.

Pa baggrund af forskellige cut-off-verdier (Ct<40, <37 og <34) verdi fandt man felgende
besatningspravalenser af SA 37%, 29% og 16%.

Man fandt en korrelation mellem testresultaterne for keer, som har efterfulgt hinanden i

provetagnings rekkefalgende, hvilket kan indikere overslab.!!

Testning

Argumenter for at anvende PCR-test i stedet for dyrkning er bl.a. at PCR- analysen tager kortere tid
(Pathoproof 3-4 timer), er potentielt objektiv identifikation af bakterier, giver muligheden for at
detektere vaeekstheemmede eller dede bakterier, samt giver muligheden for at teste for tilstedevarelse
resistensgener.

Pathoproof kan anvendes til analyse af friske eller preeserverede malkeprever uden behov for
praekultur. Den kan detektere SA samt 10 andre bakterie-isolater og -lactamase resitstensgenet
"blaZ".

Pathoproof analysen blev udfert pa bakterie-isolater hentet fra bAde kommercielle og non-
kommercielle kultursamlinger, som stammer fra malkeprover, husdyr- eller humane prover.
Isolaterne var blevet identificeret efter National Mastitis Council (NMC)-standarder, nar de

stammede fra malkeprover.
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De fandt at, for alle analyser foretaget pa isolater som stammede fra melkeprover, havde
Pathoproof en specificitet og sensitivitet 100%. Af de total 643 isolater identificerede Pathoproof
634 isolater korrekt. SA var ikke mellem de inkorrekt identificerede isolater. 32 SA-isolater blev
korrekt identificeret, alle oprindeligt fra melkeprover fra keer med kliniske mastitis. Da isolaterne

stammede fra forskellige samlinger, fremgar definitionen af klinisk mastitis ikke.!2

Koskinen et al. (2010) testede kirtelmelksprover med dyrkning og Pathoproof PCR. Ud af 780
prover fra keer med klinisk mastitis én testede positiv for SA ved begge metoder . Af 46 prover fra
subkliniske mastitiskeer blev alle fundet negative for SA bade ved begge metoder. Ved celletal i
preven >250.000 celler/ml blev den kategoriseret som subklinisk mastitis. Prever med celletal
under 75.000 celler/ml blev kategoriseret som klinisk raske (n=132). I disse prever fandt de ingen
SA ved nogen af metoderne. Prover med celletal mellem 75.000 og 250.000 celler/ml blev
ekskluderet pga. inkonklusiv mastitis status (n=42).

Dyrkning blev foretaget pa blodeskulinagar efter NMC og prever med over tre arter blev tolket
som kontaminerede. Ud af 180 prever negative pa baggrund af dyrkning blev 136 fundet positive
med PCR, hvoraf to var SA.

Forfatterne henviser til andre studier om handtering af preven kan have effekt pa udfaldet af
dyrkning. Fx fandt man de hgjeste antal SA CFU ved dyrkning pé prever, som havde varet frosset.
Ved dyrkningsresultater med tre eller flere arter tolkes preven kontamineret og der anbefales at tage
en ny prove. Hvis dette princip videreferes til PCR-testning vil det medfere en stigning af
omprevninger, da antallet af prever med identifikation af 3 eller arter stiger.

Dette kan man héndtere ved at satte en lavere Ct-som graenseverdi. Fx reduceres antallet af
prover med 3 eller flere arter fra 137 til seks ved at @ndre detektionsgreensen til Ct-vaerdi<30. Dette

vil dog nedseatte sensitiviteten, hvilket kan have betydning for detektionen af SA.!3

Pavisning pa tankmeaelk

Preovetagning

I en artikel fra 2003, beskriver Andersen et al. provetagning af tankmaelk til undersegelse for
tilstedevaerelse SA. Selve proveopsamlingen foretages under athentning af maelk, hvor
malkeslangen fra tankbilen tilkobles "Spentrup automatic sampling system" (Mark IV, Spentrup

Machine works, Spentrup, Danmark). Ferst skylles 30 L melk igennem malkeslangen, hvorefter en
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90 ml melkeprave overfores til en plastikbeholder og opbevares pa is, mens det transporteres til

laboratorium.'#

12010 beskriver Katholm prevetagning af tankmelk med VM OVP valve (VM Tarm A/S, Tarm,
Danmark). Nu bliver forst 30 til 40 L melk skyllet igennem melkeslangen inden der tages prover.
40 prover a 1,5 ml maelk opsamles med et interval, som athenger af mengden af malk, som skal

afhentes. I alt 60 ml prove opsamles. '3

Overslab

I et studie som omfattede 100 malkebesatning, fik hver besetning taget i alt syv tankmelksprover
med to ugers mellemrum. Proverne blev testet med en metode godkendt i dansklovgivning. Ud af
disse prover blev 29 prover fra 15 bes@tninger undersogt ved at sammenligne polymorfismer i
leengden af rRNA restriktions fragmenter. I tre besatninger fandt man et sammenfald i ribotype,
samt et hgjere Colony Forming Units (CFU) tankmalksprever 1 besatningen, som havde féet
udtaget prove umiddelbart inden. Dette tolkede forfatterne, som muligt tegn pa

krydskontaminering. !4

Testning
Pévisning af bakterier i tankmeelk kan vere udtryk for bakterier i keernes yver eller kontaminering
fra miljeet. For bakterier som SA, hvor det inficerede yver betragtes som det eneste reservoir, er
pavisning i tankmeelk en steerk indikation pa infektion i besetningen under denne antagelse!¢

I et review beskriver Godkin et al. (1993) forskellige provetagningsintervaller, og sammenholder
det med bakteriologisk dyrknings evne til at genfinde besatninger med i forvejen kendt smittet
status. Ved at analysere to tankmaelksprover taget med én uges mellemrum, udpeges 39% af
besatninger med i forvejen kendt smittet status korrekt. Hvis der til gengeeld tages fire
tankmalkspraver med én uges mellemrum, findes 100% af smittede besatninger positive pa
minimum ¢én af preverne. Gentagne malinger vil medfere en hojere sensitivitet, og fore til at
inficerede besatninger ikke fejlagtigt erklaeres negative. Samtidig vil en oget frekvens af
provetagning bidrage til, at besetninger der fejlagtigt er testet positive genvinder smitte-fri-status. !¢

Den lave sensitivitet bekraeftes imidlertid ikke af Riekerink et al. (2009), der undersogte
sensitivitet for dyrkning af SA fra tankmelksprever ssmmenholdt med kirtelprover. Undersogelsen

blev foretaget i 50 danske besatninger, hvor der for nyligt var fundet SA. De observerede god

sammenhang mellem dyrkning fra tankmelksprover og fund af bakterien pa kirtelniveau. De
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rapporterer en sensitivitet pa 98% (95% KI: 89 — 100 % ). Det fremgar ikke hvor hgje prevalenser
der observeres pa baggrund af kirtelpraverne, og besatningerne er udvalgt pa baggrund af kendt "B-
streptokok-smittet" status. Riekerink formoder derfor, at bes@tningerne havde en storre
procentandel af inficerede dyr, end beseatninger hvor der ikke er fundet SA i tankmeelk.!”

1 1986 undersogte Gonzarles et al. sammenha@ngen mellem dyrkningsresultater fra
tankmalkspraover og fra poolede enkeltko-praver. De finder en korrelation pa 0,7 mellem antallet af
SA fundet i tankmaelksprever(CFU/ml) og antallet af keer fundet positive ved dyrkning af de
poolede enkeltko-praver. I besetninger med en SA prevalens under 7 % detekteres bakterien ikke

ved dyrkning af tankmelksprover.'®

I et studie testede man tankmaelksprover vha. dyrkning og Mastit 4A 1 51 besatninger i Tyskland.
Prover blev taget fra 1,615 koer og 6,335 kirtler. Melkeprover blev taget under malkning efter
tyske anbefalinger. 0,25 ml af alle kirtelproverne fra én ko blev overfert til en ny steril beholder,
denne prove benavnes en enkeltko-prove. 0,2 ml fra hver enkeltko-prove fra alle besatningens koer
blev samlet til én prove, betegnet som en besatningsprave. Der blev fremstillet to besatningsprover
pr. besatning.

Koer med klinisk mastitis, i behandling eller 5 dage post partum blev ikke inkluderet.
Tankmelksprever (2 stk) blev taget med sterile engangssprejter efter malkning og 5 minutters
omroring af tanken, og efterfolgende transporteret til laboratoriet indenfor 48 timer i nedkelet
tilstand. Enkeltko- og tankmelksprever blev dyrket pa askulin blodagar med B-toxin fra SAU samt
opformeret i glucose-broth 1 18-24 timer. Broth blev udpladet og inkuberet i 1 dag fer inspektion.
Detektionsgransen for dyrkning var 100 CFU/ml. Dyrkning var positiv for SA ved fund af én
bekreftet koloni og mistankte kolonier blev bekraftet vha. CAMP-reaktion, askulin-hydrolyse-test
og testet for lancefieldgruppe.

Mastit4A PCR pa tankmalk og besa@tningsprover blev foretaget uden forudgaende opformering.
Proven blev betragtet som positiv ved Ct-vaerdi <37.

Bes@tningerne blev betragtet som positiv for et bestemt patogen ved en bestemt analysemetode,
hvis mindst én af tankmelkspraverne eller besaetningspraver var positiv for bakterien, eller én af
enkeltko-preverne var positiv for den pagaeldende bakterie.

Bes@tningerne blev betragtet som negativ for et bestemt patogen ved en bestemt analysemetode,
hvis begge tankmalksprover eller besetningsprever var negative, eller alle enkeltko-prever var
negative. Sensitivitet og specificitet blev udregnet pa besatningsniveau, med dyrkning af enkeltko-

prove som standard.
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Kun i én besatning detekterede man SA i prever fra tankmealk, besetnings-malkeprover og pa
dyrkning af enkeltko-praver. I denne besatning var begge tankmaelksprover og besetningsprover
positive pa PCR. Bakterien blev ogsé fundet ved dyrkning af tankmaelk og enkeltko-prever. Den er
ikke blevet fundet pa tankmaelk hverken vha. dyrkning eller PCR, hvis den ikkeblev fundet pd
enkeltko-prover.

Fordi negative besatninger ikke er anfort i artiklen, antager vi pa baggrund af maden negative
besatninger defineres pa, at de resterende besatninger var fri for SA.

Der blev desuden testet for tilstedeverelse af SAU, Strep. uberis og Strep. dysgalactiae. Enkeltko-
praover blev brugt som udgangspunkt for at udregne sensitivitet (Se) og specificitet(Sp) for
tankmelksprover testet med Mastit4 og dyrkning. For dyrkning 14 Se imellem 0,0 og 33,3 mens Sp
for alle bakterier var 100. For PCR 14 Se mellem 78,8 og 87,5 men Sp 18 mellem 77,8 66,7.1°

Konsekvens af status '"B-streptokokker: smittet"

Lovgivning

Nar en bes®tning er registreret som smittet med S4, mé keer fra denne besetning ikke medbringes
til dyrskuer eller andre samlinger, hvor malkning kan finde sted. Desuden skal bes@tningens status
meddeles til alle, der kommer i kontakt med besatning.> Dette er en a@ndring fra tidligere hvor

besatninger med smittet status heller ikke matte salge eller overdrage keer til levebrug.?’

Bes@tningens status offentliggeres i CHR-registret (www.chr.fvst.dk). Det er tilladt at seelge koer
fra en besa@tning med positiv B-streptokok-status, og det vil fremga af sundhedsdokumentet ved
salg. Den szlgende bes@tnings B-streptokok-status far ikke indflydelse pa den indkebende

besatnings B-streptokok-status.®

Human sundhed

21,22

SA beares asymptomatisk hos omkring 30 % af den voksne befolkning
SA er en hyppig arsag til neonatal sepsis i udviklede lande. Den sterste risikofaktor for SA -

neonatal sepsis er maternal kolonisering med SA i GI-kanalen eller i genitialer?

I USA rapporteres mellem 4,1 og 7,2 tilfelde pr. 100.000 ikke-gravide voksne. Sygdomsraten stiger

med alder. Storstedelen af tilfeelde rammer patienter, der i forvejen lider af andre sygdomme, bl.a.

diabetes mellitus som udger 20-25% af voksne, ikke-gravide med SA sygdom. Raske individer kan

ogsa smittes og udvikle de samme kliniske symptomer.
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De kliniske manifestationer er iser infektion af hud og blede veev. Desuden kan SA veare
involveret 1 bakterieemi, pneumoni, urosepsis, septisk arthritis og osteomyelitits. Mere sjeldent ses
endocarditis, meningitis, peritonitis og I'V kateter infektion.

Infektionerne er folsomme overfor penicillin G, ampicillin og andre semisyntetiske penicilliner.

Resistens mod clindamycin og erythromycin ses hyppigere end for.?*

Besatningssundhed

Smitteveje

Ko til ko

Pattekanalen er den eneste indgangsport til yverkirtelvavet for SA, og det primare tidspunkt for
smitte er derfor malkning.?

Et studie udfert i to besetninger med Lely robotter viste, at levende SA kan findes pa overflade i
malkerobotten op til tre malkninger efter malkning af en inficeret ko. Ti overflader blev

undersogt efter en protokol, hvor en inficeret ko blev malket, og derefter blev der taget prover
efter hver malkning af de tre efterfelgende koer (en prove-sekvens). I alt 9 prove-sekvenser blev
udfert fordelt pd de to besatninger, i alt 460 prover. De overflader med den sterste proportion af
positive prever var mundingen af pattegummi (22,0 %), berste-1 (20,0 %), dybt i pattegummi
(18,0 %), laser-hovedet (18,0%) og toppen af berste-cap (16,7%). Preverne blev inkuberet 1

Todd Hewitt broth med selektivt supplement i 12 timer for udpladning pa Modificeret Edwards
Medium.'°

Ved hjelp af ribotypning undersggte Jensen et al. (1996) forskellige stammer af SA, isoleret fra 11
besatninger og 16 uafthangige, raske humane barere. De fandt at stammer fra samme besetning
tilherte samme ribotype, uanset hvilken serotype stammerne tilherte. Stammer fra forskellige
besatninger tilherte forskellige ribotyper. Underseggelsen viste at nogle ribotyper var til stede i bade
materialet fra besetningerne og hos de uathangige humane barere. Det fremgér dog ikke hvor
mange. Stammerne fra bes@tningerne omfattede ogsa to tonsillere isolater fra
besatningsmedarbejdere. Disse stammer var af identisk ribotype som isolater fra melkeprover i

samme besatning.2¢

Ko til mand til ko
Farre et al. (2017) har undersogt ligheden af SA-typer hos keer og ansatte i otte positive

besatninger. 30 koer fra hver besatning fik taget malkeprover samt rektal- og vaginalsvaber.
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Alle medarbejdere pa gérdene blev testet oralt og rektalt, kvindelige medarbejdere blev tillige
testet vaginalt (i alt 42 prever). Praverne blev dyrket pA CHROMagar StrepB (CHROMagar 4,
Paris, Frankrig), inden identifikation ved hjelp af MALDI-TOF. Alle stammer blev serotypet og
inddelt efter puls-felt-gel-elektroforese (PFGE). Udvalgte stammer blev hel-genom-sekventeret.
SA blev fundet hos 21 % af keerne, hovedsageligt fra maelkeprover, hvor koncentrationen
varierede fra 0 til over 10° CFU/ml. Antallet af positive malkeprover i den enkelte besatning 1a
mellem to og 20. I to bes@tninger fandtes fire rektale og fire vaginale prover positive.

Blandt medarbejdere var andelen af test-positive personer 45 %.

Undersogelse med hel-genom-sekventering og PFGE afslerede, at nogle stammer forekom bade
hos keer og medarbejdere.?’

Katholm et al. undersogte i 2009 handelsmenstre hos puljen af besatninger smittet med SA
(n=233). 24 af disse havde ikke indkebt dyr siden 2000. 17 af disse var i perioden 1991-2000
ikke fundet inficeret. 104 besatninger havde kebt dyr fra ikke-inficerede besatninger. 105
besatninger havde kobt dyr fra inficerede besatninger, hvoraf 43 besatninger havde samdrift, s&
handlen kunne reprasentere flytninger af egne dyr. Forfatterne vurderer, at disse fund tyder pa,

at human smitte spiller en rolle i spredning af bakterien.?8

Jensen (1982) undersogte forskellen mellem infektion med SA af human og bovin oprindelse. I

et studie med i alt 12 keer i to forsegsgrupper (hvoraf seks blev fulgt over leengere tid), blev
keerne hver inficeret i to kirtler med enten en human eller bovin stamme af SA.
Inokulumsterrelse var mellem 79 og 27500 CFU (Vi har udregnet en median pa 4085 CFU). Den
humane stamme var isoleret fra en vaginal preve, og den bovine stammer var isoleret fra en

kirtel inficeret subklinisk i tre maneder. Begge stammer var f-haemolytiske og CAMP-positive,
men af forskellig serotype: hhv. Ic og I1I. Bekreftelse af infektion blev bestemt pa baggrund af
dyrkning pé @skulin-blodagar, suppleret med gruppe-pracipitation hvor det blev demt
nedvendigt. En positiv diagnose blev defineret som demonstration af SA og et celletal over
300.000 celler/ml.

Efter 14 timer udskilte alle kirtler bakterien og 38 timer efter havde alle en positiv B-streptokok
mastitis diagnose. Otte kirtler inficerede med humane stammer havde positiv diagnose allerede ved
14 timer.

Smerte og havelse var til stede efter 14 timer, og sekretorisk a@ndringer i malken var tydelige efter
22 timer hos alle koer.

Den humane stamme inducerede en kropstemperatur 41,2°C hos 3 keer, mens den bovine stamme
inducerede hejst 40,5°C 1 kropstemperatur, som kun blev malt i én ko. Keer smittet med den bovine

stamme havde i gennemsnit et geometrisk celletal pd 2,4 mio. celler/ml og 65 % af kirtlerne udskilte
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mere end 10.000 bakterier/ ml. Kun 8 % udskilte mindre end 1000 bakterier/ml. For keer smittet
med den humane stamme maltes geometrisk gennemsnitscelletal til 2,1 mio. celler/ml, og 23 % af
kirtler udskilte over 10.000 bakterier/ml og 39 % udskilte under 1000 bakterier/ml.

Infektionen varede 1 105 dage for 5/6 kirtler inficeret med den bovine stamme. 2/6 kirtler inficer et
med human stamme forblev inficeret i samme periode.

Ydelsestabet fandtes ved at sammenligne ydelsen i de inficerede kirtler med ydelsen i de ikke-
inficerede kirtler hos hver ko. Man fandt stor variation i ydelsestabet (mellem 12 og 70 %), som i
gennemsnit var 43 % i human-inficerede kirtler og 30 % i bovin-inficerede kirtler.?’

Eksperimentel infektion af keer med humane SA-stammer er ogsé beskrevet af Van den Heever et
al. (1980). 6 keer (2 jersey og 4 Friesere) blev inokuleret med seks forskellige humane SA isolater
af ukendt oprindelse. Syv dage for infektion testede de keerne for bakterier i melk og celletal.
Celletallet 14 mellem 81*103 celler/ml og 561*103 celler/ml. Alle koer var negative pa dyrkning,
bortset fra én ko pa én kirtel hvor man fandt hemolytiske SAU (celletal=561%*10° celler/ml) Koerne
blev inficeret ved injektion af 1-2 ml suspension af SA i steril bufferet normal saltvand svarende til
10-30 CFU. Injektion foregik bade 6 timer for malkning og 6 timer efter malkning. En ko blev
inficeret, ved at indfere en steril bomuldstampon pafert én drdbe med SA i saltvand (estimeret til 5
CFU) og lade den sidde 6 timer for malkning. Keerne blev inficeret i én kirtel, bortset fra én af
frieserene, som blev inficeret i to kirtler. P& dagen for infektion 14 celletallet mellem 745%10°
celler/ml og 725*10° celler/ml, alle bortset fra en ko (Haemolytisk SAU celletal=710*103 celler/ml)
var negativ pa dyrkning.

Indenfor testperiodens to dage, blev SA genfundet i seks af syv kirtler. De positive kirtler steg til
et celletal imellem 5*10° og 33*10° celler/ml. Alle dyrknings-positive keoer havde kliniske tegn med
sero-purolent sekretion, redme og havelse. Tre af de dyrknings positive keer udviste systemisk
reaktion. I koen med to inficerede kirtler fremdyrkede man en blandingsinfektion af SA og
Hamolytisk SAU i den ene kirtel pa forsegsdag to. I en anden ko fik man negativt dyrkningssvar

ved forsegets afslutning og ingen tegn p& mastitis.>°

Milje

Jorgensen et al. (2016) undersogte i et longitudinelt studie forekomsten af SA 1 fire AMS

besatninger. Bes@tningerne blev udvalgt pa baggrund af positive PCR-resultater pa

tankmelksprover og besogt fire gange hver. Antallet af koer i besatningerne 1a mellem 56-75.
Dyrkning af mealkeprover foregik pa blodagar tilsat udpladet med SAU. kolonier med CAMP-

reaktion blev verificeret som SA med Lancefield gruppe B agglutination.
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Svabere blev opformeret i Todd Hewitt med tilsat Streptococccus selektivt supplement (COBA,
Oxoid). Efter opformering blev de udstreget p4 modificeret Edwards Medium med 2% erythrocytter
og 2% PB-toxin-filtrat.

Ved otte af de 1 alt 16 besog tog man prever fra tankmalk, og kirtelmelksprever som blev samlet til
praver pa enkeltko-niveau. Ved tre besegg var enkeltko-prover fra besatningerne negative, og
samtidig med negative tankmalksprave. Ved fire besog var enkeltko-prover fra besaetningerne
positive, og samtidig med positiv tankmalksprove. Ved et besog fandt de én positiv enkeltko-prove,
samtidig med negativ tankmalksprove.

43 af 860 rektalsvabere var positive. En besatning havde 0 positive rektalsvabere. 3 ud af 285
vaginalsvabere fandtes positiv. 1 af 93 rektalsvabere og 2 af 52 sveelgsvabere fra malkefodrede
kalve fandtes positive.

Af1ialt 470 miljesvabere indsamlet i de fire besetninger var hhv. 25,3% ; 3%; 44,4% og 0% fundet

positive.3!

Produktionstab

Koer i tidligt stadie af en klinisk mastitis infektion forérsaget af SA kan udskille op imod 108
CFU/ml. Hvis en sadan ko malkes med kan denne ene ko ifelge Guterbock et al. 1984, heve
tank-kimtallet med 100.000 CFU/ml i en besetning med 1000 koer, der alle har samme ydelse.
Den gkonomiske effekt(tab/byrde) af mastitis veksler mellem lande, regioner og bes@tninger.
Derfor ber udregninger af tab baseres pa den konkrete situation. Forskellige aspekter bidrager i
varierende grad. Nedsat melkeproduktion, frasorteret melk, nedsat pris pga. darlig meelkekvalitet,
udgifter til medicin og dyrlege, oget arbejdstid og udsatning af dyr pavirker storrelsen af tabet.

Nedsat maelkeproduktion er en mindre abenlys omkostning end andre. Men et mastitistilfeelde kan
pavirke pé indeverende og efterfolgende laktationer. Tabet kan méske reduceres som folge af
besparelse pga. mindre foderindtag.

Frasorteret maelk udger et dobbelt problem, da det repreesenterer et tab bade fra den tabte
indtjening og udgifterne til foder. Tabet kan dog begraenses hvis malken bruges til fodring af kalve.

Melkekvalitet kan vurderes pa baggrund af bakterieantal, celletal og medicinrester i den leverede
melk. Pa baggrund af greenseveardier for de enkelte faktorer kan der fratages tillaeg eller palaegges
fradrag pa maelkeprisen.

Udgifter til medicin og dyrlaege er ret hdndgribelige og umiddelbare udgifter.
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Arbejdstid er sverere at inddrage i udregning af tab, iseer hvis et mastitis tilfeelde tager tid fra andre
goremal pa garden, eller mindsker landmandens fritid. Her athaenger det af hvordan landmanden
vardsatter sin tid. Det er lettere, hvis man kan udregne en brugt arbejdstid til en fastsat timelon.
Omkostninger ved udsatning er ogsd sammensat af natur. Tabet bestér i forskellen ydelse, der er
mellem det udsatte dyr og det indsatte erstatningsdyr, samt prisen for enten at opfostre egne kvier
eller at indkebe kvier. Ud fra et ydelsesaspekt er det bedre at behandle dyr og beholde dem, men

denne tilgang skal vurderes i forhold ved at nedsatte sygdomspraevalensen gennem udsetning. >

Ostergaard et al. (2005) praesenterede opbygningen af SimHerd IV-modellen, og pa baggrund af
denne estimerede de indflydelsen af SA pé ydelse og celletal. Stigningen i celletal pga. et moderat,
klinisk mastitistilfeelde forarsaget af SA ifht. en identisk ko uden sygdom, er estimeret til forskellige
tidspunkter: I ugen for sygdomsudbruddet er estimatet 1,77*10° celler/ml, ugen efter er estimat
373.000 celler/ml. Tre uger efter er estimatet 154.000 celler/ml. Herefter forventes det celletal at
falde med 1000 celler/dag.

Ydelsesreduktionen i procent pga. et moderat, klinisk mastitistilfeelde forarsaget af SA ifht. en
identisk ko uden sygdom, er estimeret til 16 % 1 ugen for sygdomsudbrud.
Dette skal laegges oven i en ydelsesreduktion pa ca. 3 % sfa. nedsat foderindtag i ugen for

sygdomsudbrud.3*

Metoder til hindtering af status '"B-streptokokker: Smittet"

For at vurdere hvor hejt de enkelte studiers konklusioner skal vegtes i de nedenstaende
anbefalinger, har vi anvendt en "evidenspyramide" beskrevet af Lastein, se bilag 2 Pyramiden er et
hierarki over hvilke metodologier som er bedst til at udlede generel viden om arsag-effekt
sammenheenge. Vi har forseggt at placere vores kilder i pyramiden og pa den made vurdere hvordan

de skal vagtes i forhold til hinanden'

Udviddet diagnostik

I robotbesatninger med Lely A3, kan der tilkebes diagnostiske registreringer. I casebesatningens
robot er felgende data tilgaengeligt ved hver malkning: Folgende er indsat fra Mail korrespondance
med Lely :

"Ledeevne pa kirtel niveau

Farve indikation - (malkens farve sammenligned til "hvid" melk,) afvigelse kan naevnes som,

Mastitis, Colostrum, Abnorm, Unormal, vandigt.
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Sa kan der vises "ydelses trend, T4C forventer at ydelsesn stiger hverdag i perioden 0-30 dek.
Ydelses fald giver sig selv.

MT - malketid / kirtel

DMT - dod malketid / kirtel

Temperatur pd melken - lidt pavirkelig af rumtemperatur. (mail korresondance med Jens simonsen
Lely)Yderligere er der mulighed for tilkeb MQC-C modul til estimering af celletal ved hver
malkning." 46

I et studie fortaget i tre besetninger med hver to Lely A3 robotter, undersgges overensstemmelsen
mellem beregnede celletal, fra celletalindikator, MQC-C, i forhold til laboratoriemélt celletal . De
finder en korrelations koefficient mellem beregnede celletal og laboratorie celletal pa 0,474
Hovinen et al.(2011) vurderer i et review, anvendeligheden af ledningsevne som diagnostisk
redskab til detektion af bade subkliniske og kliniske mastitis tilfeelde. De finder at sensitiviteten
for ledningsevnen, som diagnostisk vaerktej til at detektere subkliniske mastitis tilfaelde, (celletal
>200.000 celler/ml) til at vaere mellem 5% og 18% procent, afhangig af hvilket AMS system

der anvendes. Til detektion er kliniske tilfeelde (celletal > 1.000.000 celler/ml) er sensitivteten
beskrevet til at veere mellem 9 og 43%.%

Pé baggrund af ovenforstdende, vurder vi derfor ikke ledningsevnen eller celletal indikator alene
kan anvendes til udpegning af keer med mastitis, men hvis det er muligt at etablere et process -
forlebplot pa ko niveau, kan udsving i ledningsevne méske anvendes som metode til detektion af

keer inficerede med SA. 3

Hygiejne

Hovinen et al. (2011) beskriver i et review forskelle mellem konventionelle malkesystemer og
automatiske malkesystemer for yversundheden, samt hvilke udfordringer der er forbundet med
AMS og hygiejne. De undersgger bl.a. om der findes indikationer i litteraturen pa at rengerering
af yver inden malkning udferes tilfredsstillende i AMS. De finder at det i de AMS besatninger
hvor det fungerer dérligst, at op i mod en 1/3 del af yverrengeringen inden malkning ikke
udfores tilfredsstillende. Tilfredsstillende vurderes i forhold til manuel patterengering, hvor der
efter endt rengering, ideelt set ikke ber vaere nogen synlige rester af skidt, er rengering i AMS
systemer generelt af betydelig dérligere kvalitet.*’
Som en del af et studie udfert af Henriksen et al. blev Lely malkerobotter i to besatninger testet
for tilstedeverelse af SA for og efter manuel og automatisk vask. Manuel vask med skum
fremstod mere effektiv end manuel vask med vand iblandet klorin. Den automatiske vask
mellem malkninger var tilsyneladende ikke sarlig effektiv, siden SA hyppigt kunne genfindes
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imellem malkninger af ikke-inficerede dyr. Dog syntes rengering med damp mere effektivt end
rengering med vand.!”

Pé landbrugsinfo.dk kan man finde en raekke videoer med rad til at forbedre mealkekvalitet. bl.a.,
hvordan man holder et lav celletallet. Her anbefales, det at vaske felgende dele af Lely robotten
morgen og aften: arm, daekplade (over og underside), berstearm og pattekopper. Det anbefales at
bruge skum og berste.

Malkerobottens berster ber skiftes jeevnligt, og ved hejt celletal dagligt. Efter afmontering vaskes,
desinficeres og terres barsterne. Laserskaermen ber morgen og aften afterres med en klud pafort
Lely ASTRI-TDS.

Indstillingen af pattespray athanger af det anvendte middel, og ber tilpasses sa der haenger en drébe
fra alle patter.

Hvis man ogsé vil have fokus pé at holde kimtal lavt, anbefales det ogsa at have fokus pé
nedenstdende. Systemvask af robotten tre gange dagligt. Inden denne vask skal maelkefilter skiftes,
hvor filterfjeder og filterhus vaskes med berste og vand Man ber dagligt kontrollere vaskevandets
start- og sluttemperatur, hvor slut temperatur skal vare over 73 grader C i min. 2 minutter. Inspicér
glasudskiller for beleegninger under og efter vask, ved brug af en kraftig lygte.

Efter vask af maelkekoletank ber denne inspiceres for renlighed og belaegninger. Tankens studs ber
ogsa inspiceres, anvend en kraftig lygte.

SEGES foreslar at til procedurerne formuleres som en raekke Standard Operating Procedures (SOP),
s& man oger sandsynligheden for en konsekvent udferelse.*8

Lely har udgivet en liste med en reekke kontrolpunkter kontrolpunkter for vedligeholdelse.*

Som et tilleeg til SOP foreslér vi, at man holder en logbog, hvor udferelse af SOP'er registreres.
Pé den made kan man ga tilbage og se, om der har varet brist i hygiejnerutinerne, fx hvis der

forekommer perioder med @ndringer i celletal eller kimtal i tankmeelk.

Opdeling:

I B-streptokok positive besetninger, udger inficerede dyr et reservoir for smittespredning. Derfor er
en ofte anvendt teknik, til at minimere risikoen for smitte mellem dyr, at malke keer uden tegn pa
infektion forst, derefter keer med ukendt sygdom historie, en gruppe med forhgjet celletal, og til
26,44,36

sidst kronisk inficerede dyr, Derved minimeres risikoen for transmission af SA mellem koer.

Den teknik er i midlertidig vanskelig at anvende i besatninger med AMS, hvor keer selv valger,
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hvornar de vil malkes og dermed malkerakkefolgen. Det kraever derfor at smittede og usmittede dyr
benytter forskellige maskiner.

I casebesatningen er malkestalden delt op i to afsnit: forste-laktationskeerne er i et afsnit med
adgang til én malkerobot. ZAldre pariteter er blandet 1 det andet afsnit med adgang til to robotter. En
opdeling af de @ldre pariteters afsnit foreckommer omstandig. Det vil betyde et mindsket foderbord
og en ringere udnyttelse af den ene robots malkekapacitet.

Man kan opna opdeling af de lakterende keer, hvis man indsatter de smittede keer 1 afsnittet med
en malkerobot, og resten af keerne i afsnittet med to malkerobotter. Ved denne opdeling vil man
ikke kunne tage hensyn til pariteter og forsteparitetskoer vil gd sammen med keer af @ldre paritet.
Et studie undersogte effekten af at lade forste paritetskeer ga i samme afsnit som anden og senere
paritetskeer. Her sammenlignede man to identiske afsnit med DeLaval-robotmalkesystem, to
vandtrug og 28 foderpladser som hver husede 50 keer. I det ene afsnit (afsnit PP) gik kun forste
paritetskoer, mens sammensatningen af andet afsnit (afsnit PM) var 30% forste paritet og 70%
multiparitetskoer. Begge afsnit var delt i et omrdde med dybstreelse og et med betonbund.

Forsgget blev startet én méned efter at keerne blev sat sammen og forleb over 10 mdr.
Foderindtag mélt i total dry matter intake var PM=18,7 kg/d og PP=18,1kg/d (SE+- 0,9 kg/d) og
ydelsen PM=25,9 kg/d og PP=25,6 kg/d (SE+- 0,8kg/d).>

Phillips et al (2001) undersogte effekten af at blande forste paritetskeer med multipare keer. De
opstillede tre grupper 4 16 dyr: én (MU) med 50% af hver forste paritetskeer og multipare kaer,
én(U) kun med forste paritetskeer og én(M) kun med @ldre keer. Keerne blev holdt pa mark, roteret
mellem marker dagligt og malket to gange dagligt. Den forste uge efter dannelsen af grupperne
havde MU-gruppe 3% lavere ydelse end M- og U-gruppen, og seks uger efter 1% mindre ydelse. |
lobet af forseget steg U-gruppen let i ydelse, mens M- og MU-gruppen faldt i ydelse med samme
hastighed. I MU-gruppen faldt forsteparitets- og &ldre keer i ydelse med samme hastighed.!

Behandling:

Der observeres forsat god effekt af behandling med antibiotika ved behandling af infektioner
forarsaget er SA og antibiotikafelsomheden er forsat relativt hgj. Det anbefales af Keefe, at der
udferes rutinemeessig goldkobehandling af besatninger, der er smittet med b-streptokokker.
Behandling 1 laktationen kan overvejes, og behandlingen ber foretages pd baggrund af
bakteriologisk undersggelse, PCR-test eller dyrkning, af en maelkeprove fra den pagaldende
k0.26,52
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Bennedsgard (2012) anbefaler ikke at anvende prover fra ydelseskontrollen, hvis man mistenker
at mere end 5% af keerne i bes@tningener inficerede med SA. Da der ved YKTR er reelt
overslab, typisk sterst i AMS besatninger. Et eventuelt overslab kan derfor medfore, at
positive keer skal teses om efterfolgende. Fremfor anvendelse af YKTR prover anbafaler
Bennedsgard (2012), som et relativt billigt alternativ at indsende enkelt ko prever til Eurofins
Steins laboratorium hvor de forst vil kunne testes i poolede prover, og hvis der efterfelgende

observeres en reaktion, testes pa ko niveau for at identificere eventuelle positive koer.*

Udsatning

Edmondson beskriver at udsatning af keer med forhgjet celletal, uden at forsege at behandle
dem, blot fjerner symptomet pé infektionen i besatningen, og dermed ikke udger et reelt verktoj
héndterer en eventuel etablering af infektion i besatning. Dog foreslar han, at udsetning i robot
besatninger ber forega tidligere end i malkebesatninger med konventionelt malkesystem, da det

i AMS systemer er vanskeligere at minimere smitten mellem inficerede dyr3®.

Vearktejer til beslutningsstette

Det er vigtigt at tage hensyn til besatningens gkonomi, nr der skal formuleres anbefalinger og
losningsforslag. Der findes verktejer, som den praktiserende kvaegdyrlege kan anvende for at
konkretisere de skonomiske konsekvenser af de lesningsforslag, som dyrlegen patenker, fx
beslutningstraer og SIMherd (SIMherd A/S). Vi har ikke prioriteret analyse af disse verktojer i
vores opgave. Vi foreslar, at man som besatningsdyrlege overvejer at inddrage dem vurderingen

af lesningsforslag og anbefalinger.

Opsummering

Baseret pa ovenstaende gennemgang af videnskabelig litteratur, traditioner og udsagn fra eksperter i
mastitisbekempelse, giver vi i det folgende afsnit, en helhedsorienteret sammenfatning af disse
informationer til at vurdere anvendeligheden, af besetningsdyrlagens potentielle redskaber til
héndtering af status "B-streptokok: smittet". Gennemgangen er prioriteret efter et lost sken over

indsatsens omkostninger.
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Gor ingenting:

Fordi den eneste lovmassige begransninger er udelukkelse fra dyrskuer, og ikke som tidligere
forbud mod salg til levebrug er incitamentet til at udrydde bakterien fra besetningen mindsket.
Status som smittet er offentliggjort i CHR-registret og vil fremga af sundhedsdokumenter ved salg
af levende dyr. Vi har ikke set opgerelser over, hvorvidt dette er en hindring for salg.

Bakterien er beskrevet som potentielt zoonotisk, og selvom den kan give ophav til alvorlig
sygdom, er den ogsa beskrevet som kommensal-flora hos omkring 30% af den voksne
befolkning. Vi anbefaler at man i forbindelse med doplysningspligten, nevner at B-
streptokokker kan udgere en risiko for nyfedte bern. Kvinder som er eller pataenker at blive
gravide, og som opholder sig i B-streptokok smittede besatninger, ber informere egen leege om
dette. Vores kilder pa dette omréde er review-studier, sa vi har ikke mulighed for at vurdere
styrken af den oprindelige evidens. De oplysninger vi praesenterer, giver os ikke anledning til at

mene at B-streptokok er af betydelig human sundhedsfare.

Inden beslutningen treffes ber man have fremskaffet besaetningsspecifikke estimater om,
hvorvidt B-streptokok-smittet status har skonomisk betydning for den pageldende besatning. Et

redskab til dette preesenteres i senere afsnit.

Skarpet opmazerksomhed omkring minimering af overfersel af B-streptokokker til

personale, familie og gzester pa giarden

Litteraturgennemgangen viser at der er indikation for at bovine SA kan overferes til mennesker, om
end ikke sterk videnskabelig evidens, hverken lokal eller generel. Vi vurderer at indsatsen
forbundet med at minimere risikoen for overfersel er i trdd med almindelig god hygiejne og derfor
af minimal omkostning. Vi anbefaler handvask fer og efter toiletbesag under ophold i staldene, og
inden stalden forlades. Undga at drikke ré tankmaelk for at minimere risiko for spredning til GI-
kanalen.

Gaester anbefales at ifore sig skiftetej og afvaskeligt fodtej. Gaster ber skifte tgj og vaske hender

inden de forlader besatningen. Vi anbefaler hdndvask efter senere handtering af beskidt tgj.

Opstramning pa alle geengse alment accepterede rutiner omkring malkning, malkeanlaeg,
staldhygiejne.
Vores kilder er review og ekspertudtalelser, og derfor ikke steerk videnskabelig evidens. I
robotbes@tninger anbefaler vi, at man som minimum lever op til producentens anbefalinger, og
gerne SEGES anbefalinger for god robothygiejne som beskrevet ovenfor
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Vi vurder, at det er en god ide, at man laver en Standard Operating Procedure (SOP), s& man kan
oge sandsynligheden for at veere konsekvent med rengeringsprocedurerne. Som tillaeg kan man fore
logbog, sa man kan spore brister i procedurer senere. Lely har opstillet en SOP i deres
brugsvejledning. 37 Det er muligt at konsultere uvildige malkekvalitetsradgivere fra SEGES, som
kan inspicere bes@tningens malkeudstyr og give forslag til forbedring til malkehygiejnen og

rengeringsrutinen.

Organiser hyppigere tankmalksundersogelser for SA for at verificere udpegningen eller
felge udviklingen af infektion pa besztningsniveau.

Rent lovgivningsmessigt skal fire tankmalksprover taget med 30 dages mellemrum testes negativ,
for negativ status kan genvindes. Mastit4A-PCR testen udfert pa tankmelkspraver udpeger de
samme positive og negative SA-besatninger som dyrknings pa enkeltko niveau dog kun én positive
besatning. Mastit4A-PCR test har, vurderet pa baggrund af andre yverpatogener, en hgjere
sensitivitet end dyrkning pa tankmaelk, men en lavere specificitet.

Ved at tage hyppigere prover kan man skabe sig et overblik over variation i mangden af SA i
tankmeelk, hvilket fx kan estimeres vha. PCR. Ved at etablere en baseline af Ct-vardier, kan man
estimere et gennemsnitsniveau med tilherende usikkerhed. Krogh?

Ved hjelp af gennemsnitskurven kan man lettere og hurtigere identificere en reel @ndring i
mangden af bakterier i tanken. Her er det vigtigt, at notere sig at det kun er keer, som malkes med,
der bidrager til Ct-vaerdien i tankmeelk.

En @ndring vil vere anledning til at kontrollere evt. SOPs, tilkalde kvalitetsradgivere, eller

forsege at identificere udskillende koer.

Risikobaseret udpegning af enkeltkeoer til enkeltko-diagnostik af SA -infektion mhp.
antibiotikabehandling eller udsatning

Edmondson*® anbefaler udvalgelse kaer med hejt celletal over gentagne mélinger til at veere
testkandidater. Nar en ko er udvalgt kan man med California Mastitis Test (CMT) udvelge en
enkelt kirtel, som der tages prove fra. Nar celletal tolkes, skal man indregne en variation i celletallet
pa omkring 10%.

Har man begrensede midler kan man hos Eurofins Steins bede om at fa analyseret flere enkeltko-
prever som en samlepreve. Hvis samlepraven er positiv, testes alle enkeltkeer der har bidraget til

samleproven.**

30



Vi anbefaler, at man udtager prover manuelt efter praksis for udtagelse af sterile malkeprover og
undgér brug ydelseskontrol, da der findes tegn pa at overslaeb forekommer, bide i1 besetning med

AMS og konventionelt malkesystem.!%-!!

Antibiotikabehandling af alle koer ved goldning

Der rapporteres om gode erfaringer af rutinemaessig goldbehandling 2

I Danmark er det kun tilladt at antibiotikabehandle keer inden goldning, hvis der forleegger positivt
provesvar om tilstedeveerelse af mastitispatogen indenfor 42 dage inden goldning.>* Dette redskab

anbefales derfor ikke.

Selektiv goldbehandling baseret pa dyrkning eller PCR for goldning

Hvis man ensker at goldbehandle indenfor ovenstdende rammer, anbefaler vi at praver udtages
manuelt efter aseptisk, for at mindske risiko for forurening og oversleb. Vi har ikke i dette
speciale, vurderet litteratur der omhandler identifikation keer til testning inden
Enkeltko-diagnostik af alle keer i besatningen med henblik pé at isolere B-streptokok-keer
og behandle disse med antibiotika

Behandling af goldkeer er mest effektiv, hvis de efter kelvning holdes adskilt fra potentielt
smittede koer. Der rapporteres om god felsomhed overfor simple penicilliner og effekt af
antibiotikabehandling mod SA.?%3. Ved diagnostik pa enkeltko-niveau ber man sa snart
testresultatet foreligger, adskille positive og negative kaer for at begraense spredning af bakterien
mellem besatningens dyr.

Gennemgribende mikrobiologiske analyser af keer, miljeprover samt potentielle humane
smittekilder mhp. smittebeskyttelse og selektiv behandling/udsatning.

Antagelsen om, at opdeling mellem inficerede og ikke inficerede dyr er tilstraekkeligt for at stoppe
spredning af infektion, bygger pa formodningen om, at hverken miljo eller medarbejdere udger
relevante smittekilder. Denne meget omfattende made at handtere status som smittet, er efter vores
bedste overbevisningen kun relevant, hvis der gentagne gange ikke ses effekt af de tidligere omtalte
redskaber til at eliminere infektion fra besatning.

Vores information om SAs tilstedevarelse 1 miljoet stammer fra én videnskabelig artikel. Studiet
var designet som observationsstudie. Studiet beskriver SA i miljoet, men undersoger ikke
oprindelsen af disse bakterier. Da samme studie finder SA rekalt og i mealk hos keer, kan der stille
speorgsmaélstegn ved, om fund af SA i miljeet blot er et udtryk for kontinuerlig udskillelse fra keer

til miljoet. Yderligere studier er nedvendig for at belyse hvorvidt SA kan overleve i miljoet. Vi
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giver i et afsnit nedenfor, et eksempelt pa en eksperimentiel opsetning til at belyse denne

problemstilling.

Anbefaling til ejer af casebesatningen

Vi blev tilkoblet case-bes@tningen, fordi den leenge har staet opfert i B-streptokok-registret, og
fordi ejeren over sommeren 2017 havde oplevet en stigning tankmalkskimtal forbundet med et stort
okonomisk tab. Se figur 1

Pé baggrund af et kimtalsbesgg forbedrede man robottens vaskeprocedure og udskiftede for
gammelt vaskemiddel, hvilket drastisk senkede tankkimtallet.

Ved vores besgg 1 besatningen fik vi indtryk af, at ejeren mest opfattede B-streptokokker som et
problem, hvis det gik ud over melkeprisen sfa. for hejt kim- og eller celletal.

Ud fra en statistisk analyse af SA effekt pa melkeydelsen, der gennemgaes i et sarskilt afsnit
herunder, kunne vi ikke sandsynliggere, at SA havde en substantiel indflydelse, som er
handlingskravende. Vi argumenterer for, at monitorering af ledningsevne og PCR-teste keer som
viser reelle udsving, kan foretage analysen pa et mere korrekt grundlag.

Vores anbefaling til besetningsejeren er, at folge maelkekvalitetsradgiverens rad (bilag 2), og
oprette SOP'er som kan bidrage til at disse rad efterleves konsekvent. Hvis besatningsejeren er
interesseret i at fa et storre indblik i niveauet af SA i tankmaelk, foreslar vi, at han udtager
tankmelksprover, med en uges interval, til PCR-testning for SA. Med dette indblik kan han vurdere
om et fald i Ct-veerdi for SA er reelt, eller et udtryk for naturlig variation. Hvis han vurderer at
faldet er reelt, kan han sammenligne det med udsving i celletal eller kimtal for at fa en indikation pa
om arsagen er gget infektion blandt keer eller et problem med hygiejnen i malkesystemet.

Med udgangspunkt i litteraturen omhandlende human sundhed, anbefaler vi besetningsejeren, at
der udvises god handhygiejne, nar stalden forlades. Hvis der feerdes kvinder i besaetningen, som er
gravide, eller patenker at blive det, ber de oplyse egen leege om besag 1 B-streptokok smittet

besaetning.
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En generel statistisk model til besaetningsspecifik estimering af statistiske
sammenhange mellem typiske forlebsdata i en malkekobesatning

Dyrlegen vil ofte std med den udfordring, at der ikke findes praktisk anvendelig generel viden om
betydningen af en given faktor (fx yverinfektion med S4) for fx ydelse og celletal. Da der manuelt
og automatisk kan opsamles store datamangder i malkekobesatninger, er det muligt at gennemfore
multivariable statistiske analyser af besaetningens egne data. Pa baggrund af data fra
Kvagdatabasen giver vi et eksempel pd en sddan besatningsspecifik analyse, der kan tilpasses til
flere problemstillinger (fx forhgjet celletal eller ledningsevne). Modeleksemplet er en random-
coefficient normalfordelings-regressionsmodel, der har til formal at estimere statistiske
sammenhange mellem SA og malkeydelse (malt i Energi-Korrigeret Maelk, EKM) i case-
besatningen. Med udgangspunkt i modeleksemplet argumenterer vi for, at prevetagning til PCR-
testning af SA kan ske pd et mere hensigtsmassigt tidspunkt vha. monitoreringsmetoder allerede

brugt pa garden.

Datagrundlaget for vores modeleksempel

For at beskrive de data, vi anvender, tager vi udgangspunkt i figur 2, der er et veesentligt output
fra vores statistiske analyse. Pa diagrammets Y-akse er maelkeydelse defineret som
energikorrigeret maelk (EKM) mélt ved en given ydelseskontrol (YKTR), hvor der typisk
foreligger 11 malinger per ko per ar. EKM er defineret ved folgende formel:

kg EKM = (kg meelk x (383 x fedt% + 242 x protein% + 780,8))/3140
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Ydelsestal og forskellige laktationskurver for gruppe og enkeltkser

60
40
B
4
=
e
=
unktgns. 3. kalvs
20
00 o g Kurvegns. 3. kalvs
o (&) (&)
o
o
I | I 1 I
0 100 200 300 400

Dage efter kzlvning

Figur 2: pa x-aksen ses dek efter keelvning. y-aksen ydelse i EKM. De enkelte punkter er enkelte malinger fra
ydelseskontrollen og de tynde gra linjer udger ydelsesforleb og hver en enkelt ko. Den fede linje viser forlebet for

gennemsnitslaktation for gruppen.

Pé Figur 2, X-aksen viser vi antal dage efter keelvning ved de enkelte kaers YKTR. Diagrammet
indeholder kun data fra tredjekalvs, eller hgjere, keoer i case-besatningen. Data er afgranset til en periode,
hvor vi havde PCR-test ved naesten alle goldninger. Datapunkterne i diagrammet kommer altsa alle fra
keer, der har gennemfort laktation indtil goldningen med tilherende PCR-test, som kan tilvaelges via
YKTR. Da der er flere malinger af EKM per ko, er vores data sékaldte forlebsdata (’longitudinelle’). Vi
kunne have dannet et tilsvarende diagram med log(celletal), ledningsevnemalinger, aktivitetsmalinger
m.fl. pd Y-aksen. Diagrammet eksemplificerer derfor en generel problemstilling for kodata fra en
besatning.

I diagrammet har vi indlagt en fed red kurve, der pé ethvert tidspunkt efter keelvning repraesenterer
gennemsnittet af Y-vardier. [ mange standardopgerelser anvendes en kurve som den rede linje til at
beskrive laktationskurvens form (acceleration, toppunkt og persistens). Dette kan vere steerkt misvisende,
hvilket er eksemplificeret ved det sidste datapunkt fra en enkelt ko yderst til hgjre. En mere korrekt
beskrivelse af vore data er de gra tynde linjer, der repraesenterer kurveforlgb for de enkelte kaer. Den fede

tykke linje er det endelige gennemsnit af kurveforlgbet for enkeltkaer.
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De enkelte datapunkter, de tynde linjer for enkeltkger og den fede sorte gennemsnitskurve kan formuleres
matematisk med folgende modelfunktion:

EKM;= BoiDEKun60;; + B1j + P2 DEK60;; + & (model 1)

Hvor:

Boj~ Po + Hoj
Pij ~ Pr +
Paj ~ P2+ paj

Covarians matrix (model 1)

Hoj o%uo

Hyj| ~N (0, Qu): Qu | 0240102

—

H2j 0202 0212 022

gij | N (0, Qgj): Qsj; oZE]

Tolkningen af denne matematiske model er som felger:

DEKun60 har verdier for dage efter keelvning (DEK), nér de er under 60 (se bilag 3). DEK60 har
vaerdierne for DEK nér de er 60 og derover (se bilag 4). Bi er vaerdien for EKM, hvor den fede sorte kurve
’knaekker’. Po, er haeldningen pa den sorte kurve for knakket, og 2 er haeldningen efter knaekket. poj, pij
0g o er udtryk for afvigelsen fra den fede sorte linje i de gra tynde linjer for enkeltkeerne. Subscriptet j
udtrykker en tilfeeldig ko, mens subscriptet i udtrykker en maling pé en tilfeeldig YKTR-dag. Helt precist
er p udtryk for varians. Da standardafvigelsen er lig kvadratroden af varians, s vil V. vaere
standardafvigelsen pa de gréa kurvers afvigelse fra den fede kurve pa knakpunktet. Dermed vil ca. 95% af
de gré linjers knaek ligge i intervallet sort knaekpunkt + 2x V,.i; Tilsvarende er Vpo; standardafvigelsen for
de gré linjers haeldninger Po, pa den sorte kurve for knaekket. Ca. 95% af de gra linjer vil have en
hzldning for knaekket, som ligger i intervallet sort linje + 2xVjio;. B> er haeldningen for den sorte kurve
efter knaekket og med standardafvigelsen Vo, vil 95% af de gra kurver have en haeldning som ligger i
intervallet sort linje + 2xVpu;. &; angiver forskellen mellem den estimerede vzrdi pa den enkelte kos gré

linje og veerdien af den faktiske méling, til samme tidspunkt malt i dage efter keelvning

Antagelserne for denne model er at residualerne, € er normaltfordelte omkring 0 med en varians (som
angivet under model 1). Desuden antager vi varianshomogenitet. Vi kan ikke umiddelbart antage at
residualerne er uafhengige. Malinger som stammer fra samme ko vil have mere tilfelles med hinanden
end med malinger fra andre keer. Desuden vil malinger fra samme ko, som er taget tidsmassigt taet pa

hinanden have mere tilfelles end med malinger fra samme ko, som er taget tidsmassigt laengere fra
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hinanden. Malinger fra YKTR nr. 7 og 8 vil have mere tilfzlles end malinger fra YKTR nr. 1 og 8,
selvom de alle stammer fra samme ko. Denne athaengighed mellem malinger handteres ved at tillade

random intercepts og coefficients, samt at undersgge kovariansen mellem disse.

Modellen analyseres med PROC MIXED fra SAS University Edition Version 9.4 (SAS Institute Inc.,
Cary, NC, USA) ved brug af felgende programkode:

Proc mixed data=ekm method=reml plots=all;

Model EKM = DEKun60 DEK60 / solution type3 influence;

Random int DEKun60 DEKG60 / subject=ko type=un; gcorr

Run;

Modelkontrol

Vi har foretaget modelkontrol pa ovenstaende ved hjelp af option statements i PROC MIXED:
"plots=all" som option til PROC MIXED-statement og "influence" som option til model-statement.

"Plots=all"-statementet giver tre grafiske fremstilling af residualer:

overfor predikterede gennemsnitsveerdier
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Figur 3: fordeling af residualerne omkring nul. Vi forventer at set et forleb som et bind omkring nul Der ses tendens til

timeglas facon

I dette plot forventer vi at se et "bénd" af cirkler fordelt omkring 0. Der ses let timeglasform, at

residualerne ligger teettere pa 0 omkring preedikterede vaerdier pa mellem 35 og 40.
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som histogram med tilherende normalfordelingskurve
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Figur 4 Histogram over fordeling af residualer og samt deres tilnzermelse til normalfordeling.

Histogram af residualer for modellen

Her ser man, at fordelingen af residualerne ikke helt folger normalfordelingskurven.

overfor de teoretiske kvantiler i en normalfordeling. (Q-Q plot)
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Figur 5 Q-Q plot af residualerne illustrer tilnzermelse til normalfordeling (illustreret ved linjen)
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Vurderingen af figur 5 skal holdes op imod perfekt normalfordelte data ville ligge precis oven i linjen,
men man ser at i yderpunkterne afviger residualerne fra linjen.

Vi vurderer, at der ikke er markante afvigelser i residualernes fordeling fra normalfordeling, men i
predicted means- og Q-Q plottet er der indikation pé at der er nogle fa punkter afviger fra
modelantagelsen.

Naér "influence"-statementet tilfgjes som option til model-statementet, analyserer SAS modellen gentagne
gange, og hver gang udlades en observation. Ud fra disse test beregnes forskellige "influence
diagnostics", sa man kan vurdere hver observations indflydelse pa regresionsanalysen.
En af disse "influence diagnostics", som bade tager hgjde for leverage(et ekstraordinaert "treek" i
estimater) og outliers(om en observation befinder sig langt fra en normalfordeling p& Y-aksen).
I bilag 5 ses en fordeling af DFFIT, hvor man se at der er meget fa observationer, som har en DFFITS-
veerdi over 0,2 eller under -0,2.
Disse observationer har vi identificeret og undersegt yderligere i DMS dyreregistrering for eventuel
sygdomshistorie, der kan sandsyniggere, at den har en ekstrem veardi. Desuden har vi vurderet, om der er
tegn pa, at det er en fejlregistrering.
Det har ikke vist sig at veere tilfeeldet, og derfor medtages observationerne i analysen. Havde
observationerne kunne udelades havde data passet bedre pé antagelsen om normalfordelte residualer.
Ved denne gennemgang af potentielt suspekte residualer lagde vi meerke til at ko nr. 2782, 2925,
2938,2949, 2972 figurerer i datasattet i to forskellige pariteter. I det analysen forst foretages pé ko-
niveau, vil tilstedevarelsen af 2 laktationer for samme ko i datasattet medfere, at de pradikterede
laktationskurver for ovenstidende keer vil veere baseret pa en anden forudsaetning end laktationskurver fra
de resterende koer. For at sikre uathengighed mellem residualerne elimineres disse keer fra analysen, og
dermed data for begge laktationer. Alternativt kunne problemet vere lost ved at omskrive SAS koden til

at analysere de to laktationer for den samme ko separat.

Modelopbygning og modeloptimering
Ct-vaerdien fra PCR-testen ved goldning i modellen som variablen "aga ct". Da der kun foreligger en test

per ko har variablen subscriptet j. For at gere tolkning mere intuitivt defineres aga ct=40 — (Ct-veerdi).

Herved vil sterre veerdier korrespondere til et mere positivt testresultat.

Der er under dataopsamlingsperioden ved YKTR anvendt to forskellige PCR-tests. Henholdsvis
Pathoproof og Mastit4 til testning af keer inden afgoldning. Dette skift i testtype héndteres ved hjeelp af
variablen "Testtype". Ved PCR analyse af malkeproverne fra YKTR er Mastit4 PCR-testkit anvendt pa
prover analyseret for 11. juli 2017, og Pathoproof PCR Assay er anvendt efter denne dato.
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Vi kontrollerer ogsé for somatisk celletal, hvor de enkelte celletal méles i celler/ml. Hver maling
divideres med 1000 og transformeres ved brug af log10, hvorved fér vi variablen log10SCC.
Celletalsmalingerne er fortaget for hver enkelt ko, ved hver enkelt YKTR og har derfor subscriptet ij.

Vi foretager modeloptimeringen som en stepwise selection®® ud fra model 1 som tilfojes testtype, aga ct
og logl0SCC. Variablenes indflydelse pa modellen vurderes ud fra p-vaerdien i SAS outputtet "Type 11
tests of fixed effects" i SAS-outputtet (ikke medtaget). Variablen X med den hgjeste p-vaerdi vurderes for
effekt pa EKM. Hvis vi vurder, at variabel X har ringe indflydelse pd EKM, testes den for interaktion med
andre variable. Disse interaktioner vurderes pa baggrund af p-verdi og indflydelse pA EKM. Desuden
vurderer vi om modellen med interaktionsleddet har en markant endret AIC ift. modellen uden
interaktionsleddet®® Hvis der ikke er argumenter for at beholde interaktioner mellem variabel X og andre
variable 1 modellen, kan variabel X nu ekskluderes fra modellen.

Nér modellen beregnes fremkommer en AIC vaerdi. Denne verdi kan hjelpe til at vurdere hvilken af to
modeller beskriver data bedst. Modellen med den laveste veardi har det bedste fit** Derefter soges det
bedst mulige fit for modellen ved at fjerne enkelte led, og derefter at preve modellen igen.

Pé baggrund af indledende analyser af modellen er vi kommet frem til nedenstaende model med det bedst
AIC-fit. Aga_ct udgik fra modellen under den oprindelige modeloptimering, men er medtaget for at vise
effekten af SA, hvilket er vores primere interesse i denne analyse.

Modellen analyseres med PROC MIXED med felgende programkode:

Proc mixed data=ekm method=reml plots=all;

Model EKM = DEKun60 DEK60 log1 0SCC logl 0SCC*DEKun60 aga ct / solution type3 influence;
Random int DEKun60 DEK60 / subject=ko type=un gcorr;

Run;

Resultater
Nedenstaende tabel 1 er en del af SAS-outputtet fra ovenstdende PROC MIXED.

Solution for Fixed Effects

Standard
Effect Estimate Error | DF | t Value | Pr > |t]
Intercept 52.0109 1.4935 | 24| 34.83 | <.0001
dekun60 -10.4002 7.9989 | 25 -1.30 | 0.2054
dek60 -19.0902 1.8250 | 25| -10.46 | <.0001
log10SCC -1.7138 0.6598 ‘ 151 -2.60 | 0.0103
dekun60*log10SCC 9.9033 5.0342 ‘ 151 1.97 | 0.0510

aga_ct -0.1641 0.1096 ‘ 151 -1.50 | 0.1366

Tabel 1: Her fremkommer estimatet for de enkelte variable i sgjlen "estimate". I sgjlen "Pr>|t|" fremgar p-vaerdien for

en t-test pa at fa det givne estimat, under nulhypotesen af at estimatet er 0.

39



Data fra 26 keer indgar i analysen, i alt 231 observationer, hvor hgjst 11 observationer tilhgrer en enkelt
ko. Ydelseskontrollen maler i gennemsnit en ydelse pd 39 kg EKM (SD 9 kg EKM), og log10SCC er i
gennemsnit 2 (SD 1).

I Null model likelihood ratio testet, opstilles vores model inkl. tilfeldige effekter af acceleration,

topydelse og persistens overfor en null model hvor tilfzldige effekter ikke indgar.*' ¥2=42 og p<0,0001.

Kovariansparameter Varians Standard
estimater afvigelse (o)
Acceleration(acc) 6%y 74 9
Topydelse (top) 6°u1 11 3
Persistens (per) 6%, 52 7
Residual o% 18 4
covarianser
acc-top 6201 12
Top-per 6212 -16
Acc-per 6% -45

Tabel 2: fremgar estimaterne for variansen og standardafvigelsen af den enkelte kos. Nederste del af af tabellen viser

kovariansen

I tabel 2 ses estimaterne for variansen og standardafvigelsen af den enkelte kos, altsa estimaterne

tilherende ovenstaende kovariansmatrix for model 4.
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Med disse estimater kan man udregne korrelationen mellem parametre vha. Falgende formel

— cov(x,y)
,0 v oSS,
Hvor cov(x,y) er covarians estimatet for to variable og og Sxog Sy angiver standardafvigelsen for den

enkelte variabel. Disse udregnes vha. SAS PROC MIXED med option "gcorr" og fremgar af tabellen

nedenfor.

Korrelation imellem "random effects"

acceleration topydelse persistens
acceleration 1,0
topydelse 0,42 1,0
persistens -0,70 -0,69 1,0

Tabel 3 Korrelationsmatricen som viser, at der med stigende acceleration stiger topydelsen og med stigende topydelse ses

ringere persistens.

Diskussion

Aftabel 1 Solutions for fixed effect ser man at keer i tredje+ paritet i gennemsnit yder omkring 52 kg
EKM ved 60 dage efter keelvning. Over perioden 8-60 DEK er @&ndringen i EKM i samspil med
Logl10SCC, hvilket komplicerer tolkning Illustreres grafisk nedenfor, og efter dag 60 falder de ca. 19 kg
EKM indtil dag 305.
For hver trin aga_ct stiger, falder laktationskurvens niveau med 0,16 kg EKM. Det betyder en
niveauforskel pa lige under 2 kg EKM mellem laktationer for keer med en forskel pa 10 i Ct-veerdi. Af de
26 keer i analysen er det kun 25%, som har aga ct pa over 10 svarende til en Ct-vaerdi pa under 30.
Sammenholder man dette med figuren (praedikterede laktationskurver pa ko-niveau) ser man at der er en
variation i ydelsesniveau pa omkring 10 kg. Sammenholdt med den tilfeeldige restvariation er en effekt pa
under 2 kg ikke betydelig.
Estimatet for aga_ct har en tilhgrende p-veerdi pé 0,14 og under modeloptimeringen blev den elimineret
fra modellen pa baggrund af AIC-optimering.
P& den baggrund konkluderer vi, at aga ct ikke har en substantiel effekt pa ydelsen i EKM.

Effekten af testtype vurderes under modeloptimeringen, som ikke betydende for effekten af aga ct og
den er derfor ikke med i den endelige model. Rattenborg et al. sagte i 2015 at belyse eventuelle forskelle
mellem de to forskellige PCR-kits og fandt, at der til detektion af SA i tankmaelksprever, er moderat til

hej overensstemmelse mellem de to testtyper*? Dette stemmer overens med vores resultater.

41



Estimatet for log10SCC kan ikke tolkes direkte med pga. Vekselvirkning med dekun60, vises grafisk
nedenfor. Estimatet har en tilherende lav p-vardi (0,01) og inklusion af variablen medferte et bedre

model ud fra AIC, hvorfor Log10SCC er bibeholdt i modellen.

Figur 6 viser vekselvirkning mellem dekun60 og logl0SCC, da forholdet mellem niveaulinjerne @&ndrer

sig over perioden DEKun60. Ydelsestabet hver 10-foldsendring i celletal bliver mindre jo taettere pa

topydelsen man estimerer.

Fit for EKM
dekun60=-0.85 dekun60=-0.64 dekun60=-0.43

dekun60=-0.21

log10SCC
Linear Predictor

10 15

aga_ct
Fit computed at dek60=0
Figur 6 ydelse vist i forhold til log10SCC, aga_ct og forskellige tidspunkter fa DEKun60.

Vi fandt ikke vekselvirkning mellem logl0SCC og DEK60 Det illustreres pé figur 7 nedenfor, hvor man

se det samme ydelsestab for hver 10-foldsendring i celletal for forskellige veerdier af dek60, samtidig

med at niveaulinjerne for ydelse ikke @ndre niveau her.
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Fit for EKM
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Figur Figur 7: Plot af ydelse ud fra logl0SCC, aga_ct og DEK60. Der ses samme @ndring i ydelse afhaengig af log10SCC
og aga_ct, for alle tidspunk for DEK60

Da null model likelihood ratio test for inklusion af intercept, dekun60 og dek60 som random effect i
modellen giver en hej y>-veaerdi (42) og tilherende lav p-vaerdi (<0,0001) konkluderer vi at det er rimeligt
at inkludere variablene dekun60, intercept og dek60 (acceleration, topydelse og persistens) som random
effects i modellen.*?
I bilag 6 ses residualplots for model 4. Man ser fortsat residualer som afviger fra normalfordelingen.
Dette kan skyldes, at vi ikke har ekskluderet tidligere omtalte observationer med stor numerisk DFFITS
verdi.
PCR-test taget inden goldning var tilgeengelige i bestningen, men tidspunktet for PCR-test er ikke det
mest optimale. Vi kender ikke infektionstidspunktet, og derfor kan hver test-resultat teoretisk
repraesentere en infektion som har stéet pa i hele laktationen eller som er opstaet dagen for udtagning af
prove. Derfor vil det veere mere hensigtsmeaessigt, hvis man identificere infektionstidspunktet.
Besatningens malkerobotter kan male ledningsevne ved malkning pé kirtelniveau. Vi foreslar at disse
data anvendes til at etablere et normalniveau og -variation for den enkelte kos ledningsevne. Dette vil
tilsvare et procesforlebplot som Krogh beskriver® Ved hjzlp af sadan et plot kan man nu identificere
reelle endringer i ledningsevne, eller tegn pa skift i niveau for ledningsevnen. Sddanne koer vil vaere
kandidater til at teste for SA med PCR. Herved kan infektionstidspunktet maske identificeres mere
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ngjagtigt. Disse informationer kan inkluderes i modellen. Ledningsevne er ikke en ideel metode, da den
har darlig korrelation med somatisk celletal**Men den er let tilgeengelige og kraver ikke yderligere
omfattende investeringer.

Vi anbefaler at melkeproverne til PCR-test udtages manuelt efter principper for aseptisk
proveudtagning.®’ Henriksen et al. fandt SA i robottens glasudskiller imellem malkninger af op til tre
ikke-SA-inficerede keer, efter at en SA-inficeret ko var malket. Det kan indikere, at prever udtaget til

PCR ved ydelseskontrol kan fore til falsk positive resultater.'’

Analysen foretages ikke pa efterfolgende laktation, da der forventes effekt af goldbehandling, som
foretages pa baggrund af de PCR-testresultaterne pa garden. Der rapporteres forsat om hgj felsomhed for
penicillin behandling pa SA infektion*® Havde udregningen vzret foretaget pa den efterfolgende
laktation, kunne det have bidraget til en anden effekt af et positivt testresultat, athaengig af hvor stor en
andel af dyr som havde kroniske forandringer i yveret. Det er beskrevet, at SA kan forarsage fibrosering
af yvervaev og derved permanent nedsat ydelse ved kroniske infektioner ’ @stergaard et al. fastsatte
andelen af SA sygdomstilfaelde med permanente forandringer til 10% (Stochastic model of mastitis
control).

Ct-vaerdien anvendes derfor til at vurdere effekten i indevarende laktation. Dette bygger pa antagelse
om at SA er en lavgradig, kronisk infektion, med lav selvhelbredelsesrate. Ustergaard et al. (2005)
fastsatte andelen af milde og moderate tilflde til hhv. 40 og 50% af kliniske SA tilfzlde.>*
Besatningsejeren udtaler selv at han behandler kaer, der opnér ledningsevne pa over 100 i lgbet af
laktationen. Den fremgangsmade kan gere at inficerede dyr behandles under laktationen og derfor tester
negativt umiddelbart inden afgoldning. Ved sent infektionstidspunkt vil effekten af SA infektionen,
bidrage 1 mindre grad til gennemsnitsydelsen i EKM.

Da analysen kun foretages pé keer der nar frem til goldning er der en mulig selektionsbias i data. Idet
keaer med tilfzelde klinisk SA mastitis kan vere sat ud i labet af laktationen og vil dermed ikke bidrage til
modellen. Havde PCR resultater veeret tilgeengelige fra tidligere i laktationen ville disse kunne tilpasses
modellen.

De PCR-test, der anvendes i forbindelse med afgoldningen, giver ogsa resultater for en raekke af andre

mikroorganismer, som ikke er inddraget i ovenstaende analyse.
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Konklusion:

Vi har demonstreret vurdering af datagrundlag, modelopsetning, modelvalidering med identifikation af
afvigende observationer, tolkning af modeloutput samt vurdering og konklusion pé baggrund af denne
tolkning. Vi konkluderer pé baggrund af modellen for 3+ paritetskeoer og det forhandenvaerende
datagrundlag, at det ikke er sandsynligt, at SA har indflydelse pé ydelsen i gruppen af 3+ paritetskeer.
Havde der veeret Ct-veerdier tilgaengelig fra tidligere i laktationen, kunne disse inddrages i modellen i

stedet.
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Overlevelse af Strep. agalactiae i sengebundsmateriale

Introduktion

Jorgensen et al. (2016) viste at SA kunne dyrkes fra miljoprover taget i flere forskellige
malkekveegbesetninger®!. Der er indikation pa at SA findes i miljoet i kveegbesatninger, men
den tilgengelige viden omkring SA overlevelse i miljoet er begraenset. Det er relevant at vide
hvor lang tid bakterien kan overleve, fordi der sjeldent praktiseres "all-in all-out" ved flytning af
dyr 1 kvaegbesatninger.

Vi forslar en metode til et eksperimentelt setup af laboratorieundersggelse af SA-overlevelse i én
slags imiteret sengebundsmateriale. Denne metode kan danne grundlag for mere omfattende
undersogelser med inklusion af flere forskellige faktorer, som kan pévirke SA-overlevelsestiden.
overlevelse

Formélet med denne undersogelse er, at demonstrere vores oplag til forsegsdesign, og at
undersege udviklingen af antallet af SA-bakterien over fem dage, under et enkelt set af

forudsetninger.

Materialer og Metode

Materialer anvendt til imiteret brugt sengebundsmateriale: Snittet byghalm (af ukendt oprindelse),
kofaces, (opsamlet i en besetning med negativ status for B-streptokker), Milsan UHT sedmaelk(

produceret af DMK GMBH Tyskland) samt to metalspande med tetsluttende 1ag.

Med dette valg af materialer har vi minimeret risikoen for kontamination af forsegsmaterialet med

SA.

Materialer anvendt til dyrkning:
Brain heart infusion (BD 241830): BBL: hjerne, hjerte infusion 8,0 - enzymfordejet dyrevaev 5,0 -
enzymfordgjet casein 16,0 — glucose 2,0 — NaCl 5,0 — dinatrium hydrogen phosphat 2,5 — agar 13,5
gram, 52 gram til 1 Itr.
PBS: kalium dihydrogen fosfat 18,536 gr, natrium hydrogen fosfat dodecahydrat 166,1 gr.
Natriumchlorid 489,0 gr til 60 liter.
Blod agar: C-agar tilsat 5 % kalveblod
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Strep. selektivt medium 1: M1257 (HiMedia Laboratories, by, land): enzymfordejet dyrevav
(Pepton A) 10,0 kedekstrakt 5,0 natrium chlorid 5,0 asculin 1,0 thalliumsulfat 0,333 crystal violet
0,0013 agar 13,0 alle opgivet i gram pr Liter. 34,34 gram pulver opleses 1 940 ml vand og tilsettes
60 defibrineret blod og 25 ml staphylococcus B-toxin.

Strep. selektivt medium 2: CM0027(Oxoid, Thermo Fischer Scientific Inc., Roskilde, Danmark):
Lab-lemco kadekstrakt pulver (Oxoid) 10,0 - pepton 10,0 - @sculin 1,0 - natriumchlorid 5,0 -
krystal violet 0,0013 - thalliumsulfat 0,33 - agar 15,0 gram pr liter, 41 gram pulver opblandes i 930
ml ionbyttet vand og tilsaettes 50 ml kvaegblod og 20 ml B-toxin filtrat.

Terstofindholdet af halm og faces blev bestemt ved terring af 100 grams facesprover (n=3) og 25
grams halmprgver (n=2) i en mini ovn (model TO18DH,WASCO) ved 100 grader. Proverne blev
vejet hver time, og nér proverne ikke viste vegttab ved tre pa hinanden felgende vejninger, blev
vagten noteret. Torstofindholdet i faeces blev bestemt til 14% og terstofindholdet i halm til 80%.
Terstofindholdet for malk blev ikke undersegt. Vi tilstrebte at feeces udgjorde 7 % af
terstofindholdet i spanden inden melk blev tilsat*’. Der anvendtes halv sd meget meelk (i gram) som
feeces (Volker Kreomker ikke udgivet*®). De to spande indeholdt som udgangspunkt hver 500 gram
provemateriale, fordelt pa 304 gram halm, 130,7 gram fzeces og 65,35 gram malk.

Feces, halm og malk blev blandet manuelt. Efter blanding fremstod prevematerialet, visuelt
vurderet, som brugt sengebundsmateriale, der kan findes i en almindelig kveegbesatning med
halmstreelse. Spandene blev herefter autoklaveret og stod efterfelgende uforstyrret under 1ag i tre
dage ved stuetemperatur, for at give mulighed for at vurdere om der forekom bakterieveekst forud

for forsegsstart.

En over-night culture(ON-kultur) blev fremstillet ved podning af 10 ml brain heart infusion
bouillon med en mengde SA renkultur med et volumen, pa sterrelse med et knappenélshoved.
Inden inokulation af prevematerialet blev ON-kulturen fortyndet ad to omgange, bade med en
faktor 10° og faktor 10°. 0,01 ml fra hver fortynding blev udsaet pa bade blodagar og HiMedia
medium for at kontrollere koncentration og evne til at vokse pa streptokok-selektivt medie.

Inden forsegets start udtog vi hver is@r én 10 grams prove fra hver spand, i alt fire prover. Hver af
disse prover blev tilblandet 90 ml Phosphate buffered saline (PBS) og stomached ved 230 rounds
per minute (rpm) i 2 minutter. Et volumen pa 0,01 ml, svarende til en gjepodenal, af vesken fra

hver prove blev derefter udsdet pa blodagar. Dette blev gjort for at teste for bakterievakst.
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Den egnskede bakteriekoncentration i spanden var 10° CFU pr. gram provemateriale. Den forventede
koncentration af en ON-kultur er 5*10% CFU/ml. Efter udtagning af kontrolproverne indeholdt hver
spand 480 gram prevemateriale, hvorfor den tilsatte mangde af ON-kultur 1 hver spand blev fastsat
til 0,96 ml. For at lette fordelingen af ON-kulturen i spanden, blev de 0,96 ml ON-kultur opblandet i
4 ml PBS. Vi forsegte at sprede ON-kulturen i spanden ved at lofte provemateriale for tilseetning af
ON-kultur, samt at blande prevematerialet. Efter fordeling af bakteriekulturen, blev spandene sat i
inkubator og inkuberet ved 15°C; en temperatur valgt for at repraesentere et typisk skennet
degngennemsnit i juli og august.*

P& hver test dag, tog vi hver isar tre prover fra hver spand, med metalpincet, der inden
preveudtagning var rengjort i 70% ethanol. Preverne bestod hver af 10 gram preovemateriale,
udvejet i en stomacher-bag. De 10 gram provemateriale blev efterfolgende tilsat 90 ml PBS. Posen
med indhold stomachede vi i 2 minutter ved 230 rpm, og den henstod derefter for at bundfzlde i
minimum 2 minutter. 10 gram provemateriale med 90ml PBS udgjorde den forste 10-folds (101)
fortynding.

Forseget forleb over fem dage. Testdagene er benavnt 0-4, hvor testdag 0 (bilag 7) ligger 24 timer

efter inokulation af spandene.

Vi fremstillede yderligere tre 10-folds fortyndinger (102, 103 og 10#), og fra hver fortynding
udséaede vi to blodagarplader og to agarplader med streptokok selektivt medium ca. 0,01 ml
fortynding med gjepodendl. Det modificerede streptokok selektive medium kom fra to leveranderer:
hhv. HiMedia Laboratories (HiMedia Medium) eller fra Oxoid, Thermo Fischer (Oxoid Medium).

Som felge af problemer i forsyningsafdeling blev der fremstillet en utilstraekkelig mangde af
agar-plader. Dette medferte skift mellem de selektive medier ad to omgange: pé test dag 0 anvendte
vi HiMedia, test dag 1 (bilag 8) og 2 (bilag 9+10) blev Oxoid medium anvendt. P4 testdag 3 (bilag
11), anvendte vi overvejende Oxoid, men for to prever blev 10 fortyndningen udsaet p4 HiMedia
medium. P4 testdag 4 anvendtes kun HiMedia medium, men 10-*-fortynding blev ikke udséet pa
selektivt medium for nogen af proverne. (bilag 12)

Derudover bevirkede det manglende antal plader, at vi fra midten af testdag 2 samt under testdag
3 og testdag 4, blev nedt til at udstryge to gange pé hver plade med selektivt medium. Hver
agarplade med selektivt medium indeholdt dermed to observationer. Agar-pladerne blev inkuberet
ved 37 °C 148 timer, hvorefter vi inspicerede dem for veekst. Pa blod-agar talte vi beta-
hamolytiske, semitransperante-grahvide kolonier og pa selektive agar-plader talte vi kolonier

voksende overfladen.
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Statistik

Til den statistiske analyse anvendes mixed poisson model med random coefficients. Vores dataset
bestar af folgende variable:

CFU48 = telletal for en agarplade efter 48 timers inkubation.

Dag = antager vaerdierne 0,1,2,3,4 og afspejler dage for proveudtagelse.

Bucket = Hvilken af de to, 1 forseget anvendte spande.

Researcher = proveudtager og angiver hvem der har udtaget prover

Subsam = Tilfzldigt udtaget prover fra hver af spandene.

ptype = udtryk for hvilket medium prover er dyrket pa. Blodager = 1, HiMedia medium = 2 og
oxiod medium =3

pcat = Et udtryk for om observationerne kommer fra en plade med enkelt eller dobbelt udséning.
pcat antager vaerdien 1 ndr der ikke forekommer dobbelt udsaning, og vaerdien 2 nér der er foretaget

dobbelt udséning.

Telletal pa agerplader kan antages at vare poisson-fordelte. I SAS-proceduren PROC GLIMMIX
kan man specificeres, at den bagvedliggende fordeling er Poisson. Karakteristisk for Poisson er at
variansen stiger med den maélte verdi, hvilket ville vaere et markant brud pé den centrale
forudsatning for en normalfordelingsmodel. Desuden undgér vi, den ulovlige pradiktion af
negative verdier, der vil forekomme via en linezer model.

PROC GLIMMIX foretager som udgangspunkt en In-transformation af data®>->!

Resultatet af modeloptimering fremgar af SAS-programkoden nedenfor, som den analyseres med:

proc glimmix data=dil10 method=quad plots=all;

class ptype bucket researcher subsample no subjekt;

model CFU48 = ptype researcher dag / solution htype=3 dist=poisson link=log ;
random int dag / subject=subjekt type=un;

covtest GLM;

run;

I denne kode er 'subjekt' defineret som en kombination af subsam, researcher, bucket og ptype.
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Den formelle beskrivelse af denne multilevel model, med random coefficients er som folger:
CFU48;i~ Poisson ()
In(m;j) = PBoj + Prjdagij+ Baptypel; + Bsptype2; + Paresearcherl; (model 2)

Boi~ Bo + Loj
Bij~ Br + wij

Covarians matrix
Hoj o%u0
~ N (0, Qu): Qu
Hij 02;,101 02p1

Var(CFU48;j|mij) =mij

Ved ‘Poisson (mjj)’ forstds at den observerede afleesning af antal kolonier er fordelt som en
underliggende (ikke observerbar) Poisson-fordeling med mjjsom gennemsnitsforekomst (’rate’).
Subskript i (level 1) er udtryk for afleesningsdagen (0-4) og subskript j (level 2) er udtryk for
subjekt. Denne model er dermed analog til eksemplet med analyse af daglig EKM. Y-variablen er
nu In(7;). Po udtrykker det overordnede gennemsnit af In(CFU) ved dag 0 (fixed effect, intercept).
poj udtrykker variansen af de tilfeeldige afvigelser af de enkelte subjekter fra fo. Som ved modellen
af EKM udtrykker B; den gennemsnitlige haeldning af en retlinjet sammenhang (fixed effekt)
mellem In(m;j) og dag. Med p; tillader vi estimation af forskellige haeldninger for hvert subjekt. For
de tilfzeldige effekter ("random int dag’ I SAS-koden) antager vi, at de er normalfordelte og vi
estimerer en kovarians (COVint,dag = -0,063). I modsatning til ydelsesmodellen giver det ikke mening
at beregne residualer, fordi variansen er bestemt af m;j. P4 subjekt-niveau (j) estimeres forskellen
mellem ptype=1 og ptype=3 (B2), forskellen mellem ptype=2 og ptype=3 (p3) samt forskellen
mellem researcher=1 og researcher=2 (Pa).

pcat indgér ikke i den fittede model. Dette forklares under diskussionsafsnittet.

Vi vurderer modelfit ud fra AIC som beskrevet under afsnit under laktationskurve analyserne, og
modeloptimering foretages ud fra vurdering af variablenes indflydelse pd CFU48, som det er

beskrevet i samme afsnit
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Resultater

Udséning af den fortyndede ON-kultur fra 10-3-fortydingen resulterede i 26 CFU pa blodagar og 9
CFU pa HiMedia medium, mens udsaning af 10-°-fortydingen resulterede i 2 CFU pa blodagar og 4
CFU pa HiMedia medium. Koncentrationen af SA i ON-Kultur udregnet pa baggrund af 10->-
fortydingen pa blodagar er 2,6%10% CFU/ml (1,618*10% — 3,582*10%: 95% konfidensinterval),
hvilket er 52 % af den forventede koncentration pa 5*10% CFU/ml. Koncentrationen af SA i
sengebundsmaterialet er reelt 5,2*10° CFU/Gram (95% KI 3,236 *10°~7,164*10°) i stedet for de
forventede 10° CFU/Gram.

Efter autoklavering og for inokulation blev spandene henstillet ved stuetemperatur i to dage,
hvorefter vi hver iser udtog én preve pr. spand, som blev fortyndet og udstraget pa blodagar, i alt
fire plader. To af pladerne var positive for vaekst, men pa den ene plade, var den fremvoksede
koloni meget lille. P4 den anden plade var der vaekst i dybden af agaren, uden at der var skader pa
agaren.

Vi noterede ikke forekomst af forurenede plader, hvis ikke forureningen pavirkede muligheden
for at teelle kolonier med SA morfologi. Vi vurderede at tre plader var kontamineret i en sddan grad,
at vi ikke kun teelle CFU for SA Vores indtryk er, at et meget begraenset antal plader har veret

kontamineret med enkelt-kolonier, som ikke har pavirket teelling af S4-kolonier.

PROC GLIMMIX angiver estimaterne i In-transformerede vaerdier, sa kan foretages ved at udregne
det transformerede estimatet oploftet i e.

estimat = en(estimat)
Tilbagetransformering er udfert ved hjelp af PROC PLM SAS procedure, som kan pradiktere
vaerdier for de forskellige niveauer af ptype og researcher for givne testdage med tilherende

konfidensintervaller. Resultaterne er opfort som Least square means, estimeret med PROC PLM.

Tabel Udregnet ved
dag=0
estimat 95 %
konfidensinterval
ptype=1 86 72—-103
ptype=2 65 54178
ptype=3 74 62 -89

Tabel 4 estimater for forskellige niveauer af ptype med tilhoerende konfidensintervaller ved forsegsstart
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Tabel Udregnet ved dag=0

estimat 95 %
konfidensinterval
Researcher=1 84 72 -99
Researcher=2 66 56 -78

Tabel 5 estimater med tilherende konfidensintervaller for researcher ved forsegsstart

For at omregne estimatet til koncentrationen af bakterier i spandene(bakterier/gram), ganges med
10°.

Tabel — forskelle i niveau Estimat CFU P-veerdi af t-test
Blodagar — Oxoid 12 0,12

Blodagar — HiMedia 21 0,0044

Oxoid — HiMedia 9 0,17

Tabel 6 estimater forskelle i niveau mellem de forskellige typer af medier

Tabellen viser niveauforskellen mellem medie-typer i telletal beregnet med PROC PLM baseret pa
resultater fremkommet i PROC GLIMMIX. Baseret pa type 3 test, solution for fixed effects samt
storrelsen af forskellen, vurderer vi at kun forskellen mellem blodagar og HiMedia medium er

substantiel.

PROC PLM anvendes til at prediktere CFU48 med tilherende 95%-konfidensintervaller for dag 8,
20 40 og 100. Dette gor vi for at i indtryk af hvor lang tid vi kan forvente at genfinde SA i
provematerialet. Ved dag 40 (41 dage efter inokulation) er gennemsnittet for CFU48 for samtlige
niveauer af ptype og researcher under detektionsgraensen pd 1 CFU. Disse estimater er behaftet
med stor usikkerhed, for eksempel ligger estimatet for ptypel med 95% sandsynlighed mellem 0,07
og 9,15 CFU pr. plade, svarende til en forskel pd mellem 70 og 9150 CFU/ g i det oprindeligt
provemateriale. Ved dag 100 ligger estimatet for ptypel med 95% sandsynlighed under 0,4 CFU pr.
plade. Altsd omkring 100 dage efter inokulation af prevematerialet kan spandene indeholde <1000
CFU/gram. Lignende brede konfidensintervaller observeres for ptype2 og ptype3, samt researcherl

og researcher?2.
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Observerede CFU-vaerdier sammen med praedikterede forlab gennem 5 dage
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Figur 8 viser forlebet for hver af de 36 kombinationer indgar i forseget

Figur 8 illustrerer udviklingen af bakterieantallet for de forskellige 'subjekter'. Man ser at de har
forskellige kurveforlab, og at hgjere CFU ved dag 0 overordnet hanger sammen med et fald i CFU
over forsegsperioden. Den sterke, negative korrelation mellem intercept og haldningskoefficient

(dag), betyder at jo sterre teelletal der findes pé testdag 0, jo hurtigere falder CFU-antallet.

0,07 og 0,4 CFU pr. plade er i praksis det samme som et telletal pad 0, men da modellen er udregnet
pa In-transformerede data, vil estimaterne ikke komme under nul ved tilbagetransformation.

Da ekstrapolation med modellen frem mod et tidspunkt for nul-vaekst er behaftet med stor
usikkerhed, skal resultatet tolkes reserveret, men er en beregning af overlevelsestiden for SA reelt

uden verdi.
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Covarians-parametrene er et udtryk for variansen for subsamples ifht. det udregnede gennemsnit for

intercept og heeldningskoefficient.

Covarians estimat Standard error Ca. 95%
parameter konfidensinterval
intercept 0,16 0,043 0,074 t11 0,25
intercept, dag -0,063 0,018 -0,099 til —0,027
dag 0,035 0,0094 0,016 til 0,051

Tabel 7 Varians og kovarians parametre for de to random effects.

Ud fra formel for p, som anfort i afsnittet om laktationskurver, kan man udregne korrelationen, p,
mellem intercept og haeldning. p estimeres til -0,84, hvilket tolkes som en sterk negativ korrelation
mellem intercept og dag. Altsa jo hgjere startverdi, des stejlere kurveforlab.

I PROC GLIMMIX udregnes null model likelihood ratio test med tilherende p-veerdi i for
covarians parametrene, hvor nul-hypotesen er modellen uden covariansparametre. Resultaterne

er y>=901,61 og p<0,0001.

Diskussion

Spandene bliver inokuleret til en koncentration pa 5,2*10° CFU/gram (95%-KI: 3,2*10° - 7,1*10°).
Pé testdag O finder vi pa blodagar et gennemsnitligt telletal pa 86 CFU/gram (95% KI: 72 — 103)
svarende til 8,6%10* CFU/gram i spandene.

Vi udregner reduktion i bakterieantal fra inokulation til ferste testdag (dag = 0), og observerer en
@ndring i CFU48 pd -434 (95% Kl 221 til -644). Dette estimat er forbundet med stor usikkerhed
fordi inokulationskoncentrationen er bestemt ud fra én stikpreve. Men det er en indikation pa at
reduktion af SA-antallet ikke forlgber lineert fra inokulation til test dag 4.

Vi observerer en meget storre reduktion af bakterier de forste 24 timer i forhold den reduktion i
CFUA48 der observeres fra testdag 0-4, hvor observationerne med rimelighed kan beskrives med et
lineert forleb pa In skala. Efter testdag 4 har vi ikke data til at estimere haldningskoefficienten,
men pga. det linezere (In-skala) forleb dag 0-4, er det vores bedste bud at ekstrapolere lineaert pé In-

skala.

Chodkowski (1949) har undersegt overlevelse af SA i forskellige materialer under forskellige
forhold. Han fandt, at bakterien kan overleve 18 dage i strd og 27 dage i gedning ved 8° C i
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kaleskab. Materialerne blev autoklaveret og inokuleret ved opbladning i broth-kultur med 4000
CFU/ml. I en anden forsegsdel blev prover inficeret med bade broth og naturlig inficeret malk
(2*10° SA og 8*10* heemolytiske staphylocokker) og stillet i en stald, hvor temperaturen varierede
mellem 3 og 15° C. Her overlevede SA 24 eller 15 dage i gadning inficeret med hhv. broth eller
melk. Under samme forhold overlevede bakterien 14 eller 21 dage i stra inficeret med hhv. broth
eller maelk. Hvis proverne blev opbevaret i koleskab (ukendt temperatur) kunne S. ag findes helt
indtil 105 dage i bdde godning og strd inficeret med maelk. Proverne blev undersogt ved at materiale
blev overfort til broth og inkuberet 20 t ved 37° C. Herefter blev en loopfuld broth straget ud pa
blodplader. Forseget blev stoppet nar flere udtagninger af materiale viste negativ dyrkning. Ved
overlevelsen efter 105 dage stoppede forseget fordi det ikke var mere provemateriale tilbage i
provebeholderen.

Man skal notere sig at Chodkowski's forseg benytter sig af opformering i bouillon inden
dyrkning, hvilket eger chancen for at detekterer smé antal bakterier. I vores forseg opformerer vi
ikke inden dyrkning, og pga. vores fortyndingsprocedure kan vi kun detektere ned til 1000
CFU/gr.>?

Da vi designede forsegsopstillingen, blev fortyndingerne, som skulle anvendes til udsaning, bestemt
pa baggrund af en forventning om, i hvilken koncentration det ville veere muligt at genfinde SA. De
fire fortyndinger anvendt i forseget ville derfor kunne anvendes, hvis der ikke skete reduktion, eller
eventuelt opformering. Samtidig vil det vaere muligt at teelle en reduktion kraftig reduktion af
bakterieantallet over tid.

Ved kvantificering af bakterier anbefales det at antallet af kolonier pé den optalte agar-plade
ligger mellem 25 og 250.33
Nér slutmodellen testes pa datasettet for 10~ fortynding observeres en andret effekt af variablen
researcher for modellen. Da der i 10~ fortyndingen er feerre kolonier pr plade, kan en mulig
forklaring vaere at det er storre enighed imellem personerne der taeller kolonierne, og derved bliver
effekten pa CFU48 mindre. Da CFU48 for begge fortyndinger er et udtryk for overlevelsen af SA
og at den statistiske model ikke kan anvendes pa tvers af fortyndingerne kan vare et udtryk for en
mindre robust model. Det skaber usikkerhed omkring modellens anvendelighed til at beskrive
generelle henfald af SA under laboratorie forhold.

Den observede effekt af researcher pa 10! fortyndingen kan derudover maske ogsa forklares med,
at ingen af preveudtagerne i forseget ikke har stor rutine i laboratoriearbejde og derfor samtidig

ikke standardiserede arbejdsgang i forbindelse med udtagning af prevemateriale og fortynding af
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proverne. Hvis forseget skulle gentages kunne denne effekt maske elimineres, hvis
preveudtagningen foretages af rutineret laboratoriepersonale.

pcat er ikke en variabel som var planlagt fra forsegets start, men er opstillet for at undersege om
der er effekt af at observationer deler plade. Fordi opdelingen ikke er foretaget konsekvent pa alle
plader, og fordi de to niveauer af pcat kan betragtes som underkategorier af observationer fra de
selektive medier har vi forsegt at modellere basismodellen, hvor pcat er "nestet" i ptype.

Pcat forekommer for kun for de selektive agarplader og forst tages i brug péa testdag 2 for spand 2.
Derfor kan pcat bidrage til forklaringen af den variation, der fremkommer som folge af pladetype,
dag og i mild grad ogsa spand. Det medforer i forbindelse med modeloptimering at interaktionsled
hvor pcat indgér, konsekvent eger model-fittet vurderet ud fra en lavere AIC, samtidig med at disse
interaktionsled har meget lave p-vardier. Dette forer til en mere kompleks model, hvilket er strid
med ensket om at anvende den mest simple model til beskrivelse af data.

Ved at lade pcat udga af modellen kan vi ikke vurdere en eventuel effekt af dobbelt udtrygning
pa plader. Vi formoder at sadan en effekt kunne vere tilstede ved hejt CFU48, da kortere afstand
imellem hver koloni, ger det svarere at teelle. Men vi ved ikke hvordan dette pavirker vores estimat

for SA-overlevelse.

I forseget anvender vi to fabrikater af streptokok selektivt medium som indeholder ingredienser,
der haemmer eller forhindrer vakst af andre mikroorganismer. Vi ser en effekten af ptype; at de
selektive medium har et lavere gennemsnits CFU48 end blodagar. Vi formoder at de
ingredienser som haemmer vakst af andre mikroorganismer, ogsd haemmer vaeksten af svaekkede
SA. Da prevematerialet anvendt i forsgget er sengebundsmateriale som er autoklaveret, og
efterfolgende inokuleret med renkultur af S4, er det ikke nedvendigt med selektivt medium. Vi
inkluderede dem i forsgget, som sikkerhedsforanstaltning, hvis vores sengebundsmateriale 1
lobet af forseget skulle blive kraftigt kontamineret.

Det er relativt f4 (N=3) af blodagarpladerne, som er s& kontaminerede at opteelling af SA ikke

kan lade sig gare. Dette til trods for der i forseget ikke er anvendt streng steril teknik.

Blodagarplader har i gennemsnit det hojeste telletal efterfulgt af Oxoid medium, og HiMedia
medium har gennemsnitligt det laveste telletal. Forskellen er ca. 21 CFU imellem blodagar og
HiMedia medium. Der er forskel i opskriften pd Oxoid og Himedia medium, hvilket maske kan
give anledning til at forskellen mellem blodagar og HiMedia medium er signifikant. Da
extrapolation udover testdag 4 er behaftet med stor usikkerhed, er det ogsa svert at vurdere

hvordan forskellen mellem medier vil pavirke estimatet for overlevelsen.
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Morfologien for den anvendte type af SA, hvor kolonier pa blodagar, udviser den let
genkendelige B-hemolyse gor det let at vurderer, om kolonier er SA eller kontamination. Ved
tvivl kan kolonier testes ved latex-aggluttinations test. Det er derfor vores vurdering at der 1 et
eventuelt andet forseg godt udelukkende kan anvendes blodplader, sa leenge

sengebundsmaterialet autoklaveres forst.

Konklusion

Vi genfinder SA 5 dage efter inokulation i autoklaveret sengebundsmateriale, tilblandet faeces og
melk. Faktorerne researcher og ptype synes at have indflydelse pa det observerede antal kolonier,
men ikke pa hastigheden for reduktion. Variationen spandene imellem bidrager tilsyneladende ikke
med betydelig variation i antallet af optalte kolonier. Fremskrivningen af forventede tellinger
indikerede at bakterien stadig ville kunne genfindes i provematerialet op til omkring 100 dage efter

inokulation, men estimatet er behaftet med stor usikkerhed.
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Bilag

Bilag 1: Evidens pyramide af Lastein'

Best general evidence

Best local evidence

Evidens pyramiden: Forskelige metoder stigende i evne til at skabe bedst evidens til at forklare

arsag effekt.
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Bilag 2 : melkekvalitets rapport

> SEGES

43y

Dato:
6. oktober 2017

Kimtalsbesgag - den 26. september og 2. oktober

Formalet med besgget var at anvise og radgive om de forhold, som er arsagen til det
forhejede kimtal i meelken samt give forslag til at opna et lavere kimtal.

Konklusion

e Det nuveerende indhold af B-streptokokker bgr ikke give anledning til forhgjet
kimtal.

e Der er blevet anvendt en tromle med klorholdigt alkalisk kemi som er for gammel
til silotanken. Ved ferste besgg blev der bestilt en dunk med Delaval Super for at
fa en hurtig effekt og for at fierne eventuelle beleegninger.

o Sluttemperaturen 1a for lavt malt ved buffertanken. Efterfalgende er levelpinde
hzevet pa 2 af robottere, sa vandmaengden er gget.

o Kimtallet er efterfalgende faldet markant til ca. 5.000.
e Der blev ved andet besgg udtaget mzelkeprgver til kimtalsanalyse. Prgve 1+2 fra

tankbil 14 pa 7.000 og preve 3+4 fra mzelken fra buffertanken efter flytning til silo-
tank Ia pa 4.000 og 5.000.

Forslag til tiltag
e Hav preecis 8 timer mellem hovedvaske pa robotter.
o Skift filter 2 gange i d@gnet.

e Hold fokus pa god hygiejne omkring robotter. Brug skum og have gode daglige ru-
tiner her.

e Sorg for at alle pattegummi slutter teet til vaskekopper ved vask.

orretningsmuligheder SEGES
hele verden Landbrug & Fodevarer F.mb.A

Agro Food Park 15, DK 8200 Aarhus N
+45 87405000  infoseges.dk
eges.dk CVR 25529529
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Tromlen med alkalisk renggringsmiddel til keletanken er for gammel. Udlgbsdato 8.
maned 2016. Effekten af klor vil derfor ikke veere til stede lezengere.
Belzegning i top af udlgb til keletanken
°c
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Sluttemperaturer fra robotter malt efter buffertanken. De begr ligger over 70 grader i
minimum 3 minutter.
Temperaturer pa malt pa robotteme var i orden og la over 80 grader pa alle tre robot-
ter.
SEGES skaber losninger til fremtidens landbrugs- og fedevareerhverv. Vi udvikler forretningsmuligheder SEGES
i tt samarbejde med vores kunder, forskningsinstitutioner og virksomheder over hele verden. Landbrug & Fodevarer F.mbA.
2 SEGES er en del af Landbrug & Fedevarer F.m.b.A Agro Food Park 15, DK 8200 Aarhus N
+45 8740 5000 info@seges.dk
seges.dk CVR 25529529
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Bilag 3
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dek
Verdierne for DEKun60 som funktion af Dage efter kalvning. Mellem dek 8 og dek 60 antager
dekun60 vardier mellem -0,87 og 0.

Bilag 4

Praesentation af systemet med transformation af DEK
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Forlgbet for dek60 som funktion af dek. Dek antager vaerdier mellem 0 og 1 inden for en

laktation pé 305 dage.
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Bilag 5

Distribution Plot for DFFITS
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Fordeling af DFFITS verdi, der observeres fa vardier i fordelings ekstremiteter.
Bilag 6

Residuals for EKM
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20+ P Residual Statistics
g Observations 231
Minimum -17.69
10 Mean 0.2317
Tg Maximum 17.458
T g4 Std Dev 5.5926
b Fit Statistics
o Objective 1392.1
-10 o AIC 1406.1
c,O AICC 1406.6
-5 ° BIC 1414.9
-20 -

Quantile
Forskellige Residual plot fra model 4, Det observeres forsat timeglasform af residualerne
plottede mod de praedikterede gennemsnitsvardier. Histogrammet burde folge
normalfordelingskurven bedre, der ses let forskydning mod hgjre. For Q-Q plottet afviger

residualerne ogsa i ekstremiteterne.
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Bilag 7 -12 viser forsggs set up under provetagningsperiode. De bedskrevet plade problemer er

forsegt illustreret ved Rod = blod, Bl4 = HiMedia og Gren = Oxoid medium. Med mindre andet

er angivet i figuren er set-uppet ens for begge spande. Dil10= 1-4 er for alle dagene et udtryk

hvilken fortynding der er udséet. Der er kun foretaget analyse pa dil10 = 1

Bilag 7 :Forsggsdag =0

researcher=1

subsam=1

dil10=1

dil10=2

subsam=2

dil10=3

dil10=4

dil10=1

dil10=2

bucket=1 or 2

researcher=2

subsam=3

dil10=3

dil10=4

dil10=1

dil10=2

subsam=1

dil10=3

dil10=4

dil10=1

dil10=2

subsam=2

dil10=3

dil10=4

dil10=1

dil10=2

subsam=3

dil10=3

dil10=4

dil10=1

dil10=2

dil10=3

dil10=4

63



Bilag 8

Forsegsdag = 1. Pladeskift til Oxoid
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Bilag 9
Forsegsdag 2 bucket 1
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Bilag 10

Forsegsdag 2, bucket 2 Forste dag med 2 observationer pa enkelt plade
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Bilag 11 Forsegsdag 3
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Bilag 12

Forsegsdag 4 Her udgar dil10=4 pé selektivt media, og selektiv dyrkning foretages nu pa

Himedia igen.
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