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Forord

Dette er et specialeprojekt som led i opnéelse af en kandidatgrad i veterinermedicin ved
Kebenhavns Universitet. Projektet er udarbejdet fra februar til juni 2018 under vejledning af
Seren Saxmose Nielsen.

I forbindelse med projektet har vi udover en masse viden om paratuberkulose tilegnet os en
raekke praktiske faerdigheder. Vi har haft stor andel i planlegningen og udformning af studie-
designet herunder finansiering af projektet og planlegning af dataindsamling. I forbindelse
med proveindsamlingen har vi féet erfaring med héndtering af kvag og udtagning af blodpre-
ver og faecesprover. I planlegningen og udferslen af preveindsamlingen har vi faet et indblik i
det at skulle bega sig i moderne malkekvegsbesatninger og kommunikere med besatningse-

jere.

Tak til Seren Saxmose Nielsen for god vejledning og finansiering af provemateriale. Tak for

din hjelp med at fa sat projektet i gang og for altid at komme med konstruktivt input.

Tak til Eurofins Steins for analyse af blodprever og DNA Diagnostic for analyse af svabere
og gadningspraver. Specielt tak til Anne-Sofie Ladekjaer-Mikkelsen fra Eurofins Steins og
Dennis Berg Holt og Jorgen Katholm fra DNA Diagnostic for hindtering af vores prever og

besvarelse af alle vores spergsmal omkring analysen.

Tak til Forsagsleder R. Nortoft Thomsen Legat for tildeling af legat til finansiering af projek-
tet.

Tak til Lars Pedersen fra Seges for hjelp 1 forbindelse med oprettelse af kontakt til besatnin-

gerne.

Sidst men ikke mindst tak til alle besatningsejere for deltagelse i projektet og samarbejdet

under proveindsamlingen.



Forkortelser og definitioner

MAP Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis
ELISA Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

PCR Polymerase Chain Reaction

IAC Internal Amplification Control

cfu Colony-forming unit

Definition pa diagnostisk sensitivitet og specificitet
Diagnostisk sensitivitet (Se) angiver en tests evne til at pavise et sandt positivt resultat.
Diagnostisk specificitet (Sp) angiver en tests evne til at pavise et sandt negativt resultat (Houe

2004).



Abstract

Paratuberculosis is a chronic enteritis in ruminants caused by Mycobacterium avium sub-
species paratuberculosis (MAP) and may result in reduced milk yield, loss of body condition,
diarrhoea, and ultimately death. Calves are thought to be most susceptible whilst cows are
considered most infectious. Control and eradication of paratuberculosis is beneficial because
of economic losses and its possible role in Crohn’s disease in humans.

The Danish control programme aims towards reducing the prevalence of paratuberculosis
and providing tools to help prevent transmission to susceptible animals. Lactating cows are
tested for MAP-antibodies using milk-ELISA and the results are used to assign the cows into
risk groups for focused management for preventing transmission of MAP. ELISA-positive
cows should calve in areas separated from ELISA-negative cows and the calf should be re-
moved immediately after calving. Colostrum and milk from ELISA-positive cows should not
be used for feeding calves and to minimize transmission between calves, the control pro-
gramme recommends separating calves born to ELISA-positive dams from other calves for
four months or culling them.

The objective of this study was to examine the occurrence and correlation of MAP-
antibodies in serum and MAP-bacteria in faeces in heifers born to ELISA-positive dams and
heifers born to ELISA-negative dams, and to assess the risk of transmission between
youngstock. 63 heifers born to ELISA-positive dams and 61 heifers born to ELISA-negative
dams in high-prevalent herds and 60 heifers born to ELISA-negative dams in low-prevalent
herds were included in this study. Blood samples and faeces were collected and tested for
MAP-antibodies and MAP-bacteria, respectively. All samples were negative. However, the
occurrence of false negative results is probable, especially amongst heifers born to ELISA-
positive dams due to increased risk of infection. In general, the probability to detect infected
heifers using antibody-ELISA is considered low as a result of late onset of antibody response.
This and the fact that many heifers probably are truly non-infected are regarded as the main
reasons for the lack of detection of infected heifers in this study. Furthermore, it was not pos-
sible to detect any infectious heifers likely due to control of the infection and thereby minimal
or no shedding of MAP in faeces. Based on the findings in this study, the level of shedding is
not considered a risk for transmission of MAP amongst heifers. Culling of calves born to
ELISA-positive dams may be considered due to increased risk of developing paratuberculosis

and not because of the risk of transmission to other calves.



Resume

Paratuberkulose er en kronisk tarminfektion hos drevtyggere, der skyldes Mycobacterium
avium subspecies paratuberculosis (MAP) og kan give anledning til nedsat malkeydelse, lav
huld, diarre og sluttelig ded. Kalve anses for at vaere mest modtagelige for smitten, mens is&r
koer udger den sterste smitterisiko. Paratuberkulose kan give anledning til ekonomiske tab og
er muligvis involveret i Crohns sygdom hos mennesker, hvormed bekempelse vil vaere for-
delagtig. I Operation Paratuberkulose, et frivilligt dansk saneringsprogram, testes lakterende
koer ved brug af en antistof-ELISA pa malkeprover. P4 baggrund af resultaterne inddeles
keerne i risikogrupper, hvilke bruges som redskab til at malrette management mod minime-
ring af smitterisiko for paratuberkulose. Anbefalinger lyder pé at udsatte gentagne ELISA-
positive keer, separere ELISA-positive keer fra andre keer ved kaelvning, hurtig fjernelse af
kalven efter keelvning og ingen anvendelse af rdimalk og melk fra ELISA-positive koer. End-
videre anbefales det at isolere eller udsatte kalve fodt af hejrisiko-keer, da disse mistenkes
for at udgere en smitterisiko for andre kalve.

Malet med dette studium var at undersoge forekomsten og sammenhang af antistoffer mod
MAP i serum og MAP-bakterien i faeces hos kvier fodt af henholdsvis hgj- og lavrisiko-keer
for at vurdere smitterisiko blandt ungdyr. 63 kvier fodt af hejrisiko-keer og 61 kvier fodt af
lavrisiko-keer i1 hojpravalente besatninger samt 60 kvier fodt af lavrisiko-keer 1 lavprevalen-
te besatninger blev undersogt for antistoffer mod MAP i serum og MAP-bakterien i faces.
Alle praver var negative. Det er sandsynligt, at der forekommer falsk negative resultater for
pavisning af smittede kvier isar blandt kvier fodt af hejrisiko-keer pa grund af eget risiko for
infektion. Generelt anses sandsynligheden for pavisning af smittede kvier ved brug af anti-
stof-ELISA som varende lav pa grund af sen udvikling af antistofrespons, hvilket vurderes at
vare en betydelig drsag til den manglende pavisning af smittede kvier 1 studiet. Ydermere
blev der ikke pavist smittefarlige kvier, hvilket kan skyldes kontrol over infektionen og der-
med manglende eller minimal udskillelse af MAP-bakterien i feeces. P4 baggrund af disse
fund formodes udskillelsen af MAP blandt kvier ikke tilstraekkelig hej til at udgere en smitte-
risiko for andre ungdyr. Eventuel uds@tning af hejrisiko-kalve ber derfor ske péd grund af oget

risiko for at udvikle paratuberkulose og ikke pa grund af smitterisiko for andre kalve.



Introduktion

Paratuberkulose er en kronisk tarminfektion, som skyldes bakterien Mycobacterium avium
subspecies paratuberculosis (MAP). Sygdommen kan give anledning til nedsat ydelse, diarre,
afmagring og sluttelig ded, hvis ikke koen udsettes for tid. Paratuberkulose har en lang inku-
bationstid, og de kliniske symptomer udvikler sig op til flere ar efter den initielle udskillelse
af bakterien i faeces (Sweeney 2011). Nyfodte kalve er mest modtagelige, og smitten sker
primert ved oral optagelse af bakterien; enten 1 feekalt kontamineret miljo, via kolostrum eller
via maelk. I nogle tilfelde kan transmissionen ske in utero, hvor den sterste risiko ses hos kaer
med klinisk paratuberkulose (Sweeney 1996). De gkonomiske konsekvenser forbundet med
paratuberkulose, bdde direkte tab i form af nedsat melkeydelse og muligvis reduceret slagte-
vaegt (Kudahl 2004) og indirekte tab som felge af reduceret foderudnyttelse, tidlig udsatning,
smitte af andre dyr og tab af genetisk potentiale (Nielsen 2006; Nielsen og Nielsen 2007), er
en motivationsfaktor for bekempelse af infektionen. MAP er mistenkt for at vaere en medvir-
kende faktor i Crohns sygdom hos mennesker (Uzoigwe et al. 2007), hvorfor bekempelse
ligeledes er hensigtsmaessig ud fra et fodevaresikkerhedsmaessigt perspektiv. Sidst men ikke
mindst ber muligheden for at forbedre dyrevelfaerden ogséd vare motivation for bekeempelse
af paratuberkulose.

Operation Paratuberkulose er et frivilligt saneringsprogram i Danmark, hvor mélet er at re-
ducere pravalensen af paratuberkulose og give deltagerne redskaber til at kontrollere syg-
dommen i deres besatning. Deltagende besatninger anbefales fire arlige tests med en anti-
stof-ELISA pa melk af alle lakterende keer, da dette sikrer, at alle koer testes minimum tre
gange drligt (Nielsen og Nielsen 2007). Efter to drs deltagelse og otte tests af alle lakterende
koer er det muligt at vaelge reduceret proveudtagning, hvor keer, der har varet test-negative
pa de seneste fire prover og er mere end 180 dage fra kalvning, undlades i proveudtagningen
(Nielsen 2009a). P4 baggrund af ELISA-resultaterne inddeles koerne 1 risikogrupper, og disse
bruges til at malrette management som led i bekaempelsen af paratuberkulose. For at reducere
smittespredning anbefales det, at keer med gentagne positive malinger udsettes for naeste
kaelvning, og at ELISA-positive keer kalver 1 separate omrader og ikke bidrager med ko-
lostrum eller meelk til malkefodring af kviekalve. Det anbefales, at kalven fjernes straks efter
kaelvning, og at keelvningsboksen rengeres mellem hver kalvning. For at mindske smitterisi-
koen mellem kalve anbefaler Operation Paratuberkulose at overveje slagtning af kalve fodt af

hejrisiko-keer med hgje verdier omkring keelvning og at adskille kalve fadt af hejrisiko-keer



med moderate verdier omkring kelvning fra andre kalve i de forste fire levemaneder (Nielsen
og Nielsen 2007).

Bekaempelsen af paratuberkulose fokuserer pd management til afbrydelse af smitteveje til
modtagelige dyr, da dette ved simulering har vist sig at vaere det mest effektive til reducering
af prevalensen (Kudahl et al. 2007). Hvorvidt dette er den rette strategi til bekempelse af
paratuberkulose er blevet udfordret af nyere simuleringsmodeller. Kirkeby et al. (2016) fin-
der, at udryddelse er mulig ved en kombination af hurtig fjernelse af kalven og ingen fodring
med rdmelk og malk fra hejrisiko-keer samt test-og-udsatning i besetninger med et gen-
nemsnitligt hygiejne-niveau. Udryddelse er dog mulig alene ved test-og-udsatning, som sam-
tidig er den mest omkostningseffektive strategi til bekaempelse af paratuberkulose, mens de
tre mest anvendte managementimplementeringer ikke er rentable.

Nogle af udfordringerne ved sanering for paratuberkulose er blandt andet infektionens lan-
ge inkubationstid og manglende viden omkring udskillelsesmenstre og alder ved serokonver-
tering. Det kan vere relevant at lave flere studier med fokus pa pavisning af bakterien og anti-
stoffer hos naturligt inficerede ungdyr for at forstd udskillelsesmonstre og indsatsomréder 1
forhold til bekaempelse af paratuberkulose. Antistoffer mod MAP i serum er pévist tre-fire
mdneder efter eksponering is@r ved tidlig inokulation og ved hej dosis (Mortier et al. 2014a).
Samtidig er der i flere eksperimentelle studier pavist udskillelse af MAP i feeces hos 50% af
de eksponerede ungdyr tre méneder efter inokulation (Mitchell et al. 2012) og muligheden for
transmission ungdyr imellem (van Roermund et al. 2007; Corbett et al. 2017). Observationelle
studier har pavist udskillelse af MAP blandt kvier i malkekvaegsbesatninger, og at udskillel-
sen er athengig af besetningspravalensen (Weber et al. 2010; Bolton et al. 2011). Kalve fodt
af ELISA-positive keer har oget risiko for at blive inficeret med MAP (Nielsen et al. 2016),
og pavisning af smittede og smittefarlige ungdyr og udsaetning af disse vil i teorien kunne
mindske smittepresset 1 besatningen og samtidig reducere omkostninger for landmanden.

Malet med vores studium var at undersgge forekomsten og sammenhang af antistoffer
mod Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis i serum og MAP i feeces hos kvier fodt af
henholdsvis hgj- og lavrisiko-keer 1 danske malkekvagsbesatninger.

Formalene med studiet var at undersoge forekomsten af antistoffer og MAP hos kvier 1 al-
deren 6-26 maneder fodt i danske malkekvagsbesatninger og vurdere, hvorvidt udskillelse af

MAP fra kvier udger en smitterisiko i besa@tningen.
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Teori

Litteratursegning
Litteratursegningen blev indledt med en systematisk sogetilgang, hvor de segeord, der blev

brugt, ses i tabel 1. Segeordene blev inddelt i tre grupper; sygdom, diagnostik og ungdyr. Se-

geordene i de tre grupper blev kombineret med OR, og efterfolgende blev de tre grupper
kombineret med AND.

AND
Sygdom Diagnostik Ungdyr
Paratuberculosis ELISA Calves
Johne’s disease Antibody response Calf
Johnes disease Shedding Heifer/-s
Mycobacterium avium subspecies Susceptibility
paratuberculosis PCR

Tabel 1: Oversigt over anvendte segeord. Segeordene i kolonnerne blev kombineret med OR, og de tre kolonner
blev kombineret med AND.

Litteratursegningen blev foretaget i Ovid-databaser og Web of Science. Segningen 1 Ovid-
databaserne gav 358 artikler fra Agricola (1970 til marts 2018), AGRIS (1975 til september
2017), CAB abstracts (1910 til marts 2018), Embase (1974 til marts 2018) og OVID medline
(1946 til marts 2018) efter afgraensning til artikler skrevet pa engelsk og fjernelse af duplika-
ter. Pa baggrund af gennemleasning af titel og abstract blev 39 artikler fundet relevante.

Segning i Web of Science resulterede i 248 artikler. Efter gennemlasning af titel og
abstract blev 53 artikler fundet relevante. De relevante artikler fra begge sogninger blev im-
porteret til et referenceprogram, og efter fjernelse af duplikater og artikler, der ikke kunne
findes online, var der 41 artikler til grundigere gennemlasning. 26 artikler fra den systemati-
ske litteratursegning anvendes i opgaven. Ved gennemlasning af artiklerne findes yderligere

relevante artikler ved hjelp af keedesogning ud fra artiklernes referenceliste.

Patogenese for paratuberkulose

Efter oral optagelse af MAP passerer bakterien tarmvaggen via M-celler og optages heref-
ter i makrofager. MAP-bakterien kan ved hjalp af forskellige mekanismer forhindre nedbry-
delse i makrofagen og er sdledes i stand til at overleve og replikere sig inde i makrofagen
(Sigurardottir et al. 2004). Hvis det derimod lykkes makrofagen at nedbryde bakterien, pree-

senteres den pa celleoverfladen og initierer et cellemedieret immunrespons (Stabel 2000). Det
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er séledes 1 den tidlige fase af infektionen, at det cellemedierede immunrespons dominerer,
mens et humoralt immunrespons ferst optraeder ved mere fremskreden infektion.

Det cellemedierede immunrespons domineres af CD4 " Th1-celler, der producerer cytoki-
ner, blandt andet interferon-gamma (IFN-y), som er vigtig i aktiveringen af makrofager. Sene-
re overtager CD4" Th2-celler, som producerer cytokiner vigtige for et humoralt immunre-
spons (Stabel 2000; Sigurardottir et al. 2004). Det cellemedierede immunrespons undertryk-
ker progression af infektionen, men ved tab af kontrol overtager det humorale immunrespons,
og produktionen af antistoffer begynder. Antistoffer ved infektion med mykobakterier har
ingen beskyttende funktion og anses som indikation pa fremskredent infektionsstadie (Stabel
2000), og en stigning 1 det humorale immunrespons er korreleret med eoget feekal udskillelse

(Ganusov et al. 2015).

Udfordringer i bekaempelse af paratuberkulose

Bekaempelse af paratuberkulose er udfordret ved manglende viden omkring diagnostiske
tests, transmission og dyrenes modtagelighed. Den minimale infektionsdosis for de forskellige
aldersgrupper er ukendt, og det samme geaelder for konsekvenserne og omfanget af in utero
transmission samt betydningen af andre transmissionsruter. Derudover har man ikke kunne
praecisere udskillelsesmenstre for MAP-inficerede dyr 1 de forskellige infektionsstadier
(Barkema HW, Orsel K, Nielsen SS et al. 2017).

Manglende viden omkring transmissionen af MAP giver nogle udfordringer i forbindelse
med udformning af et saneringsprogram og kan vere en af arsagerne til, at kontrolprogram-
mer ikke altid opnér den enskede effekt. Ukendte transmissionsveje kan vare med til at op-
retholde infektionen i en bes@tning, og ved at kende transmissionsdynamikken for infektio-

nen, vil det veere muligt at bekeempe den mere effektivt i besetningen.

Alder og infektionsdosis

Kalve under seks maneder er de mest modtagelige for smitte med MAP, mens kalve over
seks méneder kraver en hgjere infektionsdosis. Keger kan blive inficeret med MAP, men det
kreever hej infektionsdosis og forekommer hyppigst i et kraftigt kontamineret milje, hvor eks-
poneringen er hgjest. Blandt keer, der smittes som voksne, er risikoen for at udvikle kliniske
symptomer lavere end for koer, der er blevet smittet som kalv. Det tilskrives gentagen ekspo-
nering gennem livet og dermed hgjere resistens mod bakterien hos keer, og at isar neonatale
kalve er mere modtagelige for infektionen, da tarmveaggen er mere permeabel pa grund af

overforslen af immunoglobuliner. Desuden kan vommen have indflydelse pd keers modtage-
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lighed ved at fortynde meengden af bakterier, for de nar tarmen (Windsor and Whittington
2010).

Den sande infektigse dosis er ukendt, men Sweeney (2006) finder tegn pé infektion efter
tre uger hos kalve inokuleret med to doser 4 1,5x10° cfu, og ingen tegn pé tidlig infektion hos
kalve inokuleret med 2x10° cfu. I eksperimentelle studier er dosis generelt hoje, og i en meta-
analyse af Mitchell et al. (2012) inddeles dosis i tre kategorier; lav (<10’ cfu), mellem (>10’
til <10° cfu) og hej (>10° cfu). 122 af 173 kalve i de inkluderede studier i metaanalysen mod-
tager en dosis 1 den hgje kategori, og retningslinjer for studier med eksperimentel infektion af
kalve anbefaler en dosis pa 10° cfu pa to hinanden folgende dage, svarende til omkring 100
mg vadvaegt per dosis (Hines et al. 2007). I tabel 2 ses en oversigt over studier med eksperi-

mentel infektion af kalve og de anvendte doser. Kun ét af studierne anvender doser 1 den lave

kategori.

e T e
Lepper et al. 1989 200mg vadvaegt delt i fire doser svarende til* 2x10° cfu oralt
McDonald et al. 1999 6g vadvaegt delt i tre doser svarende til* 6x10° cfu oralt
Waters et al. 2003 6,4x10” cfu delt i 16 doser i tonsillzere krypter
Van Roermund et al. 2007 Opstaldning mellem MAP-udskillende keer i tre maneder
Bannantine et al. 2008 6,4x10" cfu delt i 16 doser i tonsillzre krypter
Kawaji et al. 2012 Forsog 1: 5,1x10'" cfu delt i tre doser oralt

Forseg 2: 2,1x10%-3,3x10® cfu delt i tre doser oralt
Santema et al. 2012 1,8x10* - 3,6x10° cfu (estimat) fordelt pa ni doser oralt

Mortier et al. 2013 og 2014a+b Lav dosis: 1x10® cfu delt i to doser oralt
Hoj dosis: 1x10'° cfu delt i to doser oralt

Corbett et al. 2017 5x10° cfu delt i to doser oralt

Begg et al. 2018 Forsog 1: 9,6x10° cfu delt i tre doser
Forseg 2: 9,5x10° cfu delt i tre doser
Forsog 3: 1,37x10" cfu delt i tre doser

Corbett et al. 2018 Lav dosis: 1x10® cfu delt i to doser oralt
Mellem dosis: 5x10° cfu delt i to doser oralt
Hoj dosis: 1x10'° cfu delt i to doser oralt

Tabel 2: Oversigt over doser anvendt i eksperimentelle studier naevnt i opgaven.
® under antagelse af, at 1mg vadvaegt svarer til 10’ cfu (Whittington et al. 2004)

Ved inokulation af kalve under ¢t ar i forskellige aldersgrupper og ved forskellig dosis blev
der pévist positive vaevspraver i alle alders- og dosisgrupper. Hgjere dosis gav svarere lesio-

ner og flere omrdder i tarmepitelet med positiv dyrkning. Der var tegn pa, at kalve inokuleret



under seks-méneders alderen havde flere positive vaevsdyrkninger og svarere histologiske
laesioner (Mortier et al. 2013), men opfelgningsperioden var leengere end for de @ldre dyr,

hvormed sammenligning af aldersgrupperne er vanskelig.

Betydning af koens status

Smitte fra ko til kalv umiddelbart efter keelvning anses for at vare den vigtigste transmissi-
onsrute for paratuberkulose (Sweeney 1996), og oral optagelse af MAP kan ske via fekalt
kontamineret miljo, kolostrum eller malk fra smittefarlige koer. Der er evidens for, at moder-
dyrets status pdvirker kalvens risiko for at blive smittet med MAP, og studier har vist en oget
risiko for seropositivitet hos kaer fodt af en seropositiv ko (Aly and Thurmond 2005;
Woodbine et al. 2009; Nielsen et al. 2016). Nielsen et al. (2016) finder, at risikoen for at ud-
vikle et antistofrespons er 2,5 gange storre for koer fodt af keer, der tester ELISA-positiv for
eller op til otte méineder efter kalvning, end blandt keer fadt af keer, der aldrig tester ELISA-
positiv. Der ses signifikant sterre odds-ratio for udvikling af antistofrespons mod MAP hos
datteren, hvis koen tester positiv for kelvning eller op til 0,67 ar efter kaelvning. Risikoen er
tre gange storre for keer fodt af keer, der tester ELISA-positiv adskillige méneder for kelv-
ning, end for keer fodt af keer, der aldrig tester ELISA-positiv. Antognoli et al. (2007) har
pavist eget forekomst af cellemedieret immunrespons i form af IFN-y blandt kalve fodt af
koer, der udskiller MAP i feces omkring keelvningstidspunktet, hvilket tyder pd, at kalve fodt
af smittefarlige koer har gget risiko for at blive smittet. Styrken i studiet er dog lav, hvorfor
der er brug for en storre stikprovesterrelse.

Der er ikke entydig evidens for, hvorvidt moderens infektionsstatus pavirker kalvens ud-
skillelse af MAP i faeces. Bolton et al. (2011) finder en tendens til, at MAP udskillelse fore-
kommer 2,3 gange oftere hos kvier fodt af ELISA-positive keer sammenlignet med kvier fodt
af ELISA-negative madre. I en bes@tning med en pravalens pa 6,5% baseret pd ELISA-
malinger er der fundet signifikant forskel pd faekal udskillelse hos kalve fodt af keer, der ud-
skiller MAP omkring kelvningstidspunktet, sammenlignet med kalve fodt af keer, der ikke
udskiller MAP omkring kalvningstidspunktet med en relativ risiko pd 4,7. Sterstedelen af de
MAP-positive kalve udskiller MAP 1 faeces omkring dag 180, og MAP kunne detekteres i
faeces hos de samme kalve omkring dag 360 (Wiszniewska-Laszczych et al. 2017). Pithua et
al. (2010) finder derimod ingen evidens for, at kalve fodt af keer, der udskiller MAP i faeces
omkring kalvning, har eget risiko for at udskille MAP i faeces de forste 90 levedegn. I studiet
indgér 60 ko-kalve par, men blot fem af disse koer (8%) udskiller MAP i feces omkring
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kaelvningstidspunktet. Dermed er den eksponerede kohorte betydelig mindre end den uekspo-
nerede kohorte, hvormed studiet muligvis mangler statistisk styrke.

Hvorvidt koens MAP-status gger risikoen for, at kalven udskiller MAP i feces, er athen-
gig af prevalensen 1 bes@tningen. | lavpravalente besetninger oger koens MAP-status kal-
vens risiko for at udskille MAP i faces, mens kalve, der vokser op 1 et kontamineret miljo, er
i risiko for at udskille MAP i feces uathangigt af koens status (Woodbine et al. 2009;
Eisenberg et al. 2015), hvilket formentlig skyldes hgjere smittepres 1 bes@tninger med hgj
pravalens og flere MAP-bakterier 1 miljoet. Samtidig er risikoen for serokonvertering og for
udskillelse af MAP i faces hojere for keer fodt i feelles kaelvningsbokse sammenlignet med
keer fodt i enkelt keelvningsbokse (Pithua et al. 2013), hvilket formentlig heenger sammen

med oget miljokontaminering i felles kaelvningsbokse.

Pavisning af antistoffer

Et humoralt immunrespons i form af antistoffer er blevet pavist regelmassigt hos kalve fra
10-12 méneder efter eksperimentel infektion ved brug af ELISA (Lepper et al. 1989), og nye-
re studier har vist mulighed for tidligere pavisning af antistoffer. I et longitudinelt studie med
eksperimentel infektion af kalve 1 forskellige aldersgrupper fandt man ved brug af en kom-
merciel ELISA minimum én positiv ELISA-maling hos 21 ud af de 50 kalve svarende til
42%. Positive resultater optrddte tre-fire maneder efter inokulation. Alder ved infektion og
infektionsdosis pavirker antistofresponset, hvor kalve, der inficeres op til seks-maneders alde-
ren, har sterkere antistofrespons, end dem der inficeres senere, og hej infektionsdosis resulte-
rer i sterkere antistofrespons. Hos kalve, der inokuleres ved 12-maneders alderen, starter anti-
stofproduktionen derimod tidligere efter inokulation, end hos de kalve, der inficeres ved yngre
alder (Mortier et al. 2014a). En mulig forklaring er, at immunsystemet endnu ikke er fuldt
udviklet hos helt unge dyr (Chase et al. 2008).

Hos ungkveg er der fundet forskellige antistof-respons-profiler; persisterende respons, bi-
modalt respons og peak-respons, men det er ikke alle kalves antistof-respons, der passer ind i
en af de tre kategorier. Der er stor individuel variation i antistof-respons, og der er ikke fundet
nogen tydelig sammenhang mellem dosis eller alder ved infektion og antistof-respons-
profiler (Kawaji et al. 2012; Mortier et al. 2014a).

Fa studier har undersogt forekomsten af MAP-antistoffer blandt naturligt inficerede ung-
dyr, men Woodbine et al. (2009) fandt en seropravalens pa omkring 8% blandt kalve op til tre

maneder gamle og en seropraevalens pa 4% hos kalve mellem tre og seks méaneder, hvorefter
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seropravalensen falder til 0%. Ungdyrene i studiet viser seropositivitet igen efter 13-15 ma-
neder, og nar de er over 19 méneder.

Flere studier har fokus pé at identificere nye antigener til tidligere detektion atf MAP-
smittede individer. I et studie med lipoarabinomannan-baseret ELISA findes et antistofre-
spons 134 dage efter eksperimentel infektion, mens en kommerciel ELISA ikke finder anti-
stofrespons i1 serum i lebet af studiets 320 dage hos de tre inkluderede kalve (Waters et al.
2003). Ved brug af protein-baserede immuno-assays er der fundet antistofrespons tidligt efter
inokulation; 70 dage efter eksperimentel infektion findes antistofrespons hos begge kalve i
studiet af Bannantine et al. (2008), og det giver mulighed for udvikling af andre antigener til
tidligere pavisning af MAP. Et antistofrespons mod MAP stress-associerede proteiner er ble-
vet pavist allerede to uger efter inokulation, og disse stress-associerede proteiner spiller mu-
ligvis en rolle 1 et tidligt humoralt immunrespons mod MAP. 14 ud af 16 inokulerede kalve
havde et positivt antistofrespons mod mindst én af de nyfundne antigener i labet af 30 uger,
mens kun to af 16 inficerede kalve i studiet havde et positivt antistofrespons baseret pa en
kommerciel ELISA (Kawaji et al. 2012). P4 nuvarende tidspunkt er det ved brug af kommer-
cielle ELISA forst muligt at pdvise et antistofrespons forholdsvist sent i infektionen, mens der

eksperimentelt er vist mulighed for tidligere pavisning ved brug af nyfundne antigener.

Anvendelse af ELISA til diagnostik af paratuberkulose

Tidlig diagnostik af paratuberkulose er udfordret af den lange inkubationstid og usikre di-
agnostiske tests. Antistof-ELISA pa malk anvendes hyppigt 1 forskellige kontrolprogrammer
for paratuberkulose, da den er hurtig og forholdsvis billig (Nielsen 2009b).

En lang raekke studier har undersogt sensitivitet og specificitet for en raekke forskellige
kommercielle antistof-ELISA, og bade sensitivitet og specificitet varierer markant athaengig
af sygdomsstadiet. Der er store variationer i studiedesign, testkomponenter og den sygdoms-
tilstand, man undersoger for, og det gor sammenligning vanskelig (Nielsen og Toft 2008).

Sandsynligheden for pavisning af smittede dyr ved brug af antistof-ELISA eges med alde-
ren, og der ses en tilneermelsesvis linear stigning fra 0,06 ved to-ars alderen til 0,50 ved fem-
ars alderen, mens sandsynligheden for pavisning af smittefarlige dyr ved antistof-ELISA ikke
er athengig af alderen (Nielsen og Toft 2006). Muligheden for at pavise smittede ungdyr ved
brug af antistof-ELISA er sdledes udfordret af en meget lav diagnostisk sensitivitet hos dyr
under to ar, da det humorale immunrespons udvikles sent. Den diagnostiske sensitivitet for
antistof-ELISA er hgjere hos dyr med klinisk paratuberkulose sammenlignet med dyr med

latent infektion, viser en undersegelse af fem kommercielle antistof-ELISA (Kohler et al.
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2008). Ved anvendelse af kommercielle ELISA er der fundet falsk positive resultater, som
skyldes miljomykobakterier (Osterstock et al. 2007), hvilket forer til lavere specificitet.

I Lepper et al. (1989) indgér eksperimentelt inficerede kalve med ménedlige blodprever til
ELISA og faecesprover til dyrkning. Her vises, at der sker en udskillelse at MAP 1 faeces 1 en
tidlig alder med hej forekomst omkring tre maneder, syv-otte maneder og igen omkring 20
mdneders alderen. Resultaterne viser, at nogle kalve med hej udskillelse af MAP i faces kan
vare negative 1 en ELISA, og at ELISA har lav sensitivitet, nar det gaelder kalve uden kliniske
tegn pa paratuberkulose. Derfor ber serum-ELISA ikke vare den eneste diagnostiske test, der

anvendes til pdvisning af MAP-infektion hos ungdyr.

Udskillelse af MAP i faeces

Kalve kan udskille MAP 1 faces helt ned til to uger efter inokulation med hej dosis, og jo
yngre kalven er ved inokulation jo hyppigere udskilles MAP 1 feeces. Ved tidlig inokulation
vil en hej dosis resultere i hyppigere udskillelse sammenlignet med lav dosis, mens denne
sammenhang ikke ses ved inokulation ved seks-méneders alderen eller over. Samtidig starter
udskillelsen senere ved inokulation ved hgj alder (Mortier et al. 2014b). En meta-analyse af
eksperimentelle studier finder, at storstedelen af kalve, der udskiller MAP tidligt, starter ud-
skillelse i1 lobet af seks maneder, og halvdelen er startet for tre maneder (Mitchell et al. 2012).
Der er pavist udskillelse af MAP tidligere end to uger efter inokulation, men denne anses for
at vaere passiv udskillelse af bakterien (Mortier et al. 2014b). Passiv udskillelse er pavist 1 op
til syv dage efter eksperimentel infektion (Sweeney et al. 1992), men det anbefales, at udskil-
lelse forst anses som varende aktiv 14 dage efter inokulation (Hines et al. 2007). Selvom kal-
ven ikke nedvendigvis er inficeret, kan den ved passiv udskillelse vare med til at sprede smit-
ten til andre modtagelige kalve.

Inokulationsdosis pévirker hyppigheden for udskillelse af MAP, men ikke meengden af
bakterier, der udskilles. Kalve inokuleret med tre forskellige doser i intervallet 10%-10" cfu
viste ingen signifikant forskel i maengden af MAP-bakterier udskilt, da de alle havde en aktiv
udskillelse omkring 10° MAP/g faeces (Corbett et al. 2018). Kalve udskiller ikke MAP konti-
nuerligt (Lepper et al. 1989; Santema et al. 2012; Mortier et al. 2014b; Corbett et al. 2017,
Begg et al. 2018). Santema et al. (2012) finder hyppig udskillelse atf MAP op til 200 dage
efter inokulation efterfulgt af stagnering i udskillelsen indtil omkring dag 500 efter inokulati-
on, hvorefter nogle af kvierne genoptager udskillelse af MAP. Begg et al. (2018) finder faekal
udskillelse hos 14/20 kastrater i perioden ni til 56 uger efter inokulation med top efter 21
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uger, og kun to af disse blev persisterende udskillere. Samtidig giver hgjere dosis en tidligere
og kraftigere infektion.

Der er fundet stor forskel pa udskillelsesmeonstre og udvikling af paratuberkulose blandt
eksperimentelt og naturligt inficerede kvaeg (Mitchell et al. 2015), hvor naturligt inficerede
kveeg starter udskillelse senere end de eksperimentelt inficerede. En stor andel eksperimentelt
inficerede kveeg bliver hejudskillere og har flere skift mellem hejt og lavt udskillelsesniveau.
De naturligt inficerede kvaeg er ofte lavudskillere eller intermitterende udskillere og kun en
lille andel bliver hegjudskillere, hvilket ofte resulterer 1 udsaetning.

Weber et al. (2010) forseger at kvantificere aldersgrupperne for begyndende faecesudskil-
lelse af MAP i malkekvagsbesatninger i Holland. Studiet konkluderer, at alderen for pébe-
gyndt udskillelse af MAP er kraftigt associeret med besatningspraevalensen. Kveag 1 hegjpree-
valente besatninger har et yngre aldersgennemsnit for start af udskillelse atf MAP end kveaeg 1
lavpraevalente bes@tninger. I besatninger med en tilsyneladende praevalens pd > 20% baseret
pa dyrkning af feces er andelen af kveeg, der starter udskillelse for to-ars alderen estimeret til
omkring 20%, mens det for bes@tninger med en tilsyneladende pravalens pa 5-10% kun er
omkring 4% af dyrene.

Bolton et al. (2011) tester ligeledes for MAP ved dyrkning af faeces fra kvier under to &r og
finder lige over halvdelen af de positive proveresultater at stamme fra kvier i alderen 7-14
maneder. Der er kun en lille andel af de inkluderede kvier, der udskiller MAP 1 faeces (2%),
og sterst risiko for at teste positiv findes ved en bes@tningspravalens pa over 10% baseret pa
arlige ELISA-mélinger pa malk. De foreslér at starte proveindsamling fra kvier i 7-14 mane-

ders alderen, hvis man ensker at pdvise MAP i feces efter naturlig infektion.

Anvendelse af PCR til pavisning af MAP i fzeces

Dyrkning pa faces anses som referencestandard til detektion af MAP i1 faeces, men PCR
kan bruges som et hurtigere alternativ. PCR baseret pa IS900 target-sekvensen bruges hyp-
pigt, da den leenge har veret anset for at vere specifik for MAP og have en relativ hej diagno-
stisk sensitivitet (Fang et al. 2002). Dog tyder studier pa, at andre Mykobakterier har gense-
kvenser, der ligner IS900 sa meget, at det kan give anledning til falsk positive resultater og
dermed lavere diagnostisk specificitet (Cousins et al. 1999; Englund et al. 2002; Tasara et al.
2005). Ved anvendelse af IS900 til pavisning af MAP findes langt flere dyr positive, end hvis
targetsekvensen f57 eller dyrkning anvendes (Wolf et al. 2015), hvilket kan skyldes den lave
detektionsgranse for IS900 eller falsk positive reaktioner. Et alternativ til IS900 kan vare

ISMAPO2, da den anses som vaerende MAP-specifik (Paustian et al. 2004; Sevilla et al.
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2014). IS900 forekommer 14-18 gange i genomet, mens ISMAPO2 forekommer 6 gange (Bull
et al. 2000; Paustian et al. 2004; Stabel and Bannantine 2005), hvorfor den diagnostiske sensi-
tivitet 1 teorien ma vere hgjere og den diagnostiske specificitet lavere ved brug af IS900 frem
for ISMAPO2. Ved at bruge IS900 og ISMAPO02 som targetsekvenser samtidig vil man kunne
oge den diagnostiske sensitivitet og specificitet ved pavisning af MAP, eventuelt i kombinati-
on med {57 (Irenge et al. 2009).

I en sammenligning af faekale DNA ekstraktionskits for IS900 og ISMAPO2 i Leite et al.
(2013) findes, at den diagnostiske sensitivitet for IS900 er op til 94,1% og for ISMAP02
76,5% alt efter, hvilket DNA ekstraktionskit, der anvendes. Generelt er der stor forskel i diag-
nostisk sensitivitet mellem de forskellige ekstraktionskits, sa det har stor betydning, hvilken
man anvender til detektion af MAP is@r ved lave koncentrationer. Ved lave koncentrationer
af MAP anbefales det at kore proverne gentagne gange for at age sandsynligheden for pdvis-

ning af bakterien (Fock-Chow-Tho et al. 2017).

Transmission mellem kalve

Ifolge Mortier et al. (2014b, 2013) ber kalve op til ét &r gamle anses som varende bade
modtagelige for smitten og smittefarlige, hvis man ensker at bekeempe paratuberkulose.
McDonald et al. (1999) mener ikke, at kalve, der udskiller MAP, bidrager til kraftig miljekon-
taminering, men at de stadig kan udgere en smitterisiko for modtagelige kalve, hvis de star i
gruppeopstaldning.

Under eksperimentelle forhold er der pdvist transmission fra inficerede kalve til naive kal-
ve 1 gruppeopstaldning. I 50% af de naive kalve kunne man, efter tre maneder i gruppeop-
staldning med eksperimentelt inficerede kalve, pavise MAP fra vaevsprover ved dyrkning. De
naive kalve udskilte MAP 1 faeces feerre gange end de eksperimentelt inficerede dyr og havde
samtidig farre positive vaevsprover. Efter gruppeopstaldningen blev de naive kalve opstaldet
individuelt 1 yderligere tre maneder, og i denne periode udskilte ingen af kalvene MAP 1 fe-
ces. Dette kan vare tegn pa, at den faekale udskillelse 1 gruppeopstaldningsperioden var passiv
udskillelse og ikke aktiv udskillelse fordrsaget af en infektion. Det kan dog vere et resultat af
nedsat hyppighed for preveindsamling efter endt gruppeopstaldning (Corbett et al. 2017), ef-
tersom den faekale udskillelse kan vere intermitterende (Mortier et al. 2014b). De positive
vavsprever er en indikation pa, at der er sket en infektion af naive kalve, men det er vanske-
ligt at afgere, hvorvidt den faekale udskillelse er aktiv eller passiv. Selvom kalve er i stand til
at udskille MAP til miljoet, udger det kun en lille smitterisiko for de andre kalve 1 gruppen
(Santema et al. 2012).
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Naive kalve opstaldet i teet kontakt med smittede koer, der udskiller MAP i feces, kan ef-
terfolgende overfore infektionen til andre naive kalve i gruppeopstaldning. Denne opsatning
viser bade horisontal transmission fra ko til kalv, men ogsé transmission fra kalv til kalv (van
Roermund et al. 2007). Kalvene eksponeres kraftigt i en lang periode, hvilket ikke afspejler
de almindelige opstaldningsforhold i malkekveagsbesatninger. Sdledes er betydningen for

transmission mellem kalve under naturlige forhold stadig ukendt.

Materialer og metoder
Studiedesign

Studiet er et observationelt retrospektivt kohortestudium, hvor kvierne er inkluderet i stu-
diet pa baggrund af deres eksponeringsstatus (Houe 2004). I studiet indgér tre kohorter af kvi-
er; en hgj-eksponeret kohorte, en middel-eksponeret kohorte og en lav-eksponeret kohorte.
Den hgj-eksponerede kohorte bestar af hgjrisiko-kvier - kvier fodt af hejrisiko-keer, som er
koer med positive ELISA-reaktioner for MAP i malk, i hejpravalente besatninger. Den mid-
del-eksponerede kohorte bestar af lavrisiko-kvier - kvier fodt af lavrisiko-keer, som er kaer
uden positive ELISA-reaktioner for MAP 1 malk, i hgjpravalente besatninger. Den lav-
eksponerede kohorte bestar af lavrisiko-kvier 1 lavpraevalente besatninger. I tabel 3 ses en

oversigt over de tre kohorter.

Kohorte Haej-eksponeret Middel-eksponeret Lav-eksponeret
Besztningspraevalens Hgj (3-8%) Hej (3-8%) Lav (0-2%)
Moderdyrets status Hgjrisiko-ko Lavrisiko-ko Lavrisiko-ko
Eksponering Hoj Middel Lav

Tabel 3: Oversigt over de tre kohorter med deres besatningspravalens, moderdyrets status og ekspone-
ringsgrad. En ko, der er testet ELISA-positiv, anses som en hgjrisiko-ko, mens en ko uden positive ELISA-
resultater er en lavrisiko-ko.

Rammer og population

I februar 2018 blev inklusionskriterier formuleret og besatninger, der medte disse kriterier,
blev kontaktet. Proverne blev indsamlet i1 perioden 5. — 9. marts 2018 1 malkekvagsbesatnin-
ger 1 Midt- og Sydjylland.

Inklusionskriterierne er deltagelse 1 Operation Paratuberkulose, bes@tningssterrelse pd mi-
nimum 150 keer, Salmonella Dublin Niveau 1, fri for Bovin Virus Diarré og beliggende i en

afstand pd maksimalt 100 km fra Brerup eller Tinglev.
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Hoj-eksponeret kohorte

Kvierne i1 den hgj-eksponerede kohorte blev udvalgt ud fra moderdyrets ELISA-malinger
pa mealk. Prover med en ELISA-verdi pé 0,0 til 0,3 anses som negative, mens pregver med en
ELISA-vardi over 0,3 sandsynligvis er positive. Kvierne blev udvalgt til den hej-eksponerede
kohorte ud fra udskriften ParaTB Risikokalve, hvor kalve fodt af hejrisiko-keer samt moder-
dyrets ELISA-maélinger for og i de forste to mélinger efter keelvning fremgér. Kvier i alderen
6-26 méneder fodt af keer med de hgjeste resultater i malingen for kaelvning eller de to forste

malinger efter keelvning blev valgt til preveindsamling.

Middel-eksponeret kohorte

Fra de samme hgjpravalente besatninger som den hej-eksponerede kohorte blev udvalgt
samme antal kvier fodt af lavrisiko-keer. Ved hjelp af CHR-registerets besatningsliste blev
der for hver kvie i den hej-eksponerede kohorte udvalgt en jeevnaldrende lavrisiko-kvie, der
var fedt indenfor + fem dage. Lavrisiko-kvien var sd vidt muligt fodt umiddelbart for hejrisi-

ko-kvien.

Lav-eksponeret kohorte

Ved hjelp af CHR-registerets besetningsliste blev der for hver kvie i den hgj-eksponerede
kohorte udvalgt en jeevnaldrende lavrisiko-kvie i en lavpravalent besatning, der var fodt in-
denfor + fem dage. S& vidt muligt var lavrisiko-kvien fodt umiddelbart for hejrisiko-kvien.

En oversigt over studiedesign er illustreret i figur 1.

Planlagt Endelige
stikprevestgrrelse stikprevestgrrelse

Hejnsiko-kwie (n =66)

/ngpra':valent besztning n=:63 \

Moderens Lavnisiko-kwie (n =66) 261 Stikprove

status \H::r-_i}:wrai'-rsdent besztning ; n=184
Lawr =

tko-kwie (n=65) n=>oU
evalent bes@tning

< l
Fadsel Datamndsamling
Januar 2016-september 2017 Marts 2018

Figur 1: Studiedesign og stikprevesterrelse. Til venstre ses den forudsete stikprovesterrelse i hver af de tre ko-
horter. Til hgjre ses den endelige stikprevesterrelse for hver kohorte. Tidslinjen reprasenterer retrospektivt
studiedesign, da kvierne er udvalgt 6-26 méneder efter fodsel ud fra deres eksponering ved fadsel. En hejrisi-
ko-kvie er en kvie fodt af en ko med positive ELISA-malinger omkring kelvning, og en lavrisiko-kvie er en
kvie fadt af en ko uden positive ELISA-mélinger omkring kalvning.
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Preveindsamling

Forud for preveindsamlingen blev der telefonisk indsamlet information om kalvningsbok-
se, handtering af paratuberkulose-keerne omkring kaelvning og handtering af maelken fra disse
koer. Antal arskeer og ydelse blev indhentet fra DMS negletalstjek.

Der blev indsamlet feecesprove, rektalsvaber og blodpreve fra kvierne. Faecespraven blev
indsamlet rektalt med engangshandske, og hvis der ikke kunne stimuleres faecesafgang, blev
proven indsamlet fra toppen af en nylig afsat kokasse observeret afsat under preveindsamling.
Svaberprgven blev podet ved at indfere svaberen 1 endetarmsabningen og kere rundt p slim-
hinden. Der blev anvendt ENat® svabere indeholdende 1ml Guanidin thiocyanat fra Copan
(Brescia, Italien). Blodet blev udtaget i et 10 ml BD vacutainer® (New Jersey, USA) serum-
ror med clot activator. For udtagning af blodpreven blev omradet klargjort med overfladedes-
infektion. Praktiske forhold afgjorde, om blodpreven blev udtaget fra halevenen eller jugular-
venen. Alle prover blev opbevaret i termokasser ved temperatur mellem 2 og 12 grader, helst
omkring 2-4 grader. Den 9. marts blev fecesprover og svabere afleveret hos DNA Diagnostic

1 Risskov, og blodpreverne blev afleveret hos Eurofins Steins laboratorium 1 Vejen.

Forklarende variable

De forklarende variable i studiet er alder i maneder, eksponering og besatningspravalens.
Eksponering er afgjort ud fra moderdyrets risikostatus og bes@tningspraevalens. En kvie fodt
af en hgjrisiko-ko 1 en hgjpraevalent besetning anses for at vere hgj-eksponeret, mens kvier
fodt af lavrisiko-keer 1 hgjpravalente besatninger er middel-eksponerede, og kvier fadt af

lavrisiko-keer i1 lavpravalente besatninger er lav-eksponerede.

Diagnostiske tests og outcome
Antistof-ELISA

Til pavisning af MAP-antistoffer 1 serum hos Eurofins Steins laboratorium blev der an-
vendt ID Screen® Paratuberculosis Indirect fra ID.vet (Grabels, Frankrig). Det er en indirekte
absorberet ELISA med oprenset MAP ekstrakt som antigen. ELISA-resultaterne angives som
en S/P%. Veardier under eller lig med 60% anses som negative, vardier over 60% og under

70% er inkonklusive, og vaerdier over eller lig med 70% anses som positive.

DNA Diagnostic MAP qgPCR
Til analyse af svabere og fecesprover for MAP blev der anvendt en multiplex gPCR med
targetsekvenserne IS900 og ISMAPO2 under udvikling hos DNA Diagnostic (Risskov). Ana-
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lysen indeholder en TAC (Internal Amplification Control), og der blev inkluderet en positiv og
negativ kontrol.

Resultaterne angives 1 Ct-vaerdier, hvor prever med en Ct-vardi under eller lig med 37 an-
ses som positiv, mens prover med en Ct-verdi over 37 anses som negative. Ct-verdi over
eller lig med 35 for IAC gor proven ugyldig, hvor den ber fortyndes med en faktor 10 og ko-
res 1 qPCR igen. Der kores 40 runder. En oversigt over anvendt ekstraktionskit, lyseringsme-

tode og PCR kit i analysen ses i tabel 4.

Ekstraktionskit Lyseringsmetode PCR kit
Alle faeces- og DNA Diagnostic MAP DNA Diagnostic MAP DNA Diagnostic MAP
svaberprever DNA extraction (under lysis (enzymatisk lysis +  qPCR

udvikling — baseret pa varmelysis)

centrifugering)
Otte udvalgte QIAamp® cador® Path-  Precellys 24 med Precel-  Qiagen MAP qPCR
hgjrisikoprever ogen Mini Kit (spin- lys VKOI rer (mekanisk

column baseret) (Qiagen, lysis) (Bertin Corp.,
Tyskland) Rockville, MD)

Tabel 4: Oversigt over ekstraktionskit, lyseringsmetode og PCR kit i de to qPCR-analyser for MAP. Alle faces-
og svaberprever blev analyseret med DNA Diagnostics MAP qPCR, og otte prover fra hejrisiko-kvier blev ud-
valgt til yderligere analyse med Qiagen MAP qPCR.

Qiagen MAP qPCR

Efter forste analyse af alle faecesprover med multiplex qPCR blev otte hejrisikokvier med
stor risiko for udskillelse udvalgt til analyse med Qiagen MAP qPCR. En oversigt over eks-
traktionskit, lyseringsmetode og PCR kit ses i tabel 4. Kriterier for udvealgelse var en alder pa
6-12 méneder eller over 20 méineder samt hgje ELISA-mélinger hos moderdyret omkring
kaelvning.

Der blev inkluderet negativ og positiv kontrol samt en IAC i analysen. Med denne metode
var prover med en Ct-vaerdi under eller lig med 35 positive, mens prover med en Ct-vaerdi

over 35 anses som negative.

Definition af sygdomstilstande

Sygdomstilstandene smittet og smittefarlig er defineret af Nielsen og Toft (2008). Smittede
kvier er inficeret med MAP og har udviklet et paviseligt immunrespons. De er dermed ELI-
SA-positive. PCR-positive kvier kan vare smittede, men da udskillelse kan vare passiv, er et

positivt PCR-resultat ikke ensbetydende med infektion.
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Smittefarlige kvier udskiller MAP i feeces og udger dermed en smitterisiko for modtagelige
dyr. Smittefarlige kvier er PCR-positive, men ikke nedvendigvis ELISA-positive, da de kan

vare passive udskillere eller endnu ikke er serokonverteret.

Bias

Aldersbaseret selektionsbias er forsegt elimineret ved at aldersmatche kvierne séledes, at
aldersfordelingen bliver ens i alle tre kohorter. Aldersgruppen er valgt ud fra eksisterende
litteratur.

Healthy-worker effekten er undersegt for ved gennemgang af besatningernes udsattelser
og salg af ungdyr. Ingen af de inkluderede besatninger udsatter systematisk risikokalve.

De tilgaengelige diagnostiske tests til pavisning af paratuberkulose har varierende sensitivi-
tet og specificitet. Det kan give risiko for misklassifikation af sygdomsstatus, hvilket er et

generelt problem ved diagnostik af paratuberkulose.

Stikprevestorrelse

Den planlagte stikprovesterrelse i studiet var 197 kvier fordelt pa tre kohorter; 66 kvier 1
den hgj-eksponerede kohorte, 66 kvier 1 den middel-eksponerede kohorte og 65 kvier 1 den
lav-eksponerede kohorte. Med antagelse om, at nogle kvier udgir under proveindsamlingen,

laves beregningerne med en stikprovestarrelse pd 60 kvier i hver kohorte.

Stikproveberegninger til detektion af positive kvier i den haj-eksponerede kohorte

Risikoen for at veere smittet med paratuberkulose er storst 1 den hej-eksponerede kohorte
(Nielsen et al. 2016). Populationen af hejrisiko-kvier i aldersgruppen 6-26 maneder i de in-
kluderede bes@tninger er 139 kvier. En stikprevesterrelse til pavisning af sygdom 1 en popula-
tion er givet ved (Houe 2004):

o= (i-a-p)-(r-25)

Hvor n er stikprovesterrelsen, P er sandsynligheden for at pdvise minimum ét positivt dyr,
D er forventet antal positive dyr i populationen, og N er populationssterrelsen. I en population
pa 139 vil det kreeve minimum fem positive dyr 1 populationen for med 95% sikkerhed at

kunne pavise minimum ét positivt dyr med en stikprave pa 60.

60 = (1 -(1- 0,95)%) * (139 — ?)

4
D =52
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Med fem positive dyr i en population pa 139 vil praevalensen vere:

D5 0036
P=NT139 " 7

Med en stikprovestorrelse pa 60 skal preevalensen i den hgj-eksponerede kohorte vare mi-
nimum 3,6% for med 95% sikkerhed at kunne pévise minimum ét positivt dyr. En lavere pre-
valens vil dermed krave en storre stikprove.

Beregningerne antager, at den diagnostiske sensitivitet og specificitet er 100%. Den diag-
nostiske specificitet anses generelt for at veere hej (Nielsen og Toft 2008), mens sensitivitet
varierer. Ved brug af PCR antages hgj diagnostisk sensitivitet for pavisning af MAP i feces
og dermed pévisning af smittefarlige kvier (Fang et al. 2002; Taddei et al. 2004; Irenge et al.
2009).

For pavisning af smittede kvier ved brug af antistof-ELISA antages den diagnostiske sensi-
tivitet at veere lav pa grund af sen udvikling af antistofrespons. Ved en sensitivitet pa 0,06 til
pavisning af smittede kvier omkring to-ars alderen (Nielsen og Toft 2006) vil den tilsynela-
dende prevalens vere p * Se og dermed vil antal paviselige smittede dyr veere (Houe 2004):

D=Sexp*N=0,06%0,036+139=0,3

Hvor Se er testsensitivitet, p er praevalensen, D er forventet antal positive i populationen og

N er populationssterrelse. Stikprevestorrelsen skal i dette tilfelde vere langt storre pa grund

af lav sandsynlighed for pavisning af smittede dyr.
1 03—-1
n= (1 -1 - 0,95)0,3) * <139 - T) =139
For at pdvise smittede dyr 1 populationen kraeves séledes alle dyr undersogt.

Stikproveberegning til test af relativ risiko

Stikprevesterrelse til test af en given relativ risiko kan beregnes ved brug af felgende formel:

(Zl_a*J(Z*W)*<1—w>+4§*\/RR*p*(1—RR*p)+p*(1—p)>2

(RR — 1)? = p?

Hvor n er stikprovestorrelse, p er praevalens, RR er relativ risiko, signifikansniveau er 5% 1
en ensidig test (Z;, = 1,64), og styrken er 80% (Zs= 0,84) (Houe 2004). I tabel 5 ses stikpro-
vestorrelser ved forskellig praevalens og relativ risiko.

Med en stikprovestorrelse pd 61 kvier 1 hver kohorte og en prevalens pd 4% i reference-
gruppen kan pavises en relativ risiko pa 4,5. Hvis den relative risiko er mindre, vil den derfor
ikke kunne pavises med denne stikprovesterrelse. Onskes en relativ risiko pd 2,5 (Nielsen et
al. 2016) pavist, skal preevalensen i referencegruppen vere 12,5% med en stikprevestorrelse

pa 60 kvier 1 hver kohorte.
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Stikprevestorrelse (n)
Pravalens (p)

0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,15 0,2

3013 1468 953 695 540 334 231
463 223 143 103 79 47 31
163 77 48 34 25 14 8
131 61 38 26 20 10 6
51 23 13 8 6 - -

Tabel S: Stikprovesterrelser ved forskellige kombinationer af pravalens og relativ risiko.
Post hoc stikpreveberegning

P& baggrund af negative resultater pa samtlige prover kan udferes beregninger til at finde,
hvor mange positive kvier, der maksimalt kan vere 1 den hgj-eksponerede kohorte med fol-

gende formel:

D=<1—(1—P)%)<N—n;1)

Hvor D er forventet antal positive, P er sandsynligheden for at padvise minimum ét positivt
dyr, N er populationssterrelse og n er stikprovesterrelse (Houe 2004).
I tilfelde af at alle kvier tester negativt, vil den maksimale pravalens p i den hgj ekspone-

rede kohorte veret givet ved (Houe 2004):

=
I
= o

Resultater

Besztninger og dyr

22 hejpravalente besatninger medte inklusionskriterierne, og ud af dem var 13 interesseret
1 at deltage 1 projektet. Fem besatninger blev fravalgt; to pa grund af deres beliggenhed, én
bes@tning pd grund af udsatning af hejrisiko-kvier, én besatning pd grund af manglende kon-
takt og den sidste pa grund af manglende mulighed for deltagelse i dataindsamlingsperioden.
De otte hojpravalente besatninger har en tilsyneladende praevalens péd 3-8% af ELISA-
positive koer 1 seneste méling.

Ud fra inklusionskriterierne blev fem besatninger udvalgt med en pravalens pa 0 for ELI-
SA-positive keer i1 de to seneste malinger. Deraf blev tre kontaktet, hvoraf én besatning matte
udgd, da den havde hgjrisiko-kvier i besetningen. De to lavpravalente besatninger har en
tilsyneladende pravalens pa hejst 2% og nul keer, der er testet positiv i de to seneste mélin-

ger. Kvier fra de to sidstna@vnte besatninger udger den lav-eksponerede kohorte.
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Besatningerne har mellem 157 og 1082 arskeer og en arsydelse mellem 8992 og 11393 kg
EKM pr ko. Syv bes@tninger har felles keelvningsbokse, mens de resterende tre anvender
enkelt kaelvningsbokse. En af besatningerne har separate kalvningsbokse til keer med para-
tuberkulose, og de resterende ni har ingen separate kalvningsbokse til hejrisiko-keer. En ud
af ti af besatningerne bruger ramalk fra hojrisiko-keer til fodring af kviekalvene. Tabel 7
viser en oversigt over de deltagende besatninger. Ydelse og antal arskeer stammer fra DMS

nogletalstjek for perioden marts 2017 til februar 2018.

Kvierne

Der blev indsamlet prover fra 180 kvier og fire nykelvere i 10 forskellige bes@tninger del-
tagende 1 Operation Paratuberkulose. Figur 1 1 afsnittet om materialer og metoder giver et

overblik over den planlagte og endelige stikprovestorrelse.

Hoj-eksponerede kohorte

139 kvier i1 de hgjpravalente besatninger 1 aldersgruppen 6-26 méineder er fodt af en hojri-
siko-ko. Ud af de 139 blev der udvalgt 66 kvier fodt af keer med de hojeste mélinger, hvorfra
tre kvier udgik; én var blevet solgt, og to kunne ikke findes. Siledes blev der i alt indsamlet
prover fra 63 hegj-eksponerede kvier fodt af 62 hejrisiko-keer, da der indgér et tvillingepar.
Der blev indsamlet 63 faecesprover, 63 svabere og 62 blodprever fra kohorten, da det ikke var
muligt at {4 en blodpreve fra én af kvierne. To af svaberne blev ikke analyseret pa grund af
for lidt indhold 1 mediet.

Alle moder-keer har maksimalt én méling under 0,4 og resten over. Fem koer har ingen
ELISA-maling for kelvning, men har hgje vaerdier 1 de to malinger efter kelvning. Syv keer
har kun én ELISA-maling; én pd 0,8 og resten pa 1,8 eller derover. Fire koer er ELISA-
negative for kalvning, men positive efter keelvning, og fire andre koer har én negativ méling
efter kelvning. I bilag 1 ses en oversigt over alle inkluderede kvier samt hgjrisiko-keernes

ELISA-maélinger.

Middel-eksponerede kohorte

Der blev udvalgt 66 kvier fodt af lavrisiko-keer i de otte hgjprevalente bes@tninger. Heraf
udgik fem kvier; én var blevet solgt, og fire kunne ikke findes. Der blev indsamlet 61 fz-
cesprover, 61 svabere, 61 blodprover. En af faecesproverne blev ikke afleveret og én af sva-

berne blev ikke analyseret pd grund af for lidt indhold i mediet.
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Lav-eksponerede kohorte
I de to lavpravalente besatninger blev der udvalgt 65 kvier, hvoraf der udgik fem kvier; én
kunne ikke indfanges, og de andre fire kunne ikke findes. Der blev indsamlet 60 facesprover,

60 svabere og 60 blodprover fra den lav-eksponerede kohorte. I tabel 6 ses antal analyserede

prover for hver kohorte.

Antal prever i hver Svabere Feecesprover Blodprever

kohorte

Middel-eksponeret

I alt

Tabel 6: Oversigt over antal analyserede prever i de tre kohorter.
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Bes®tnings- | Racefordeling Antal | Arsydelse | Tilsyneladende | Sand prz- | Kelvnings- | Kalvning hejrisiko- | Fjernelse Héndtering Antal Reduceret

nummer arskeer pr. ko przevalens® valens® boks keoer af kalv af ramzelk kvier i | preveudtagning
(kg EKM) studiet
2 89% Holstein 1082 11.168 3% 3% Enkelt Separate kelvnings-  Hurtigst Ingen hensyn- Siden
8% Krydsning bokse til hgjrisiko- muligt tagen til ko- 23.07.2009
3% RDM keoer ens status
4 99,5 % Jersey 454 9.604 4% 5% Enkelt Ingen separat keelv- Hurtigst Ingen ramaelk Siden
0,5% krydsning ningsboks til hegjrisi-  muligt fra hgjrisiko- 01.01.2010
ko-kaer. kaer til kvie-
kalve.
6 98% Holstein 468 11.393 4% 5% Enkelt Ingen separat keelv- Hurtigst Ingen ramaelk Siden
2% Krydsning ningsboks til hgjrisi-  muligt fra hejrisiko- 12.07.2009
ko-kaer. kaer til kvie-

kalve.



96% Jersey 1068
4% Krydsning

93% Holstein
7% Krydsning

Tabel 7: Oversigt over besatninger. Besatning 1-8 er de hgjpraevalente besatninger, og 9-10 er de lavpraevalente besatninger.

a. Preevalens for keer, der er testet positiv ved seneste kontrol.
tilsyneladende prevalens+Sp—

b. Udregnet ud fra sand preevalens =

c. Pkologiske besatninger.

d. Ingen keer, der er ELISA-positive i de seneste to malinger.

Ingen separat kaelv-

ningsboks til hejrisi-

Ingen separat kaelv-

ningsboks til hejrisi-

og en diagnostisk sensitivitet pad 60% (Kirkeby et al. 2015).

Ingen ramaelk Siden
fra hejrisiko- 30.09.2015
keer til kvie-

kalve.

Ingen ramaelk -
fra hejrisiko-
keer til kvie-

kalve.



Alders- og racefordeling

Den yngste kvie var 5,9 méneder og den &ldste 25,7 maneder ved preveindsamling. Forde-
lingen af alderen i1 de tre kohorter er illustreret 1 figur 2. Medianen for hej-eksponeret, middel-

eksponeret og lav-eksponeret er henholdsvis 15,1, 16,1 og 15,6 maneder.

Aldersfordeling

14
B Hgj-cksponeret

12
B Middel-eksponeret

B Lav-eksponeret

Antal kvier

[5-6] [7-8] [9-10] [11-12] [13-14] [15-16] [17-18] [19-20] [21-22] [23-24] [25-26]
Alder i maneder

Figur 2: Aldersfordeling for kvierne i den endelige stikpreve i de tre kohorter.
Racefordelingen var 104 Jersey, 62 Holstein, 16 krydsninger og to RDM. Racefordelingen for

de tre kohorter ses 1 figur 3.

40 Racefordeling
W Hgj-cksponeret
. ® Middel-eksponeret
5 2(5) B Lav-eksponeret
>
g 20
Z15 -
10 -
0 - r— S— .
Holstein Jersey RDM Krydsning

Race

Figur 3: Racefordeling i den endelige stikprove i de tre kohorter.
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Pavisning af antistoffer i serum ved brug af ELISA

Alle antistof-ELISA pa serum var negative. S/P%-vardierne ligger i intervallet 0-31 med

en median 1 alle tre kohorter pa 0. Fordelingen af S/P% ses 1 figur 4, og verdierne for de en-

kelte kvier ses i bilag 1.

45

Fordeling af S/P%-vardierne

40

B Hgj-eksponeret

Middel-eksponeret

B Lav-eksponeret

0 A IIIJI . II . | | | |

S/P%

0123456728 910111213141516171819202122232425262728293031

Figur 4: Fordelingen af S/P% for serum-ELISA i de tre kohorter. Vardier under eller lig med 60% anses som

negative.

Pavisning af MAP i fzeces ved brug af gPCR
DNA Diagnostic MAP gPCR

Ud af de 184 rektalsvabere var 181 negative og tre ugyldige. Alle 183 facesprover var ne-

gative. 65 af fecesproverne var ugyldige efter forste analyse i qPCR, og efter fortynding med

en faktor 10 blev de analyseret igen. Seks af de 65 kreevede endnu en fortynding med en fak-

tor 10, for de testede negative. Resultater pad svabere og feecesprover for de tre kohorter ses i

tabel 8 og i bilag 1 ses resultaterne for alle kvier pd individniveau.
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Hoj-

eksponeret

Middel-

- e
Lav-

eksponeret

Tabel 8: Oversigt over resultaterne for pavisning af MAP ved brug af DNA Diagnostic MAP qPCR for rek-
talsvabere og feecesprover fordelt pa de tre kohorter.

Qiagen MAP qPCR
Alle prover var negative. I én af de otte prover blev der pavist lave mengder MAP DNA

med en Ct-veerdi pd 36. De resterende syv prover viste intet respons i lebet af 40 runder. Re-

sultaterne for de enkelte kvier ses i tabel 9.

6,3 Holstein Negativ
4,1 Holstein Negativ
8,1 Jersey Negativ

10,9 Jersey Negativ

Tabel 9: Otte udvalgte hgjrisiko-kvier til analyse med Qiagen MAP qPCR. Ct-vardi under eller lig med 35 er
positive, mens prever med en Ct-vaerdi over 35 anses som negative.

Post hoc stikpreveberegning
Det mulige antal positive kvier, D, i en population pa 139 ud fra negative resultater pa alle

63 kvier i stikpreven beregnes med formlen:

= (1 —(1- 0,95)6—13) (139 - ?) =5

5
P —@— 0,036
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Med en stikprevesterrelse pa 63, hvor alle resultater er negative, kan der maksimalt vere
fem positive kvier i en populationssterrelse pa 139 hgjrisiko-kvier under antagelse af perfekt

diagnostisk test svarende til en pravalens pa 3,6%.

Diskussion

Opsummering af resultater

Det har ikke veret muligt at pavise antistoffer mod MAP i serum ved brug af ELISA eller
bakterien 1 faeces ved brug af DNA Diagnostic MAP qPCR i dette studium. Ved anvendelse af
Qiagen MAP qPCR var det muligt at pdvise et lavt antal MAP-bakterier hos én ud af otte hej-
risiko-kvier, dog med en Ct-verdi pa 36, hvilket ligger under detektionsgransen for positive
prover. Den sidstnevnte qPCR med tilsvarende ekstraktions- og lyseringsmetode anses som
den mest sensitive og derfor velegnet til pavisning af lave udskillelsesniveauer (Odumeru et

al. 2001; Fock-Chow-Tho et al. 2017).

Smittede kvier

For pdvisning af smittede kvier kan negative resultater enten vere sandt negative - altsa at
kvien ikke er smittet - eller falsk negative, hvor kvien er smittet, men det ikke har veeret mu-
ligt at pavise det. De mulige arsager til de negative resultater for pavisning af smittede ungdyr

ses 1 figur 5.

Lav prevalens

Sandt negativ
(Ej smittet)

Management

Lav eksponering

Koens udskillelse

omkring kaelvning
Negativt testresultat ved
avisning af smitt .
pav1sn1nkgvailersm1 ede Udskillelse endnu
ikke startet
Kontrol over
infektionen
Ingen
] serokonvertering
Falsk negativ Lav diagnostisk
(Smittet) sensitivitet
Varierende
antistofniveau

Figur 5: Oversigt over arsager til sandt negative og falsk negative, hvis maletilstanden er pavisning af smittede
kvier.
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Sandt negative - kvien er ikke smittet med paratuberkulose

En mulig arsag til sandt negative resultater er den lave pravalens péa besatningsniveau i
Danmark. Ifelge kvegvet er medianen for praevalensen af paratuberkulose 1 bes@tninger i
Operation Paratuberkulose 1,6% pr. 25. juni 2018 (Seges 2018). Det mé kunne antages, at en
lav praevalens resulterer i et lavere smittepres 1 bes@tningen og dermed lavere risiko for at
blive smittet. Preevalensen for ELISA-positive keer 1 seneste mdling i1 de deltagende hejpree-
valente besatninger ligger mellem 3 og 8%, hvormed smittepresset 1 bes@tningerne antages at
vare forholdsvist lavt.

En anden &rsag til sandt negative resultater for pavisning af smittede kvier kan vare lav
eksponering pa grund af managementfaktorer, sdsom hurtig adskillelse af ko og kalv og ingen
rdmealksfodring med maelk fra MAP-positive keer, eller pa grund af lav udskillelse hos mo-
derdyret omkring kalvnings-tidspunktet. En positiv ELISA-méling er en indikator for, at ko-
en udskiller MAP-bakterier eller begynder i den nermeste fremtid (Nielsen 2008), og selvom
ELISA-malingerne kan vere fluktuerende, oger hoje ELISA-malinger sandsynligheden for, at
koen er hgjudskiller (Toft et al. 2005). Hejrisiko-kvier fodt af keer med de hegjeste ELISA-
malinger for eller 1 de forste to mélinger efter kaelvning i hver besatning blev udvalgt for at
opna sterst sandsynlighed for udskillelse af MAP omkring kalvning og dermed eksponering
af kalven. Kaer med hej feekal udskillelse af MAP i faeces har sterre risiko for at udskille
MAP i kolostrum end dem med lavgradig fakal udskillelse, hvorfor de hegjtudskillende koer
udger den sterste risiko for transmission til kalven (Streeter et al. 1995). Den postnatale
transmission til kalvene kan forega via oral optagelse af MAP bakterier fra et kontamineret
milje eller direkte via kolostrum og melk (Sweeney 1996). Ved at fjerne kalven hurtigt fra
koen og ved kun at bruge rdmalk fra lavrisiko-keer md man formode, at den postnatale eks-
ponering minimeres i de deltagende besatninger og kan dermed vare forklaring pa sandt ne-
gative resultater. Pé trods af lavt smittepres og begranset postnatal eksponering, er der stadig
risiko for in utero transmission af kalve fadt af smittede koer - risikoen er dog hgjest for keer
med klinisk paratuberkulose (Whittington og Windsor 2009).

Selvom lav praevalens og god management kan vare med til at minimere smitterisikoen,
synes det usandsynligt, at alle resultater er sandt negative. Ifolge Nielsen et al. (2016) er risi-
koen for at vare smittet 2,5 gange sa stor for keer fodt af hojrisiko-keer, der tester ELISA-
positiv for kaelvning eller op til otte maneder efter kaelvning, end for kalve fadt af lavrisiko-

kaer, hvorfor der sandsynligvis er smittede kvier i den hej-eksponerede kohorte.
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Falsk negative - kvien er smittet med paratuberkulose

Arsager til falsk negative resultater kan vare, at kvien har kontrol over infektionen og der-
for endnu ikke er serokonverteret og ikke udskiller bakterien 1 faeces (Sweeney 2011). Ved
eksperimentel infektion med MAP giver hgjere dosis tidligere antistofrespons, mens lavere
dosis giver et lavere antistofrespons og senere serokonvertering, nar kalvene inficeres i de
forste seks levemaneder (Mortier et al. 2014a). De doser, der anvendes 1 Mortiers studie, ka-
tegoriseres som mellem eller hgj dosis jevnfer de kategorier beskrevet i Mitchell et al.

(2012). Dosis ved naturlig infektion i danske bes@tninger formodes at vere lavere end de do-
ser anvendt i eksperimentelle studier, hvilket kan fore til senere serokonvertering og dermed
vare arsag til de negative ELISA-resultater. Smittede kvier kan have varierende antistofni-
veau, der gor, at de ikke nedvendigvis er konstant positive 1 antistof-ELISA (Mortier et al.
2014a). Nogle af kvierne kan séledes tidligere have haft et positivt antistofrespons, som ikke
kunne pavises pa dagen for preveindsamling.

En anden indspillende faktor er den diagnostiske sensitivitet. Sandsynligheden for at pavise
smittede kvier ved brug af serum-ELISA og dyrkning af faeces er lav hos kvier 1 to-ars alderen
og eges med alderen, idet infektionsprogression gger den diagnostiske sensitivitet (Nielsen og
Toft 2006). Samtidig er PCRs evne til at pdvise smittede kvier antagelsesvis lav, sa lenge

kvien ikke er smittefarlig.

Smittefarlige kvier
Der er ligeledes mange mulige arsager til de negative resultater for pavisning af smittefar-

lige ungdyr, hvilket er illustreret i figur 6.
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Figur 6: Oversigt over arsager til sandt negative og falsk negative, hvis maletilstanden er pavisning af smittefar-
lige kvier.

Sandt negative - kvien er ikke smittefarlig

Sandt negative resultater betyder, at kvien ikke udskiller MAP 1 faeces og dermed ikke er
smittefarlig. Mulige arsager hertil kan vere, at kvien ikke er inficeret med MAP, eller at kvien
har kontrol over infektionen og derfor endnu ikke udskiller bakterien i faeces (Sweeney 2011).
Eksperimentelle studier har vist, at hej infektionsdosis resulterer i tidligere udskillelse af
MAP i feces end lav infektionsdosis. Infektionsdosis under naturlige forhold antages at vaere
lav, hvilket giver senere start for udskillelsen af MAP i feeces (McDonald et al. 1999; Mortier
et al. 2014b). Den lave prevalens i bes@tningerne og det korte tidsrum for eksponering,
blandt andet pa grund af hurtig fjernelse af kalv fra ko og opstaldning adskilt fra keer samt
ingen anvendelse af kolostrum fra hgjrisiko-keer til kviekalvene, forer formodentlig til, at de
inkluderede kvier som kalve blev eksponeret for et minimalt antal MAP-bakterier og dermed
starter udskillelsen senere.

Besatningspravalensen udger en risikofaktor for udskillelse af MAP i feces og for alder
ved udskillelse blandt kvier, hvor der er gget risiko 1 bes@tninger med hgjere praevalens
(Weber et al. 2010; Bolton et al. 2011). I besatninger med en pravalens pa over 10%, baseret
pa arlige ELISA-mélinger pa melk, er der fundet en odds ratio pa 3,82 for udskillelse af MAP

blandt kvier (Bolton et al. 2011). Samtidig vil en sterre andel kvier starte udskillelse for to-ars
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alderen i bestninger med en tilsyneladende praevalens pa over 10%, baseret pa dyrkning af
faeces, sammenlignet med bes@tninger med en tilsyneladende pravalens under 10% (Weber et
al. 2010). Med en tilsyneladende pravalens mellem 3 og 8% 1 de inkluderede hgjpraevalente
besatninger, baseret pa ELISA-malinger pa melk, er risikoen for udskillelse af MAP 1 feces

blandt kvierne for to-ars alderen dermed forholdsvis lav.

Falsk negative - kvien er smittefarlig

Studier, der undersgger udskillelsen af MAP hos ungkveg, viser, at de ikke udskiller bak-
terien kontinuerligt (Lepper et al. 1989; Mortier et al. 2014b; Corbett et al. 2017). En mulig
arsag til falsk negative resultater kan derfor vaere det variable udskillelsesmenster, saledes at
kvierne ikke udskiller bakterien pd dagen for preveindsamlingen, men stadig udger en smitte-
risiko 1 bes@tningen. Nogle af de negative resultater kan vaere falsk negative pa grund af det
variable udskillelsesmenster i kombination med én enkelt proveindsamling, hvilket kan veaere
en begrensning i studiet. Med den anvendte stikprevestorrelse burde pavisning af smittefarli-
ge kvier dog vaere muligt.

Hvis nogle kvier udskilte bakterier pd dagen for preveindsamling, har det muligvis veret
pa s lavt niveau, at det ikke kunne detekteres ved en enkelt analyse i DNA Diagnostic MAP
gPCR. Hos ¢én af hejrisiko-kvierne blev pavist meget lav udskillelse ved brug af Qiagen MAP
gPCR. Ved lave udskillelsesniveauer vil selv meget sensitive ekstraktionsmetoder og MAP-
specifik qPCR ikke altid vere 1 stand til at pavise MAP-bakterier, og Ct-vardierne vil som
regel vaere hoje. Ved at kore proverne flere gange i qPCR vil man ege sandsynligheden for
pavisning af lavudskillere (Fock-Chow-Tho et al. 2017). Problemet er kun relevant for lave
udskillelsesniveauer, og hvis kvierne udskiller MAP 1 sé lave niveauer, er spergsmaélet sa, om
de reelt set udger en smitterisiko for de andre kvier 1 besa@tningen.

Hos keer er der fundet en sammenhang mellem positiv antistof-ELISA og efterfolgende
udskillelse af MAP i faces. ELISA kan derfor bruges til at udpege mulige smittefarlige keoer,
og keer der snart bliver smittefarlige. Blandt keer med forbigdende eller intermitterende ud-
skillelse er der storre sandsynlighed for, at udskillelsen forekommer for serokonvertering
(Nielsen 2008). Hvorvidt antistof-ELISA kan bruges til pavisning af smittefarlige kvier er
saledes tvivlsomt pd grund af den sporadiske udskillelse blandt ungkvag og pd grund af sen

start af antistofproduktion mod paratuberkulose.
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Studiets begraensninger

Udover lav diagnostisk sensitivitet og enkelt proveindsamling er den udvalgte aldersgruppe
og enkelt analyse af prover mulige begrensninger 1 studiet. Der er evidens for udskillelse af
MAP i feeces hos ungkvaeg helt ned til to uger efter eksponering (Mortier et al. 2014b) med en
top omkring tre maneder efter eksponering (Lepper et al. 1989; Mitchell et al. 2012). De
navnte studier tager udgangspunkt i eksperimentelt inficerede kalve, mens der blandt natur-
ligt inficerede kalve er storst risiko for udskillelse af MAP 1 faeces 1 alderen 7-14 méneder
(Bolton et al. 2011). Pé trods af, at der kan vere en top i feekal udskillelse for seks-méneders
alderen, ber det i aldersintervallet 6-26 maneder vere muligt at pavise smittefarlige kvier.
Pévisning af antistoffer blandt naturligt inficerede kvier er ringe undersogt, men Woodbine et
al. (2009) har fundet antistoffer blandt ungdyr 1 alderen 0-6 maneder, 13-15 maneder og over
19 maneder, dog med lav seropravalens. Dette kan vere en udfordring ved pavisning af anti-
stoffer i den valgte aldersgruppe i dette studie, men ber vaere muligt. Til fremtidig forskning
kunne det vare interessant at se pa yngre kvier og folge dem med gentagen prevetagning over
en leengere periode i et prospektivt kohortestudium.

Ved lave koncentrationer af MAP i feces vil bakterierne formodentlig veere fordelt ujevnt.
Svaberpragverne reprasenterer en mindre maengde faces, og man kan dermed argumentere for,
at brugen af homogeniseret fecesprave versus svaber giver oget sandsynlighed for pavisning
af lavudskillere pa grund af sterre mangde feces testet. Ved lave koncentrationer atf MAP ber
prover analyseres flere gange for at ege den diagnostiske sensitivitet (Fock-Chow-Tho et al.
2017). Faeces fra hver kvie blev analyseret to gange — bade som facesprove og svaberprove,
hvilket kan anses som en styrke i studiet sammenlignet med analyse af blot én preve. Studiet
er begrenset ved kun at analysere facespraverne en enkelt gang i qPCR, da der pd den méade
kan overses kvier med lavt udskillelsesniveau. Hvis kvierne dog har sa lave udskillelsesni-
veauer, anses de ikke for at udgere en betydelig smitterisiko for de andre kvier.

Den lave pravalens i kombination med lav diagnostisk sensitivitet kan give anledning til
designfejl. Ved en stikprovestarrelse pa 60 kvier ud af en population pa 139 hgj-eksponerede
kvier kreeves minimum fem positive individer for med 95% sikkerhed at kunne pavise mini-
mum ét, hvilket svarer til en pravalens pd 3,6%. Dette er er under forudsetning af perfekt
diagnostisk test. Sandsynligheden for pavisning af smittefarlige kvier ved brug af qPCR pa
faeces anses som hgjere end sandsynligheden for pdvisning af smittede kvier ved brug af ELI-
SA is@r ved hejt udskillelsesniveau, hvor de samtidig udger en sterre smitterisiko. Sandsyn-

lighed for pavisning af smittede kvier ved to-ars alderen er lav og ved at tage hejde for dette,
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falder antallet af paviselige tilfelde til 0,3 ved en stikprovestarrelse pa 60. Med den valgte
stikprovesterrelse vil det vaere vanskeligt med sikkerhed at pavise smittede kvier, men det ber
vare muligt at pavise smittefarlige kvier, hvis de er 1 populationen.

Ved negative resultater fra samtlige 63 kvier 1 den hgj-eksponerede kohorte vil der maksi-
malt kunne vere fem smittefarlige kvier og en praevalens pé 3,6% i en population pa 139 kvi-

er under antagelse af perfekt diagnostisk test.

Generalisering

Det er sandsynligt, at nogle af resultaterne for pavisning af smittede kvier er falsk negative
is@r 1 den hgj-eksponerede kohorte, da risikoen for at vere smittet er 2,5 gange sd heoj for kvi-
er fodt af hejrisiko-keer, der tester ELISA-positiv omkring kalvning, end kvier fodt af lavri-
siko-kaer (Nielsen et al. 2016). Mange af kvierne vil dog vere sandt negative, men smittede
kvier er svare at pavise pa grund af den lave diagnostiske sensitivitet for pavisning af smitte-
de dyr under to éar.

En vigtig arsag til manglende pavisning af bade smittede og smittefarlige kvier er, at kvien
stadig har kontrol over infektionen og dermed endnu ikke er serokonverteret og ikke udskiller
bakterien 1 faeces. P4 baggrund af dette er usikkerheden forbundet med at undersoge kvier for
paratuberkulose for stor.

For smittefarlige kvier er intermitterende udskillelse og lavt udskillelsesniveau de bedste
bud pa arsager til falsk negative resultater, og igen ma det formodes, at mange af resultaterne
er sandt negative.

De danske anbefalinger lyder pé at overveje slagtning af kalve fodt af hejrisiko-keer med
heje ELISA-méalinger omkring kaelvning og at adskille kalve fodt af hejrisiko-keer med mo-
derate ELISA-malinger omkring kelvning fra andre kalve 1 de ferste fire leveméaneder, fordi
de udger en smitterisiko for andre kalve. Disse anbefalinger baseres pa transmission mellem
kalve, som er pavist under eksperimentelle forhold (van Roermund et al. 2007). Den praktiske
betydning af transmission mellem kalve kendes ikke, og ud fra resultaterne i dette studium
kan der settes spergsméilstegn ved disse anbefalinger, da der ikke pévises nogle smittefarlige
kvier. Kvierne ber ikke udsattes pd grund af smitterisikoen for andre kvier, men kan overve-
jes udsat pa grund af eget risiko for udvikling af paratuberkulose.

De tilsyneladende pravalenser (0-8%) i de inkluderede besatninger repreesenterer omkring
90% af besetningerne i Operation Paratuberkulose (Seges 2018), og resultaterne vurderes at

vare representative for denne gruppe. De resterende besatninger i Operation Paratuberkulose
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har en hgjere praevalens og dermed et hgjere smittepres, hvorfor resultaterne muligvis ikke
kan overferes til denne gruppe.

I et eksperimentelt studium er der fundet tegn pa, at nogle kvaeg med succes har bekempet
infektion med MAP (Begg et al. 2018). Blandt naturligt eksponerede far er der fundet evidens
for, at de er i stand til at bekempe infektionen, da de ved vavsbiopsier viser tegn pa infektion
med MAP, mens der ved obduktion ikke findes tegn pé infektion (Dennis et al. 2011). Det er
ukendt, hvorvidt naturligt eksponerede kvaeg er i stand til at bekeempe infektionen, men pa
baggrund af ovenstdende viden er det en mulighed, der ber underseges i fremtidig forskning.
Hvis det viser sig at vaere muligt, kan dette vere en af arsagerne til de negative resultater i

dette studium, og udger sdledes en ny sygdomstilstand.

Konklusion

Der blev ikke pavist antistoffer mod Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis 1 se-
rum hos nogen kvier i aldersgruppen 6-26 maneder. Alle faecespraver var negative for MAP 1
qPCR, men hos én af kvierne var det muligt at pdvise et lavt antal MAP-bakterier. Det er
sandsynligt, at der forekommer falsk negative resultater for pavisning af smittede kvier iser i
den hgj-eksponerede kohorte. Sene antistofrespons som felge af kontrol over infektionen ned-
setter sandsynligheden for pavisning af smittede kvier ved brug af en antistof-ELISA, hvilket
vurderes at vere hoveddrsagen til manglende pavisning af smittede kvier. Manglende pavis-
ning af smittefarlige kvier kan have flere mulige arsager, blandt andet at de ikke er smittet,
stadig har kontrol over infektionen, har intermitterende udskillelse eller har lavt udskillelses-
niveau. Ingen af kvierne formodes at udskille et tilstraekkeligt hojt niveau af bakterier, at de

udger en smitterisiko for andre kvier.
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Bilag 1

Moderdyrets ELISA-vaordier | Rosultater |
Alder i 1. efter 2. efter ELISA Qiagen- Kommentarer
Beszetning Nr. Kohorte mdr. Race For klvn. klvn. klvn. S/P% S\ aber Faaces qPCR

2 Mlddel -eksponeret 61 Holsteln Negatlv Nega‘uv

4 Middel-eksponeret 7,9 Holstein Negativ ~ Negativ

6 Middel-eksponeret 8,2 Krydsning Negativ ~ Negativ

1 8 Middel-eksponeret 8,2 Krydsning Negativ ~ Negativ

10 Middel-eksponeret 10,5 Krydsning Negativ ~ Negativ

1 13 Hgj-eksponeret 19,8 Krydsning 0,4 Negativ ~ Negativ

1 15 Hoj-eksponeret 20,7 Krydsning 2,6 Negativ ~ Negativ

17 Hej-eksponeret 21,8 Krydsning 3,1 Negativ ~ Negativ

2 19 Hgj-eksponeret 6,3 Holstein Negativ ~ Negativ Negativ

21 Hej-eksponeret 11,3 RDM Negativ.  Negativ ~ Negativ
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Alder i For 1. efter 2. efter ELISA Qiagen- Kommentarer
Besetning | Nr. Kohorte mdr. Race klvn. klvn. klvn. S/P% Svaber Faeces qPCR
25 Hej-eksponeret 19,7 Holstein Negativ ~ Negativ

27 Hej-eksponeret 24,1 Holstein Negativ. ~ Negativ ~ Negativ

2 29 Hgj-eksponeret 24,9 Holstein Negativ ~ Negativ Nykeelver

Nykeelver, ingen lavpravalent al-
2 31 Hgj-eksponeret 25,7 Holstein Negativ ~ Negativ dersmatch

33 Hej-eksponeret 12,4 Holstein ugyldig Negativ

35 Hagj-eksponeret 16,1 Holstein Negativ ~ Negativ

37 Hej-eksponeret 17,6 Holstein - Negativ Svaber ej analyseret

4 39 Hgj-eksponeret 6,1 Jersey Negativ ~ Negativ

41 Hej-eksponeret 14,7 Jersey - Negativ Svaber ej analyseret

43 Hej-eksponeret 15,5 Jersey Negativ ~ Negativ

4 45 Hej-eksponeret 16,3 Jersey 2 Negativ ~ Negativ

47 Hej-eksponeret 23,0 Jersey Negativ. ~ Negativ Nykalver
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Alder i Feor 1. efter 2. efter ELISA Qlaoen Kommentarer
Besatni Nr. Kohort R Svab F

5 49 Hej-eksponeret 12,2 Holstein Negativ. ~ Negativ 36,16

5 51 Hgj-eksponeret 17,3 Holstein Negativ ~ Negativ

53 Hgj-eksponeret 18,0 Holstein Negativ ~ Negativ

55 Haj-eksponeret 18,0 Holstein Negativ ~ Negativ

57 Hej-eksponeret 10,7 Holstein Negativ ~ Negativ Ingen lavpravalent aldersmatch

59 Hgj-eksponeret 11,0 Holstein Negativ ~ Negativ

61 Hoj-eksponeret 18,2 Holstein 4 Negativ ~ Negativ

63 Hoj-eksponeret 20,7 Holstein 1 Negativ ~ Negativ

7 67 Hej-eksponeret 8,5 Jersey Negativ ~ Negativ

69 Hoj-eksponeret 13,3 Jersey Negativ ~ Negativ

7 71 Hej-eksponeret 13,8 Jersey Negativ ~ Negativ

73 Haoj-eksponeret 16,5 Jersey 4 Negativ ~ Negativ
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Alder i Feor 1. efter 2. efter ELISA Qlaoen Kommentarer
Besaet Nr. Kohort R Svab F

75 Hej-eksponeret 19,0 Jersey Negativ ~ Negativ

77 Hej-eksponeret 5,9 Jersey Negativ ~ Negativ

79 Haoj-eksponeret 6,9 Krydsning 0,6 1 Negativ ~ Negativ

81 Haj-eksponeret 8,1 Jersey Negativ.  Negativ ~ Negativ

83 Hgj-eksponeret 9,1 Jersey 2 Negativ ~ Negativ

85 Haj-eksponeret 9,1 Jersey Negativ. ~ Negativ ~ Negativ

87 Hgj-eksponeret 10,0 Jersey Negativ ~ Negativ

89 Hgj-eksponeret 10,9 Jersey 2 Negativ.  Negativ ~ Negativ

91 Hej-eksponeret 12,7 Jersey Negativ ~ Negativ

94 Middel-eksponeret 14,3 Jersey 2 Negativ ~ Negativ

97 Hej-eksponeret 14,8 Jersey Negativ ~ Negativ

99 Hgj-eksponeret 14,8 Jersey 1 Negativ ~ Negativ
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Alder i For 1. efter 2. efter ELISA Qlaoen Kommentarer
Beszt Nr. Kohort R Svab F

101 Hej-eksponeret 15,0 Jersey Negativ ~ Negativ

104 Middel-eksponeret 15,1 Jersey Negativ ~ Negativ

106 Middel-eksponeret 16,1 Jersey 11 Negativ ~ Negativ

109 Hej-eksponeret 16,7 Jersey Negativ ~ Negativ

111 Hej-eksponeret 16,9 Jersey Negativ ~ Negativ

113 Hej-eksponeret 17,0 Jersey Negativ ~ Negativ

115 Hej-eksponeret 17,1 Jersey Negativ ~ Negativ

117 Hej-eksponeret 17,9 Jersey Negativ ~ Negativ

119 Hej-eksponeret 18,7 Jersey Negativ ~ Negativ

121 Hej-eksponeret 19,0 Jersey Negativ ~ Negativ

123 Hej-eksponeret 20,1 Jersey Negativ ~ Negativ

125 Hej-eksponeret 20,2 Jersey Negativ ~ Negativ
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Alder i Feor 1. efter 2. efter ELISA Qlaoen Kommentarer
Besatni Nr. Kohort R Svab F

128 Middel- eksponeret 204 Jersey Negatlv Negatlv

131 Hej-eksponeret 21,7 Jersey Negativ ~ Negativ

198 Hej-eksponeret 15,0 Jersey Negativ ~ Negativ Tvilling

133 Lav-eksponeret 5,9 Jersey Negativ ~ Negativ

135 Lav-eksponeret 6,2 Jersey Negativ ~ Negativ

137 Lav-eksponeret 8,1 Jersey Negativ ~ Negativ

139 Lav-eksponeret 12,2 Jersey Negativ ~ Negativ

141 Lav-eksponeret 14,2 Jersey Negativ ~ Negativ

143 Lav-eksponeret 14,7 Jersey Negativ ~ Negativ

145 Lav-eksponeret 15,0 Jersey Negativ ~ Negativ

147 Lav-eksponeret 15,8 Jersey 4 Negativ ~ Negativ

149 Lav-eksponeret 16,1 Jersey Negativ ~ Negativ
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Alder i Feor 1. efter 2. efter ELISA Qlaoen Kommentarer
Besatni Nr. Kohort R Svab F

151 Lav- eksponeret 17 0 Jersey 14 Negatlv Negatlv

153 Lav-eksponeret 17,9 Jersey Negativ ~ Negativ

155 Lav-eksponeret 18,8 Jersey Negativ ~ Negativ

157 Lav-eksponeret 19,8 Jersey Negativ ~ Negativ

159 Lav-eksponeret 20,4 Jersey ugyldig Negativ

161 Lav-eksponeret 20,6 Jersey Negativ ~ Negativ

163 Lav-eksponeret 21,7 Jersey Negativ ~ Negativ

165 Lav-eksponeret 24,8 Jersey Negativ ~ Negativ

167 Lav-eksponeret 6,1 Holstein Negativ ~ Negativ

169 Lav-eksponeret 8,1 Holstein Negativ ~ Negativ

10 172 Lav-eksponeret 9,2 Holstein Negativ ~ Negativ

174 Lav-eksponeret 10,5 Holstein Negativ ~ Negativ
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Alder i For 1. efter 2. efter ELISA Qlaoen Kommentarer
Besaet Nr. Kohort R Svab F
175 Lav-eksponeret 10,9 Krydsning Negativ ~ Negativ

177 Lav-eksponeret 10,9 Holstein Negativ ~ Negativ

10 180 Lav-eksponeret 13,2 Holstein 2 Negativ ~ Negativ

182 Lav-eksponeret 14,3 Holstein Negativ ~ Negativ

10 184 Lav-eksponeret 16,2 Holstein Negativ ~ Negativ

186 Lav-eksponeret 16,5 Holstein Negativ ~ Negativ

10 188 Lav-eksponeret 17,1 Holstein Negativ ~ Negativ

10 191 Lav-eksponeret 18,1 Holstein Negativ ~ Negativ

194 Lav-eksponeret 20,1 Holstein Negativ ~ Negativ

10 197 Lav-eksponeret 24,1 Holstein Negativ ~ Negativ
Udgaet

23 Hagj-eksponeret 15,9 Holstein Ej fundet

65 Hej-eksponeret 6,2 Jersey Solgt
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1 93 Hgj-eksponeret 14,2 Jersey Ej fundet
--_---_-----_
102 Middel-eksponeret 15 Jersey Ej fundet
_-_---_-----_
1 129 Hgj-eksponeret 21,3 Jersey Ej fundet
_-_---_-----_
10 179 Lav-eksponeret 12,6 Holstein Ej fundet
_-_---_-----_
193 Lav-eksponeret 19,6 Krydsning Ej fundet
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