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Konklusion — Bedre yversundhed med PCR
PCR-mastitistesten er meget bedre til at finde B-streptokokker end traditionel dyrkning.

6,2 % af danske malkebesaetninger var positive for B-streptokokker ved arsprgven i 2011, og 6,6 % var i B-
registeret.

Usikkerhed omkring PCR mastitis testen:

= Ingen positive resultater er forkerte.

= Arspraveresultater fra 16 gen er kart om med 12 gen test.

= Siden august 2011 er falsomheden for strep. uberis ca. 3 Ct-enheder mindre (hgjere Ct-vaerdi).
= Viundersgger fortsat arsag til, at testen visse dage giver for mange negative resultater.

69 besaetninger var positive for M. bovis ved arspraveundersggelsen.
M. bovis positive beszetninger er formodentlig positive i 2-3 maneder.

Tankcelletallet er forhgjet i besaetninger med Ct-veerdier under 30 for Staf. aureus, Strep. uberis, B-
streptokokker og Strep. dysgalactiae.

Tankkimtallet er forhgjet i besaetninger med Ct-vaerdier under 30 for Strep uberis, Enterokokker og B-
streptokokker.

Variationen pd PCR mastitis resultat i tankmaelkspraver er i lgbet af en maned ca. 6 enheder for de fleste
gener, ca. 4 for Staf spp, ca. 2 for Klebsiella.

For med 75 % sikkerhed at sige, at en forskel pa 5 Ct-vaerdier i tankmaelkspraver er reel, kraever det 4 pro-
ver.

Der er i 2011 undersggt 40.722 enkeltkger med PCR mastitistesten - en meget stor stigning i forhold til
2010.

3,0 % af goldkoprgverne i 2011 er positive for B-streptokokker i besaetninger, der ved arsprgven i 2010 og
2011 er negative for B-streptokokker.

Indledning

Kampagnen for bedre meelkekvalitet, Vores Maelk — En Ren Forngijelse, fokuserer blandt andet pa et lavere
tankcelletal og feerre mastitisbehandlinger med antibiotika i laktationen.

| 2011 faldt det geometriske tankcelletallet i Danmark til 224.800 celler/ml og antallet af mastitisbehandlinger
i laktationen faldt med 10 % til 194.500 startede behandlinger. Disse tal er en rigtig positiv udvikling, til gen-
geeld steg antallet af antibiotika goldkobehandlinger med 26 %. Det er anbefalet i kampagnen, at antallet af
goldkobehandlinger gges noget, men det bar bestemt ske pa baggrund af et forhabentligt hgjere fald i antal
mastitisbehandlinger i laktationen.

Siden 2000 er andelen af de danske malkekvaegsbesaetninger, der er registreret som B-positive, steget fra
omkring 2 % til 6,6 % i 2011.

Den vigtigste made at reducere tankcelletallet og antal mastitisbehandlinger er gennem forebyggelse. For at
gennemfgre forebyggelse af yverinfektioner mest fornuftigt er det ngdvendigt at vide, hvilke infektioner der
forekommer i besaetningen og derigennem malrette forebyggelsen.



Ofte vil besaetningsdiagnosen for mastitisbehandling veere simpelt penicillin. Disse behandlinger kan ifglge
lovgivningen udfgres uden undersggelse af maelkepraver. | mange besaetninger kan der derfor veere et be-
greenset antal dyrkninger pa maelkeprgver. | disse beszetninger kan det derfor vaere sveert at udtale sig om,
hvilke bakterietyper der er arsag til mastitis, og dermed hvilke forebyggende tiltag der bar gares.

De fleste meelkeproducenter far nu tankcelletal ved hver afhentning og svingninger i yverinfektioner vil kunne
afleeses pa tankcelletallet. Derudover vil kocelletal fra ydelseskontrolen ogsa kunne give oplysninger om de
inficerede kger. Som hovedregel vil en bessetning med mange kger, der har en lille procentdel af det totale
celletal vaere udtryk for Stafylokok aureus infektioner, hvorimod fa kaer med en hgj procentdel af cellerne
ofte er udtryk for Streptokok uberis infektioner i besaetningen.

Det kan saledes veere en udfordring at udpege de veesentligste mastitisarsager. Det har i udlandet i mange
ar veeret praktiseret ved at benytte dyrkning pa tankmaelksprgver og pa den made fa indtryk af de domine-
rende bakterier. Med muligheden for PCR-prgver for flere mastitispatogener med PathoProof™ testen blev
der mulighed for at undersgge forekomsten af genmateriale fra de vaesentligste mastitisbakterier i tank-
meelksprgver.

B-streptokok overvagning

Vi har siden 2009 foretaget maling med PCR for mastitisbakterier gener i forbindelse med arsprgven for B-
streptokokker. Vi er sikre pd, at den anvendte PCR mastitistest er meget bedre end traditionel dyrkning, nar
det geelder udpegning af besaetninger som B-positive.

Sikkerheden for pa en dyrkningsprave at bestemme, om en besaetning har B-streptokokker, har vi beregnet
til 68 %, hvorimod den for PCR-prgven er 95,2 % (sensitivitet) (Marshal et al 2011).

Vi har pa den baggrund pr. 1. september 2011 omlagt B-streptokok-overvagningen til udelukkende at benyt-
te PCR mastitis tankmaelksundersggelsen til arsprgveundersggelsen og som baggrund for statusberegnin-
gen.

Andelen af B-positive prgver i arspraven ved PCR-analysen var i 2009, 2010 og 2011 henholdsvis 7,3%
6,6% o0g 6,2%. Altsa et fortsat lille men gleedeligt fald.

Antallet af beseetninger i B-registeret er derimod som fglge af eendringen i testen til udpegningen steget.
Stigningen er fra 6,1 % af beseetningerne i B-registeret i 2010 til 6,6 % i 2011.

Omlaegningen af testen betyder, at flere besaetninger er korrekt udpeget som B-positive, og det skulle gerne
veere med til at reducere smittespredningen mellem besaetninger. Samtidigt vil flere besaetninger f& informa-
tion om en begyndende B-streptokokker infektion tidligere.

Problemer omkring 2011 tankmeelksovervagningen

Tankmeelkstesten med PCR har desveerre ikke vaeret problemfri i 2011. Da vi gnskede at vurdere PCR-
testens mulighed for ogsa at udpege besaetninger med Mycoplasma bovis valgte vi at benytte en nyudviklet
test med 16 forskellige grupper af gener modsat den tidligere 12 gen test. Ved de farste udsendelser af dis-
se pragvesvar var der en reekke henvendelser fra bade dyrleeger og landmaend omkring for mange negative
resultater i testen. Ved den farste validering af resultaterne viste der sig ogsa alt for mange negative prever
iseer for Strep. uberis. Vi valgte derfor i teet samarbejde med Eurofins den 22. december 2011 kun at behol-
de resultaterne for de 4 nye gener og samtidig slette alle resultater for de 12 oprindelige gener. Samtlige
prgver blev derefter testet med den 12 gen test vi ogsa bruger til alle enkeltko undersggelserne. Vi har |g-
bende veeret i diskussion med producenten af testen Thermo Fisher Scientific fra Finland. De har nu oplyst
at problemerne skyldtes en opformering af alge gen i den indledende test der bevirkede reduceret reaktion
for Stafylokok spp, B-streptokokker og Strep. uberis. Da vores overvagning iseer er en B-streptokok overvag-
ning, er vi sdledes taknemmelige for at Eurofins hurtigt var medvirkende til at vi fik omtestet alle resultater.
De resultater der nu vises af arsprgven er sdledes sammensat af de 4 fra ferste test og de 12 fra omtesten.



Alle praver er undersggt pa det samme genmateriale fra den oprindelige prgvedato, derfor var nogle af re-
sultaterne desveerre noget gamle da de blev udsendt.

Denne fejl er rettet i den nye 16 gen test oplyser Eurofins og producenten.

Gennemgangen af de nye arspragveresultater og ogsa en validering af alle 40.722 enkeltko undersggelser fra
2011 viste at der var sendret falsomhed med flere negative prover efter august 2011 i den 12 gen test vi
benytter. Konfronteret med dette oplyser firmaet nu at der er eendret pa gen-opformeringen for Strep. uberis.
Thermo Fisher oplyser at reaktionen for Strep. uberis er mindsket ca. 3 Ct-vaerdier (ny Ct-veerdi pa 35 svarer
altsa til 32 fgr august 2011). Thermo Fisher havde faet mistanke om at den gamle test opformerede Strepto-
kok canis gener derfor havde de lavet eendringer for at imgdega dette.

Vi tror ikke vi har s& meget Strep. canis i Danmark. Det undrer os derfor at der er en s forholdsvis stor aen-
dring i testfalsomheden. Eurofins har derfor vaeret meget behjeelpelig med at fremskaffe ca. 400 danske
prgver med Strep uberis fra de tidligere undersggelser. Disse stammer vil blive typebestemt og gensekven-
teret for at fa afklaring p& om fglsomheden er nedsat, eller der var en del Strep.canis i vores tidligere resulta-
ter.

Endelig er vi fortsat af den opfattelse af vi har specielle dage eller dele af dage hvor alt for mange tankmeel-
keprgver er negative for naesten alle bakterie gen. Vi havde denne mistanke til isser den 26. oktober i 2010
men trods omprgvning af ca. 600 resultater dengang fandt vi ingen forklaring. Der pagar i disse dage et op-
klaringsarbejde for at finde en mulig forklaring pa disse testresultater.

Delkonklusion

Der er ikke udsendt forkert positive resultater

Der var for mange negative resultater for 3 af bakterierne i den oprindelige 16 kit test de er slettet og rettet.
Nye prgveresultater med 16 kit er palidelige. Strep. uberis falsomheden er aendret sa der nu er ca 3 Ct veer-
dier mindre udslag i alle test. Ved negative resultater for bakterier der tidligere har haft en tydelig reaktion
bar det vurderes grundigt om resultatet er forventeligt, ellers bagr tankmaelken testes om.

Mycoplasma bovis overvagning

Som det fgrste land har vi i Danmark testet tankmeelksprgver fra alle landets besaetninger for M. bovis. Vi
testede 3921 prgver og i alt 69 prgver var positive 1,8 %.

Af de 44 besaetninger der i lgbet af sommer og efteraret 2011 havde indberettet kliniske symptomer pa M.
bovis var 4 positive ved arsprgven (heraf 41 med Ct. veerdi under 37 hvilket er sikker positiv, og 8 under 30
hvilket er kraftig positiv).

Der blev fundet tegn pa Mycoplasma fra flere stammer i 468 tankmaelkspraver (heraf 122 med Ct. vaerdi
under 37 og 15 under 30).

Af disse 468 havde i alt 404 ingen reaktion over for M. bovis, og af disse havde 73 en Ct. veerdi under 37 og
5 en Ct. veerdi under 30.

Af de fgrste 44 besaetninger, der i lgbet af sommer og efterdr 2011 indrapporterede symptomer, der kunne
minde om de beskrevne Mycoplasma-symptomer, var 4 besaetninger blandt de 69 positive for M bovis i
arsprgven. Ct. veerdierne for prgverne var henholdsvis 26, 32, 35 og 38. Yderligere 2 beszetninger havde
ved arspraven Ct. veerdi over for "Mycoplasma flere arter”.

| forbindelse med afklaringsarbejdet omkring M. bovis har vi i ni meelkeleverende besaetninger efter arsprg-
veresultatet fulgt Ct. veerdien for M. bovis i tankmaelksprgver i perioden fra december 2011 til februar 2012.
Tre af de ni havde ingen positiv reaktion pa tankmaelkspraver. Tendensen er at besaetninger med positive
reaktioner kun har denne reaktion i kort tid, nemlig 2-3 maneder. Som overvagningsvaerktgj vil én arlig tank-
meelksprgve baseret pd PCR saledes kun i begreenset omfang udpege besaetninger med mulige symptomer
pa& M. bovis infektion. Derfor er det i hgjere grad anbefalelsesveerdigt at teste lgbende far en eventuel han-
del, som i Sikker livdyrshandel i Sverige. Der er endvidere ikke ngdvendigvis en sammenhaeng mellem My-
coplasma i led eller lunger og Mycoplasma i yveret, hvorfor der ikke ngdvendigvis behgver at veere tank-
maelksreaktion i en inficeret besaetning. Mycoplasma dyrkning fra tankmaelk benyttes dog meget i USA som
deklaration pa, at besaetningen er fri for Mycoplasma, og vi tror ogséd at PCR-undersggelsen er mere fglsom
for Mycoplasma end dyrkning. PCR-testen er meget hurtigere.



PCR for mastitispatogener og generel mastitisrddgivning

Som omtalt i indledningen kan det i mange beszetninger veere sveert at udtale sig om de egentlige arsagsfor-
hold omkring mastitisforekomst i en besaetning. Dyrkning fra kliniske mastitter kan vaere et godt arbejdsred-
skab, men hvis der ikke allerede er prgveresultater, kan det tage tid, inden der er tilstreekkeligt mange resul-
tater til en sikker vurdering. Prgver alene for klinisk mastitis giver heller ikke ngdvendigvis det samme resul-
tat som prgver fra kger med forhgjet celletal.

PCR for mastitispatogener i tankmaelk

Dyrkninger fra tankmeelk benyttes i udlandet som radgivningsvaerktgj til mastitis forebyggelse. Vi har ud fra
PCR-resultaterne i 2009-overvagningen belyst, i hvor stor udstraekning Ct- veerdier for de enkelte mastitispa-
togener har sammenhaeng med tankcelletal og tankkimtal.

For Staf. aureus, Strep. uberis Strep. dysgalactiae og B-streptokokker er der ved Ct-veerdier under 30 en
lineser sammenhaeng. Lavere Ct-veerdier i besaetningen er ensbetydende med stigende tankcelletal. Sam-
menhaengen er tydeligst for Staf. aureus og Strep uberis .

For Strep. uberis, B-streptokokker, Enterococcer, Strep. dysgalactiae og E.coli er der ved Ct-veerdier under
30 et linezert sammenhaeng, sa lavere Ct-veerdier i besaetningen er ensbetydende med hgjere tank kimtal.
Sammenhgengen er mest udtalt for Strep. Uberis og B-streptokokker.

| mastitisprojektet for 2011 har vi i 34 besaetninger udtaget tankmaelkspraver hver maned. Frem mod ydel-
seskontrollen i april maj maned har vi i en maned forud for ydelseskontrollen udtaget tankmeelkspraver ved
hver afhentning, og endelig har vi ved den pageeldende ydelseskontrol undersggt samtlige malkende kger
med enkeltko PCR-analyse.

Det har saledes vaeret muligt at beskrive variationen fra dag til dag inden for hver af de 12 bakteriegen.

For de vigtigste mastitisbakterier er standardafvigelsen pa 2,5 — 3 Ct-veerdier i positive besaetninger. Dette
betyder, at hvis smitteniveauet i besaetningen er rimeligt konstant vil 95 % af prgverne give en Ct- reaktion
der svinger op til 6 enheder op eller ned i forhold til besaetningens gennemsnit.

Denne variation virker umiddelbart alt for stor hvis et enkelt prgveresultat skal veere vejledende for en mulig
radgivning omkring yversundhed i besaetningen. Selve testvariationen pa samme prgve er pa kun pa 1 Ct.
veerdi. Men udskillelsen af bakterier af de enkelte kager varierer konstant og resulterer i den stgrste del af
variationen

Denne variation kan omskrives til fglgende vejledning

For med 75 % sikkerhed at sige at en forskel pa 5 Ct veerdier i tankmaelken er reel kraever det 4 prgver. Hvis
man gnsker at erkleere besaetningen fri for en bestemt bakterie skal man desuden veere opmaerksom pa at
der kan veere smittede goldkger i besaetningen, som derfor ikke afslgres af en tankprgve.

Beseetnings radgivning ud fra PCR-mastitistest pa tankmaelk

Yver-bakterier: Staf. aureus og B-streptokokker.

Ved Ct-veerdier under 30 for bakterietyper, der er knyttet til yveret, tyder det pa, at du kan forbedre yver-
sundheden ved at fa undersggt malkeprocedure og malkeanleeg. Samtidig vil det veere fornuftigt at begraen-
se smittespredning ved at bruge pattedesinfektion og goldbehandling.

Miljg-bakterier: Strep. uberis, E. coli, Klebsiella.
Ved Ct-veerdier under 30 for bakterietyper, der er knyttet til staldmiljget, tyder det pa, at du kan forbedre
yversundheden ved at fokusere pa renere kger, renere base og bedre yveraftarring med skum far aftarring.

Sar-bakterier: Strep. dysgalactiae, Coryne bovis og A. pyogenes.

Ved Ct-veerdier omkring 30 for enkelte eller ofte alle disse bakterier der er tilknyttet sar vil det veere en rigtig
god idé at teenke p& bedre pattekanal og pattehud kvalitet. Undga overmalkning, vurder pavirkning af patte-
hud eks. solskoldning og frostpavirkning, eller maske er der virusinfektioner der giver sar pa patterne. Fore-
bygges ved god pattedesinfektion og pattesalver.



Laes mere om de enkelte bakterier pa www.maelkekvalitet.dk - se under Fagomrader og PCR-test for masti-
tisbakterier.

PCR for mastitis patogener pa enkeltkger

Der er i 2011 undersggt i alt 40.722 enkeltkger med PCR for mastitispatogener pa Eurofins. Det er en stig-
ning pa 445%

Der undersgges iseer kger far goldning. | alt 31.210 af de kger der er undersggt i 2011 er mere end 250
dage fra keelvning og er indsendt via ydelseskontrollen. | beseaetninger der er B-frie ved arspraven i bade
2010 og 2011 er der 767 positive kger (3,0 %) hvorimod der i de B-positive besaetninger blev fundet 1462
positive kger (26 %)

Det kan ikke udelukkes, at en del af de B-frie besaetninger har veeret PCR-positive pa en tankmaelksprave
eller en enkeltko og derfor er begyndt at undersgge goldkger for at kontrollere infektionen.

Der er dog ogsa en del nyopstaet infektion blandt kger i frie besaetninger. Blandt de 34 projektbesaetninger
var 19 B-frie beseetninger. | 11 af disse besaetninger forekom der fra 1 til 4 B-positive kger ved enkeltko un-
dersggelserne. Ud af i alt 2242 kger var 20 kger positive (0,9 %) af disse kger var 14 negative ved omprgve.
De gvrige blev slagtet eller behandlet. Ingen af disse kger blev altsd bekraeftet inficeret.

Brug af enkeltko undersggelser til at vurdere mastitis forekomst og forebyggende indsats

Bade ved traditionel dyrkning af maelkeprgver og ved PCR-mastitisundersggelse er det vigtigt at vide, hvilke
kger der er undersggt fgr resultaterne vurderes.

Kger der er undersggt far goldning, kager der er undersggt efter forhgjet CMT ved nykeelverundersggelser
eller kger der blot er udvalgt til undersggelse i laktationen pa grund af forhgjet kocelletal, mastitis indeks
(AMS) eller CMT udggr en selekteret gruppe af kaer. De infektioner der isaer optreeder ved disse subkliniske
eller milde kliniske mastitter er oftest de smitsomme mastitis former Staf. aureus eller B-streptokokker. Fore-
komsten af disse to infektioner kan selvfalgelig vurderes ved at se pa procent positive med disse infektioner.
Miljgbetingede infektioner som Strep uberis eller E.coli vil kun i meget begreenset omfang optraede i disse
undersggelser. Sa hvis mastitisforekomst kun vurderes ud fra disse enkeltko-undersggelser, vil der ofte blive
lavet fejlskan.

For at vurdere mastitis forekomsten ud fra enkeltko undersggelser er det vigtigt ogsa at undersage de akut
opstaet mastitis tilfeelde og kende bakterieforekomsten blandt disse mastitis tilfeelde. Dette er meget vigtigt at
huske.


http://www.maelkekvalitet.dk/

