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Abstract

Mycoplasma bovis outbreaks in dairy herds compromises animal welfare by causing different
clinical diseases in cows, amongst others arthritis and mastitis. Early diagnosis of Mycoplasma
bovis is essential in order to prevent the spread of infection. Antibody Enzyme-linked
Immonosorbent Assay (ELISA) have been proposed on both blood serum and on milk as an option
for quick, sensitive and specific diagnostics.

This study is based on 120 individual cows from four different herds with a confirmed outbreak of
Mycoplasma bovis. From these cows, blood and milk samples paired with specific clinical data,
were repeatedly collected. The samples were tested with a commercial antibody ELISA. Milk
samples were also tested with a commercial PCR.

The objective of this study was to determine temporal antibody levels around the onset of clinical
disease and to clarify any differences in levels between different clinical groups. Four groups were
created: “Mycoplasma bovis mastitis”; “Mycoplasma bovis systemic” (cows with arthritis); “No
Mycoplasma bovis clinic” and “Possibly Mycoplasma bovis clinic”.

A Linear Mixed Model was created for serum and milk, respectively, predicting antibody levels
around onset of clinical disease on a group level. The model adjusted for the hierarchical nature of
the data and possible interactions between explanatory variables.

The models predicted different antibody levels in serum and in milk, especially for “Mycoplasma
bovis systemic”. This could be interpreted as different antibody responses in cows to Mycoplasma
bovis in blood and in milk, respectively.

The groups “No Mycoplasma bovis clinic” and “Possibly Mycoplasma bovis clinic” were never
significantly different and had continuous low antibody levels. A slight increase in antibody levels
early in a herd outbreak could indicate a small antibody response.

The serum model predicted antibody levels for the groups with Mycoplasma bovis arthritis or
mastitis, which were higher and significantly different from the other groups around the onset of
disease. The milk model only predicted high antibody levels for “Mycoplasma bovis mastitis” for a
short period of time. This indicated a possible use for antibody ELISA in herd diagnostics, when
testing serum, but not milk, from groups of cows with Mycoplasma bovis mastitis or arthritis.

The results showed large variation in antibody levels in serum between individual cows in the same
group, especially cows with Mycoplasma bovis arthritis. This could be interpreted as different
antibody responses to Mycoplasma bovis between cows. Due to this variation the use of serum
ELISA-testing on individual cows cannot be recommended.

Key words
Mycoplasma bovis, Mycoplasma, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, ELISA, antibody,

arthritis, mastitis, clinical signs, temporal



Resumé

Mycoplasma bovis udbrud i malkekvagsbesatninger kompromitterer dyrevelferd ved at forarsage
forskellig Klinisk sygdom, blandt andet artritis og mastitis. Tidlig diagnose af Mycoplasma bovis er
essentiel for begreensning af smittespredning. Antibody Enzyme-linked Immonosorbent Assay
(ELISA) er blevet foreslaet som en test med hurtige, sensitive og specifikke resultater bade ved test
af serum og melk.

Dette studie var baseret pa 120 individuelle kger fra fire forskellige maelkekvaegsbesatninger med
bekraeftet udbrud af Mycoplasma bovis. For disse kger blev der lavet gentagende kliniske
registreringer som blev parret med blod- og melkeprgver. Prgverne blev testet med en kommerciel
ELISA. Melkeprgverne blev desuden testet med en kommerciel PCR

Malet i studiet var at bestemme temporale antistofniveauer omkring start af kliniske tegn og at
klarleegge eventuelle forskelle mellem kliniske grupper. Der blev lavet fire grupper: “Mastitis
grundet Mycoplasma bovis”; “Systemisk klinik grundet Mycoplasma bovis” (kger med artritis);
“Ingen Klinik grundet Mycoplasma bovis” og “Klinik muligvis grundet Mycoplasma bovis”.

Der blev udviklet en Linear Mixed Model til preediktion af antistofniveauer omkring start af
kliniske tegn pa gruppeniveau for serum og melk, respektivt. Modellen tog hgjde for hierarkisk
struktur af data og mulige interaktioner mellem forklarende variable.

Modellerne praedikterede forskellige antistofniveauer i serum og meelk, iseer for “Systemisk klinik
grundet Mycoplasma bovis”. Dette kunne tolkes som forskelligt antistofrespons pa Mycoplasma
bovis i serum og melk hos kaer.

Grupperne “Ingen klinik grundet Mycoplasma bovis” og “Klinik muligvis grundet Mycoplasma
bovis” var aldrig signifikant forskellige og havde kontinuert lave antistofniveauer. En svag stigning
i antistofniveauer tidligt i et besatningsudbrud kunne indikere et lille antistofrespons i grupperne.

Modellen for serum pradikterede antistofniveauer for grupperne med Mycoplasma bovis artritis og
mastitis, som omkring start af kliniske tegn 1a hgjere og var signifikant forskellige fra de andre
gruppers antistofniveauer. Modellen for malk preedikterede kun hgje antistofniveauer for “Mastitis
grundet Mycoplasma bovis™ i en kort periode. Dette indikerede at ELISA pa serum, men ikke mzlk,
kunne bruges til besatningsdiagnostik ved test af grupper af kaer med Mycoplasma bovis artritis
eller mastitis.

Resultaterne viste store variationer i antistofniveauer i serum mellem individuelle kger i den samme
gruppe, iser kger med Mycoplasma bovis artritis. Dette kunne tolkes som forskelligt antistofrespons
pa Mycoplasma bovis mellem kger. Grundet denne variation kunne serum ELISA-testning af
individuelle kger ikke anbefales.
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Introduktion

Mycoplasma bovis blev farste gang isoleret i USA i 1961 (Hale et al., 1962). Siden er infektion med
Mycoplasma bovis rapporteret i store dele af verden blandt andet i Canada, Australien og langt de
fleste europaiske lande (Caswell og Archambault, 2007; Ghadersohi et. al., 1999). Mycoplasma
bovis blev isoleret fgrste gang i Danmark i 1981 (Friis, 1984) og forekommer nu i Danmark ved lav

praevalens pa besatningsniveau (Arede et. al., 2016).

Infektion med Mycoplasma bovis kan forarsage en reekke forskellige kliniske tegn hos kveeg. Hos
kalve ses oftest otitis media, pneumoni og artritis. Kgerne kan fa samme kliniske tegn som kalve og
derudover mastitis (Aebi et. al., 2015; Maunsell et. al., 2011; Pfltzner og Sachse, 1996) og
reproduktionsproblemer. Desuden er Mycoplasma bovis rapporteret som arsag til
keratokonjunktivitis (Alberti et. al., 2006). Pneumoni er rapporteret som fokal nekrotisk
bronchopneumoni ofte lokaliseret cranioventralt (Caswell og Archambault, 2007). Ofte er kliniske
symptomer pa pneumoni milde og sygdommen opdages farst, nar den er for fremskreden til at
behandle (Nicholas, 2011). | forbindelse med artritis er beskrevet svaer halthed og havelse af led
(Nicholas og Ayling, 2003). Som oftest ses artritis i carpal- og tarsalleddene; polyartritis kan
forekomme (Pfltzner og Sachse, 1996). Mastitis fra eksperimentel intramammeer inokulation af
Mycoplasma bovis blev beskrevet med vandig melk, senere sero-purulent sekretioner, samt
involvering af alle kirtler og et markant fald med efterfglgende opher af meelkeproduktionen
(Bennet og Jasper, 1978a). Mastitis i naturligt forekommende udbrud var rapporteret som fast
havelse af en eller flere kirtler, samt graligt eller gulligt cremet meelkesekret, samt pludselig
voldsomt fald i malkeproduktion (Feenstra et. al., 1991). Reproduktionsproblemer manifesteres
eksempelvis som irreguler brunstcyklus, kronisk suppurativ salpingitis, kronisk endometritis og
ovarie-adhasioner eventuelt med infertilitet til falge (Hartman et al., 1964; Hirth et al., 1966).
Smerte som falge af de kliniske sygdomsmanifestationer giver nedsat velfaerd hos dyrene. Foruden

smerte ses nedsat melkeproduktion og @get celletal (Nicholas et al., 2006).

Mycoplasma bovis har ingen celleveeg og derved virker antibiotika med virkningsmekanisme pa
bakteriens celleveaeg ikke, dette geelder eksempelvis penicilliner. Samtidig er vist resistens mod en
reekke andre typer af antibiotika in vitro blandt andet tetracyklin, spectinomycin og clindamycin
(Francoz et. al., 2005). Blandt rapporterede arsager til resistens er den hyppigst nevnte
punktmutationer (Lysnyansky og Ayling, 2016). Arsager til ringe effekt af antibiotika in vivo kan

skyldes at Mycoplasma bovis kan undvige vertens immunsystem blandt andet ved intracelluler



overlevelse (Burki et. al., 2015). De begraensede behandlingsmuligheder gar forebyggelse af
smittespredning til et vigtigt fokusomrade.

Mycoplasma bovis er meget smitsom. Udskillelse i mealk med koncentrationer stgrre end den
infektive dosis, der gar helt ned til 70 colony forming units (CFU), kan forekomme inden kgerne
viser kliniske tegn pa mastitis (Bennet og Jasper, 1978a). Der er fundet hgjere risiko for smitte med
Mycoplasma bovis med klinisk mastitis til felge i staldafsnit med andre smittede dyr
(Punyapornwithaya et. al., 2010). Dette understreger behovet for tidlig og sikker diagnose med
henblik pa iser smitteforebyggelse bade internt i besztningen og eksternt.

Der findes flere muligheder for diagnosticering af Mycoplasma bovis. Traditionelt set har man brugt
dyrkning af Mycoplasma bovis, men der i stigende grad kommet fokus pa diagnosticering med
Polymerase Chain Reaction (PCR) og Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA). Der findes
kommercielle Kits til bade PCR og ELISA pa markedet til diagnosticering af Mycoplasma bovis

eller antistoffer mod denne.

Dyrkning kan laves pa eksempelvis malk, naesesvab, gjensvab eller ledvaeske og vil tage minimum
tre og ofte mere end ti dage inden endelig diagnose foreligger. Problemer med dyrkning er iser
kontamination af bouillon og plader samt overvakst med andre hurtigere voksende bakterier end
Mycoplasma bovis (Nicholas og Baker, 1998). Blandt andet bronopol tilfgjet meaelkeprgver kan
nedseette maengde af levedygtige Mycoplasma bovis bakterier og dermed nedseatte dyrkningens
sensitivitet (Pinnow et. al., 2001). Denne begransning har PCR ikke.

Der ses en hgj grad af overensstemmelse mellem dikotomiserede resultater fra dyrkning og real
time PCR (rt-PCR) ved specifikke cutoffs pa malkepraver fra enkeltdyr (Cai et. al., 2005; Sachse
et. al., 2010). PCR giver et langt hurtigere resultat end dyrkning (Cai et. al., 2005).

Intermitterende udskillelse af Mycoplasma bovis kan give udfordringer i diagnosticering, da
dyrkning og PCR kraever tilstedeverelse af bakterien i pravematerialet (Maunsell et. al., 2011).
ELISA rettet mod detektion af antistoffer er en made at omga dette problem. Ved undersagelser pa
kaer i Mycoplasma bovis inficerede beseetninger er vist god overensstemmelse mellem PCR
resultater pA maelk og ELISA resultater pa serum, hvor prgverne var udtaget samme dag
(Ghadersohi et. al., 2005). Det er demonstreret at ELISA kan pavise antistoffer i individuelle
melkeprgver fra keer med mastitis ni uger efter udbrud med Mycoplasma bovis i en besagtning
(Byrne et. al., 2000).



Der er os bekendt ikke studier pa, hvordan ELISA-niveauer ligger temporalt omkring
sygdomsudbrud med Mycoplasma bovis. Viden pa dette omrade er ngdvendigt for at kunne

fastseette, hvornar antistof ELISA kan anvendes til at diagnosticere sygdomsudbrud.

Der er arbejdet med ELISA og PCR pa tankmalk med henblik pa screening for Mycoplasma bovis
udbrud pa besetningsniveau (Nielsen et. al., 2015). Der er mistanke om, at forskellige kliniske
dyregrupper vil have forskelligt antistofrespons i maelk pa Mycoplasma bovis; eksempelvis er der
usikkerhed pa om kger med artritis som falge af Mycoplasma bovis vil udskille antistoffer i malk

og derved kunne detekteres i tankmalken (Petersen et. al., 2016).

Der er behov for studier af antistofniveauer bestemt med ELISA i forskellige kliniske grupper af
kaer, for at klarleegge eventuelle forskelle, som kunne have betydning for den diagnostiske

tilgangsvinkel.

Formalet med dette studie er at bidrage til viden om temporale forlgb af Mycoplasma bovis

antistofniveauer hos kaer i forskellige kliniske grupper i udbrudsbesatninger.

Dette er med henblik pa at fa mere viden om mulighederne for optimering og forbedring af brugen
af diagnostik af Mycoplasma bovis. Ved udbrud af Mycoplasma bovis vil det veere vigtigt med
hurtig igangsattelse af smitteforebyggende initiativer, internt og eksternt. Dermed haber vi at
bidrage til at opna bedre dyrevelfaerd for kgerne og nedsatte gkonomiske og arbejdsmaessige

omkostninger for landmanden, iser i relation til forebyggelse og bekempelse af Mycoplasma bovis.

Malet i dette studie er at bestemme og sammenligne temporale Mycoplasma bovis antistofniveauer
i forskellige kliniske grupper af kger i fire danske udbrudsbesatninger med udbrud af Mycoplasma
bovis ved hjaelp af ELISA malinger pa parrede serum- og malkeprgver i relation til starttidspunkt

for klinisk sygdom.



Materialer og metoder

Studiets design

Studiet var et longitudinelt observationelt studie foretaget i fire danske malkekvaegsbesatninger
med udbrud af Mycoplasma bovis. | hver besatning blev der lavet gentagne kliniske registreringer,
samt udtaget blod- og malkepraver pa 20 udvalgte keer. Hver besztning blev besggt fem gange
med cirka tre ugers mellemrum. Ved besggene blev der desuden lavet kliniske registreringer og

udtaget blodprgver pa 20 udvalgte kalve, men kun data fra keerne er brugt i vores studie.

Studiet er et samarbejde mellem Kgbenhavns Universitet, Det Sundhedsvidenskabelige Fakultet
(KU-SUND) og SEGES kveg. Der var to projekdyrlaeger, som udarbejdede den kliniske protokol.
Data til studiet blev indsamlet af tre dyrleeger, heraf de to projektdyrlaeger, minimum en af
projektdyrlaegerne deltog ved hvert besgg. Dataindsamling forlgb i perioden fra 1/7 2015 til og med
5/4 2016.

Kriterier for besaetninger

Besatningerne blev fundet ved skriftligt at kontakte udvalgte praktiserende dyrleeger i Danmark,
om interessen i malkekvagsbesatninger med udbrud af Mycoplasma bovis. Kravene er listet i
Tabel 1. Der var kontakt til fire andre mulige besaetninger, som ikke opfyldte kriterierne for at veere
med i forsgget.

Krav til udbrudsbesatninger

Placering | | Danmark

Klinik Kliniske tegn pa Mycoplasma bovis hos minimum 10 keer og/eller kalve

ELISA Minimum 10 dyr med preveresultater > 50 OCD% malt med BIO-X K 302

PCR Positive PCR resultater er ikke et krav

Tabel 1: Tabellen oplister krav til udbrudsbeseatninger i forhold til geografisk placering, kliniske tegn hos dyrene og
laboratorieresultater pa udtagne prever

| de fire besaetninger der blev inkluderet havde egen dyrlaege stillet diagnosen inden de henvendte
sig til en projektdyrlaege. | besaetning 2, 3 og 4 havde egen dyrlege taget prover af syge keer i
besatningen og fundet ELISA OCD% over det fastsatte kriterie. | besaetning 1 blev alle kger testet



med PCR, og over 50 % er blevet fundet positive for Mycoplasma bovis. En opsummering af
udbrudsbesztningerne findes i Tabel 2.

Opsummering af udbrudsbesaetninger
Beseaetning 1 2 3 4
Dato for udtraek af 1/7 2015 20/7 2015 8/12 2015 20/1 2016
besaetningsdata (3. kvartal 2015) | (3. kvartal 2015) | (4. kvartal 2015) (1. kvartal 2016)
Antal kger i 177 174 182 391
besatningen™
Ydelse pr. ko 2.200 2.302 3.212 2.710
(kg/kvartal)**
Staldtype Lasdrift Lasdrift Lasdrift med Lasdrift
robotter
Geografisk placering Midt-/ Sydjylland Nordjylland Midtjylland
Nordjylland
Primere kliniske fund Mastitis, otitis | Artritis, mastitis, Aurtritis Artritis, mastitis,
media otitis media otitis media
Start udbrud ifglge 1/6-2015 1/7-2015 30/11 2015 Midt december
landmand 2015
Dataindsamlingsperiode 1/7 2015 20/7 2015 8/12 2015 20/1 2016
til 16/9 2015 til 6/10 2015 til 23/2 2016 til 5/4 2016
Antal kger i studiet 29 25 32 34
Antal observationer i 126 99 135 95
beseetningen

Tabel 2: Tabellen opsummerer generelle oplysninger om de fire udbrudsbesatninger. | hver besatning blev
landmanden interviewet ved farste besgg, hvor han estimerede startdato for udbruddet og beskrev den typiske klinik set
hos keerne.

* Data fra Kvaegdatabasen udtrukket (SEGES-KvegIT, 2016) for de angivne datoer i “Dato for udtrak af
besaetningsdata” for den enkelte besatning.

A: Ydelse pr. ko: Beregnet gennemsnitlig antal kg. melk pr. ko for det pageeldende kvartal. Der er tale om indvejet
meelk p& mejeriet.

B: Data fra Kveaegdatabasen udtrukket (DMS Dyreregistrering/DLBR KvagIT, 2017). Data geelder for en 12 méneders
periode far 31/1 2016.

C: Det var ikke muligt at udtreekke data om EKM, for denne besetning i samme tidsperiode som for de andre
besztninger (DMS Dyreregistrering/DLBR KvegIT, 2017).



Udveelgelse af kger til klinisk undersggelse

Kliniske tegn pa Mycoplasma bovis blev defineret som artritis, mastitis, pneumoni og skav
hovedholdning med otitis media som mulig arsag pa baggrund af Aebi et. al. (2015) og Maunsell et.
al. (2011). Disse kliniske tegn indgik i en for studiet udarbejdet protokol til registrering af kliniske
tegn hos keerne. Falgende fokusomrader indgik i den kliniske vurdering: Generel tilstand, hoved,
lunger, hjerte, led/lemmer, yver samt “andet” i form af uddybende kommentarer til de kliniske tegn

observeret hos dyrene (Appendix I).

Landmanden fik beskrevet de definerede kliniske tegn pa Mycoplasma bovis og udvalgte herefter ti
keer, som han ansa for klinisk syge af Mycoplasma bovis og ti keer som han ansa for at vaere raske.
Hvis en ko udgik af studiet ved udsetning, udvalgte landmanden i samarbejde med en
projektdyrlaege en ny ko med samme sygdomsstatus. Landmanden blev opfordret til at udveelge
keer, hvor der var kliniske tegn hos deres kalve, samt at undga goldkger eller kger som skulle
afgoldes i dataindsamlingsperioden. Kgerne blev ved hvert besgg klinisk undersggt og scoret af en
af de tre tidligere omtalt dyrleeger. Optimalt set skulle der i hver besatning veere 20 kger, som var
undersggt og testet fem gange. Men udseetning gjorde, at dette ikke var muligt. Derfor ses et hgjere
antal kger i studiet end de beregnede 20 kger (Tabel 2). Der var ogsa besatninger, hvor der blev
undersggt mere end 20 keer pr. besgg grundet stor interesse for dette hos landmanden.

Farste gang en ko fik konstateret kliniske tegn med Mycoplasma bovis som mulig arsag, jeevnfar

tidligere definition, blev datoen registreret og der henvises til denne dag som Dag 0 (Appendix I).

Prgveudtagelse, -handtering og testmetoder

Ved hvert besgg blev fra hver ko udtaget parrede blod- og malkepraver. Blod- og malkepraverne
blev opbevaret sa koldt som muligt efter udtagning uden brug af fryser eller kgleskab. Blodpraverne
blev udtaget i vacutainer serum, plain (Kruuse) og malkeprgverne i bronopolstabiliserede glas.
Praverne blev indenfor et dggn efter udtagning indleveret til laboratoriet Eurofins (Vejen,
Danmark), som udfarte alle analyser pa serum og malk. Hvis egen dyrlege udtog malkeprave til
PCR fra en ko i studieperioden (fra ferste til og med femte besgg, i den givne besatning), blev

resultatet af denne medtaget i studiet.
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Antistofniveauer for Mycoplasma bovis i serum og melk blev malt med den kommercielle ELISA
test BIO-X K 302 (Bio- X Diagnostics, Belgium). Melk blev desuden testet for Mycoplasma bovis
med PCR test PF0914 (PathoProof Mastitis Major-3 assay, Thermo scientific, Finland).

Samling af klinisk- og laboratoriedata i datasaet

Til databehandling blev der brugt programmet R version 3.3.2 (2016-10-31). Radata var
tilgeengeligt i tre forskellige Excelfiler for udbrudsbesatningerne; én for PCR-resultater, én for
ELISA-resultater og én med kliniske registreringer. Filerne blev indlest i R. Laboratoriedata blev
parret med klinisk data ud fra CKRnr 0g datoen for udtagelse af prever og klinisk undersggelse.
Kgerne skulle som minimum have ELISA-resultater for enten serum eller malk, samt kliniske
scorer pa hvert besgg. Kliniske scorer behgvede ikke at vaere komplette, eksempelvis kunne der
mangle en score for yverpalpation. Der blev lavet datatjek for fejlindtastninger, afvigende score-
veerdier og datoer pa radata, far og efter samling af data.

Gruppering af kgerne til analyse

| forbindelse med beskrivelse og videre analyse af data, blev kgerne inddelt i kliniske grupper.
Inddelingen af kaerne er inspireret af Aebi et. al. (2015), der skelner mellem, pneumoni, artritis og
klinisk mastitis hos keer. Der var ikke nok kliniske tilfeelde af pneumoni til at lave de samme
kliniske inddelinger, derfor er kgerne inddelt i falgende grupper beskrevet herunder. Opsummering
af kriterier for klinisk gruppering af kgerne kan ses i Figur 1. Ved tildeling af klinisk gruppering
blev manglende registreringer, eksempelvis ingen registrering for led fortolket som at koen ikke
havde klinik pa led.

“Systemisk klinik grundet Mycoplasma bovis” (Systemisk gruppe). Kgerne i denne
gruppe skulle have observationer med havelse af ét eller flere led. For hver ko med artritis
vurderedes det om ledhaevelserne kunne formodes at skyldes heematogen spredning af Mycoplasma
bovis. Vurdering blev foretaget af en af projektdyrleegerne, samt en studentermedhjelper under
supervision, pa baggrund af de kliniske scorer fra alle besgg for den enkelte ko samt
billeddokumentation af laesioner. Hvis der blev observeret involvering af huden ner det afficerede

led eller tegn pa traumer, kom koen ikke i Systemisk gruppe.
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“Mastitis grundet Mycoplasma bovis” (Mastitis gruppe). Kgerne i denne gruppe skulle
have kliniske tegn foreneligt med mastitis, defineret som blgd eller hard heaevelse af yvervav,
visuelle forandringer pa yveret og/eller malk med forandringer (Hogan et al., 2016). Kgerne i
Mastitis gruppen skulle som minimum have én positiv PCR prgve i studieperioden. Ud fra
producentens anbefalinger blev PCR < 37 cycle threshold value (Ct) betragtet som et positivt
resultat (Finnzymes, 2010).

“Ingen klinik grundet Mycoplasma bovis” (Ikke MB gruppe). Hos kgerne i denne gruppe
fandtes ingen kliniske tegn eller ogsa kunne de kliniske tegn ikke tilskrives Mycoplasma bovis
jeevnfar vores tidligere kliniske definition.

“Klinik muligvis grundet Mycoplasma bovis” (Muligvis gruppe). Keerne i denne gruppe

havde kliniske tegn som ikke kunne udelukkes at vare forarsaget af Mycoplasma bovis.

Gruppen indeholdt keer med artritis som ikke opfyldte kriterierne for at komme i Systemisk gruppe.
Samt kger med mastitis og konstant negativ PCR i studieperioden for Mycoplasma bovis. Gruppen
kunne desuden indeholde kaer med skeev hovedholdning eller luftvejssymptomer som hoste, ikke-

vesikuler lungelyd eller ikke-thorakoabdominalt respirationsmenster.

Otte kger havde kliniske tegn pa bade Mycoplasma bovis artritis og mastitis. Indledende analyse af
PCR resultater viste en generel tendens til at keer i Mastitis gruppe havde et lavt PCR-resultat pa 20
Ct eller derunder, mens kger i Systemisk gruppe generelt 13 over 30 Ct (Appendix, I1). Pa baggrund
af dette blev de otte kger fordelt saledes, at kger med et PCR-resultat pa eller under 20 Ct blev
placeret i Mastitis gruppe og k@er med et PCR resultat pa over 20 Ct blev placeret i Systemisk

gruppe.

Efter grupperingen blev der lavet tjek af datasattet for fejl i gruppering af keerne.
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Observationer med haevelse af ét eller flereled  mms > “Systemisk klinik
uden involvering af overliggende hud eller tegn pa [ PCR ‘ grundet
traume* ‘ >20Ct r» Mycoplasma bovis” |
Bdde Mycoplasma bovis ——
PCR< 37 Ct artritis og mastitis ‘ “PCR |
og <20Ct ’—> Y -

Blgd eller fast haevelse af kirtler foreneligt med | SR MaStIItls grubnde.t"

akut eller kronisk mastitis > Mycoplasma bovis

og/eller Forandret maelk |

“Ingen klinik
Ingen observeretklinik / ‘ | g

Klinik formodes ikke at skyldes Mycoplasma bovis** ‘-‘ Eeemme o
Mycoplasma bovis
* Ledhavelse med involvering af overliggende hud eller grundet traume*
og/eller L’ “Klinik muligvis
* Symptomer fra luftveje: Hoste, ikke-vesikulaer lungelyd, grundet
ikke-thorakoabdominal respiration ‘ Mycoplasma bovis”

* Skeev hovedholdning

Figur 1: Opsummering af kriterier for inddeling i kliniske grupper. Kger med kliniske tegn pd Mycoplasma bovis i bade
yver og led blev fordelt ud i grupper pa baggrund af PCR-resultater.

* Der er vurderet pa baggrund af alle kliniske scorer for koen samt billeddokumentation af leesioner om ledhaevelserne
kunne formodes at skyldes heematogen spredning af Mycoplasma bovis, blandt andet ved at vurdere involvering af
huden neer det afficerede led.

** Klinik som ikke kan betegnes som: artritis, mastitis, pneumoni eller skeev hovedholdning med otitis media som
mulig arsag

Variabel til beskrivelse af tid

Tidsdifference i dage fra Dag O til de enkelte prevedage blev udregnet. Kgerne i Ikke MB gruppen
fik tildelt en falsk Dag 0. Tildelingen er baseret pa oplysninger pa besatningsniveau om fordelingen

af Dag 0 hos kger i studiet som havde denne registrering (Appendix I11).

Dannelse af model-dataseaet for serum og for maelk

Fra det samlede dataseet indeholdende grupperinger blev der dannet to model-dataseet; ét for meelk
med ELISA-resultater pa meelk (model-datasaet-meelk) og ét for serum med ELISA-resultater pa
serum (model-dataszt-serum). Der udgik otte kliniske observationer uden ELISA-resultater for
serum fra model-dataset-serum og 24 observationer uden ELISA-resultater for melk fra model-

dataseet-meelk.

De to model-dataszt blev individuelt reduceret pa gruppeniveau saledes, at der kun blev modelleret

for perioder med tilstrekkelig data. Reduceringen fandt sted ved visuel vurdering af et grafisk plot
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af samtlige ELISA-resultater i forhold til dage fra Dag 0. Kriteriet var, at der indenfor en uge efter
tidligste og far sidste observation pa gruppe-niveau skulle optreede data fra mindst tre kger. Disse

kaer skulle have endnu en observation indenfor fire uger fra yderpunkterne.

Model-datasaet-serum indeholdt 94,6% af serum ELISA-resultaterne fra det oprindelige datasat.
Starstedelen af frasorterede data stammer fra Mastitis gruppe, hvor 73,3% af oprindelig data er
medtaget til modellering. Model-datasaet-malk indeholdt 93,7% af data fra det oprindelige dataseet.
Sterstedelen af frasorterede data stammer fra Mastitis gruppe, hvor 60,5% af oprindelig data er

medtaget til modellering.

Statistisk modellering

De multivariable modeller skulle praediktere en gennemsnitlig ELISA-veardi pa gruppeniveau for

henholdsvis serum og melk i forhold til en given dag fra Dag 0.

Outcome i form af ELISA-veerdier var ikke normalfordelt. VVed inspektion og analyse af
residualplots produceret i R for modellerne med utransformeret outcome fandtes sterre varians pa
hgje ELISA-vardier i forhold til lave ELISA-verdier (heteroskedasticitet). Normalfordeling blev
delvist opnaet og heteroskedasticitet minimeret ved en log-transformation af outcome i
modelleringen. | radata for meelk fandtes ét ELISA-resultat med vaerdien 0. Nul kan ikke

logtransformeres, derfor er observationen ekskluderet fra model-datasat-malk.

Modellen tager hgjde for hierarkisk struktur af radata med et niveau, hvor der kan ses forskel
mellem kger, og et niveau, hvor der kan ses forskel mellem besztninger. Dette er gjort ved at tilfgje
CHRnr (unikt ID for den individuelle besztning) og CKRnr (unikt ID for den individuelle ko) som

‘random effects’ i modelleringen.

Vores forklarende variable ‘fixed effects’ var dage fra Dag 0 og klinisk gruppe. Der blev set en
tendens til parabelforlgb for nogle af de kliniske grupper ved plot af radata. Derfor blev der tilfgjet
Dag 0 oplaftet i anden (Dag 0%) som variabel for at tillade parabelforlgb af de modellerede kurver

for grupperne.

Alle to-vejsinteraktioner mellem de forklarende variable blev testet i modellen og blev i modellen,
hvis modelfittet blev bedre af at de indgik. Modelfit blev vurderet med Akaike Information
Criterion (AIC).
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Modellen der blev testet var en Linear Mixed Model (LMM) med random intercept med formlen:

log(y) = Po + B1 + B2 + B3 + B1™* B3 + B2* B3+ Uckrnr. + UcHRnr+ €

Bo = Intercept
B1=Dag0

2= (Dag 0)*
B3 = Klinisk gruppe
Mckrar. = CKRNR
McHrnr. = CHRNR
e = Residualer ikke beskrevet ved modellen efter, at der var taget hejde for “random effects”
Til de preedikterede ELISA-verdier pa gruppeniveau blev der tilfgjet 95%-konfidensintervaller for
gennemsnittet. Disse blev produceret med R-funktionen ‘bootMer’. Bootstrapping er kert med

10.000 simuleringer for at sikre starst muligt repeterbarhed af placering af konfidensintervallerne.

Modellen og konfidensintervallerne blev produceret med R-pakkerne “Matrix” (Bates og Maechler,
2016), “Ime4” (Bates et. al., 2015) samt “ImerTest” (Kuznetsova et. al., 2016).

For hver model blev marginal og konditionel R? beregnet med “r.squaredGLMM” fra R-pakken
“MuMIn” (Barton, 2016). Marginal R? beskriver andelen af den totale variation i radata som
forklares af modellens ‘fixed effects’ alene. Konditionel R? beskriver andelen af den totale variation

i rddata som forklares af modellens ‘fixed effects’ og ‘random effects’ tilsammen (Nakagawa og
Schielzeth, 2013).

Til grafisk plot af modellerne blev tilfgjet en horisontal linje, der markerede producentens
anbefalede cutoff for BIO-X K302 pa 37 ODC%. Verdier herunder betragter producenten som
negative (Bio-X Diagnostics, 2011).
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Resultater

Radata brugt i modellering for ELISA pa serum

Det endelige dataseet bestod samlet af 455 observationer pa i alt 120 kger fra fire besztninger, heraf

var 433 observationer i model-dataset-serum. Radata brugt i modellering for serum er opsummeret

pa gruppeniveau og besztningsniveau i Tabel 3. | Figur 2 ses et grafisk plot af radata ELISA-

resultater i forhold til Dag 0. De vertikale stiplede linjer illustrerer ydre graenser af tidsinterval med

tilstreekkeligt data til modellering - punkter udenfor indgar ikke i opgerelsen i Tabel 3. For

Systemisk gruppe fandtes starst spredning pa ELISA-resultater. Af data medtaget i modellering la

55% af resultater i Systemisk gruppe over producentens graeenseveardi pa 37 ODC%. For Ikke MB

gruppe og Muligvis gruppe fandtes ELISA-resultater over 37 ODC%, men stgrstedelen af

resultaterne 1 under. For Muligvis gruppe la sterstedelen af ELISA-resultater over 37 ODC%

centreret omkring -21 til 21 fra Dag 0.

Kliniske grupper |Min 1. kvar. |Median |Gns. 3. kvar. [Maks. |Antal [Antal{Obs.*
(ODC%)|(ODC%) |(ODC%)|(ODC%)|(ODC%)|(ODC%)|Obs.* |Kger |pr. Ko

Ingen Klinik 2,86 12,92| 19,52 25,17 31,12 96,70 133] 31 4,3

grundet

Mycoplasma bovis

Klinik muligvis 2,93 14,26| 23,75 28,76 37,41 129,41 114 29 3,9

grundet

Mycoplasma bovis

Mastitis grundet 12,80 60,02] 97,51| 103,08/ 149,41| 180,41 24| 17 1,4

Mycoplasma bovis

Systemisk klinik 3,14 16,69| 48,20 56,31 86,64 223,00 162| 43 3,8

grundet

Mycoplasma bovis

Besaetning Min 1. kvar. |Median |Gns. 3. kvar. [Maks. |Antal |Antal{Obs*
(ODC%)|(ODC%) |(ODC%)|(ODC%)|(ODC%)|(ODC%)|Obs.* |Kger |pr. Ko

Besatning 1 539 14,80 24,16 31,39 39,49 96,70 114 29 3,9

Besetning 2 403 14,87 2498 38,39 56,73] 151,17 95 25 3,8

Besatning 3 2,86 11,19] 25,78 4293 54,46] 2230 130 32 4,1

Besatning 4 7,24 18,98 39,56| 57,62 77,61 180,41 94| 34 2,8

Tabel 3 Opgarelse af minimum, maksimum, kvartiler og gennemsnitlige ELISA-resultater i radata brugt i modellering
for serum. Desuden ses antal observationer, kaer og besgg pr. ko for Kliniske grupper og besatninger

*Qbservationer
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Resultater for Linear Mixed Model for serum

Den endelige LMM til preediktion af gennemsnitlig ELISA-veerdi pa gruppeniveau, for serum i
dette studie, blev den model praesenteret i afsnit ‘Materialer og metoder’. Modellen til praediktion af
ELISA-vardier malt i serum er vist i Tabel 4. Praedikteret ELISA-vaerdi for en bestemt uge fra Dag
0 kan udregnes ud fra model-veerdier opgivet i Tabel 4 eller afleses pa dagsniveau i Figur 3, som
viser preedikterede ELISA-verdier pa en ikke-logtransformeret skala. Det fremgar, at variansen for
den ‘random effekt’, der tager hojde for korrelationen mellem malinger pa dyr er meget storre end
variansen pa den ‘random effekt’, der tager hgjde for korrelationen mellem dyr fra samme
besetning, som er lig nul. Modellen for praedikterede ELISA-vardier for serum har en marginal R?

pa 0,22 og en konditionel R? pa 0,78.

Tabel 4 Resultater fra Linear Mixed Model for serum, som viser marginal R?, konditionel R?, ‘random
effects’ og “fixed effect’. Estimaterne er for log-transformerede Mycoplasma bovis antistof ELISA-verdier
malt i serum.

Marginal R? 0,22

Konditionel R? 0,78

Variabler Varians SD Estimat SE

Random effects
CKRNnr (Intercept) 0,48 0,69
CHRNnr (Intercept) 0,00 0,00
Residuals 0,19 0,43

Fixed effects
Ingen Klinik grundet Mycoplasma bovis (Intercept) 3,0 0,14
Klinik muligvis grundet Mycoplasma bovis 0,11 0,19
Mastitis grundet Mycoplasma bovis 15 0,26
Systemisk klinik grundet Mycoplasma bovis 0,74 0,18
Uger fra Dag 0 -0,028 0,012
(Uger fra Dag 0)? -0,00040 0,0014
Uger fra Dag 0 * Klinik muligvis grundet Mycoplasma bovis 0,0089 0,018
Uger fra Dag 0 * Mastitis grundet Mycoplasma bovis 0,088 0,19
Uger fra Dag 0 * Systemisk klinik grundet Mycoplasma bovis 0,045 0,030
(Uger fra Dag 0)? * Klinik muligvis grundet Mycoplasma bovis -0,00070 0,0022
(Uger fra Dag 0)? * Mastitis grundet Mycoplasma bovis -0,023 0,032
(Uger fra Dag 0)? * Systemisk klinik grundet Mycoplasma bovis -0,0051 0,0027

Den grafiske praesentation af LMM for serum med preaedikterede ELISA-veardier for de kliniske
grupper, samt 95%-konfidensintervaller for gennemsnittet af praedikterede serum ELISA-verdier er
illustreret i Figur 3.
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For Mastitis gruppe har grafen for de preedikterede ELISA-vardier et konkavt forlgb med toppunkt
i 96 ODC% pa dag 9 efter Dag 0. Denne gruppe har de hgjeste preedikterede ELISA-verdier. De
ligger vaesentligt over greenseveerdien pa 37 ODC% i hele kurvens forlgb. Den nedre granse af
konfidensintervallet pa de preedikterede ELISA-veerdier ligger over 37 ODC% i de farste fem uger
efter farste registrering af kliniske tegn hos kgerne. Konfidensintervallet er bredt og spander over et
interval pa ca. 70-100 ODC%. Det er smallest i den farste uge efter Dag 0. Der ses intet overlap
mellem konfidensintervaller for Mastitis gruppe og @vrige grupper i tidsrummet O til ca. 15 dage
efter Dag 0. Herefter er der overlap med konfidensintervallet fra Systemisk gruppe frem til 42 dage

efter Dag 0, hvor veerdierne for Mastitis gruppe ophgrer.

Grafen for Systemisk gruppe har et svagt konkavt forlgb. Praedikterede ELISA-verdier ligger i
perioden 0 til 28 dage efter Dag 0 omkring 43 ODC% i gennemsnit. Konfidensintervallet for
praedikterede ELISA-vardier har en bredde pa ca. 15 til 30 ODC% og er bredest far Dag 0. Den
nedre graense af konfidensintervallet pa de praedikterede ELISA-verdier ligger under 37 ODC% i
hele kurvens forlgb. Fra O til 28 dage efter Dag 0 ligger den nedre greense af konfidensintervallet pa
de praedikterede ELISA-veerdier over 34 ODC%. Der ses intet overlap mellem konfidensintervaller
for Systemisk gruppe, Ikke MB gruppe og Muligvis gruppe i tidsrummet ca. -9 til 62 dage fra Dag O.
Systemisk gruppe ligger vaesentligt over Ikke MB gruppe og Muligvis gruppe og vasentligt under
Mastitis gruppe.

Graferne for Ikke MB gruppe og Muligvis gruppe har et svagt faldende nasten lineart forlgb. Der
ses minimum 50% overlap af de to gruppers konfidensintervaller for gennemsnittet. Den starste
difference mellem gruppernes praedikterede ELISA-verdier til et givent tidspunkt er under 5
ODC%. For begge grupper er bredden af konfidensintervallet ca. 10 til 25 ODC%. Fra ca. seks uger
for Dag 0 og fremefter ligger begge gruppers konfidensintervaller under 37 ODC%. Den hgjeste
preedikterede ELISA-verdi er 27 ODC% for begge grupper.
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Figur 3 Pradikterede Mycoplasma bovis ELISA-vardier malt pa serum med Bio-X K302 kit i fire kliniske grupper i
forhold til tid malt i dage fra Dag O (farste registrering af kliniske tegn). Graferne er afbilledet med 95%-
konfidensinterval for middelvardien pa praedikteret ELISA-veerdi for gruppen. Den horisontale stiplede rade linje
markerer producentens grensevardi pa 37 ODC%.
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Radata brugt i modellering for maelk

Der var 418 observationer i model-datasat-melk. Radata brugt i modellering for mealk er
opsummeret pa gruppeniveau og besatningsniveau i Tabel 5. | Figur 4 ses et grafisk plot af radata
ELISA-resultater i forhold til Dag 0. De vertikale stiplede linjer illustrerer ydre greenser af
tidsinterval med tilstraekkeligt data til modellering - punkter udenfor indgar ikke i opgerelsen i
Tabel 5. Af data medtaget i modellering 1a 25% af resultater i Systemisk gruppe over producentens
graenseverdi pa 37 ODC%. For Mastitis gruppe 1a 57% af de observerede ELISA-resultater over.
For Ikke MB gruppe og Muligvis gruppe kunne ses ELISA-resultater over 37 ODC%, men

starstedelen af resultaterne 1a under.

Kliniske grupper |Min 1. kvar. |Median |Gns. 3. kvar. [Maks. |Antal {Antal|Obs.*
(ODC%)|(ODC%)|(ODC%)|(ODC%)|(ODC%)|(ODC%)|Obs.*|Kger |pr.
Ko

Ingen klinik grundet 0,53 6,92| 12,28| 22,09 23,43| 183,70 124/ 31| 4,0
Mycoplasma bovis

Klinik muligvis 0,66 4,99 12,13 23,79 31,66 268,00 118/ 29| 41
grundet

Mycoplasma bovis

Mastitis grundet 502| 12,54 50,53 7058/ 112,05 183,32 21| 17 1.2
Mycoplasma bovis

Systemisk klinik 0,71 3,88 12,50 27,12| 35,23 181,21 155 42| 3,7
grundet

Mycoplasma bovis

Besaetning Min 1. kvar. |Median |Gns. 3. kvar. [Maks. |Antal [Antal|Obs*

(ODC%)|(ODC%)|(ODC%)|(ODC%)|(ODC%)|(ODC%)|Obs.*|Kger |pr.
Ko

Besatning 1 355 12,70 21,32 36,29] 44,76 268,00 115 29 4
Besetning 2 4,05 10,10 20,93| 33,44| 37,44| 183,32| 84| 24| 35
Besetning 3 0,53 2,95 581| 18,08 17,70f 181,21| 126/ 32| 3,9
Besatning 4 0,66 2,07 537 2120 17,48 183,11 93] 34| 27

Tabel 5 Opgarelse af minimum, maksimum, kvartiler og gennemsnitlige ELISA-resultater i radata brugt i modellering
for maelk. Desuden ses antal observationer, kaer og besgg pr. ko for kliniske grupper og besatninger
*Observationer
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Resultater for Linear Mixed Model for ELISA pa meelk

Den endelige LMM til preediktion af gennemsnitlig ELISA-veerdi pa gruppeniveau for meelk er vist
i Tabel 6. Praedikteret ELISA-veerdi for en bestemt uge fra Dag 0 kan udregnes ud fra model-
veerdier opgivet i Tabel 6 eller afleeses pa dagsniveau i Figur 5, som viser praeedikterede ELISA-
veerdier pa ikke-logtransformeret skala. Det fremgar, at variansen for den ‘random effekt’, der tager
hgjde for korrelationen mellem malinger pa dyr er meget sterre end variansen pa den ‘random
effekt’, der tager hgjde for korrelationen mellem dyr fra samme besatning, som er lav. Modellen for

praedikterede ELISA-veerdier for mealk har en marginal R? p& 0,18 og en konditionel R? pa 0,77.

Tabel 6 Resultater fra Linear Mixed Model for malk, som viser marginal R?, konditionel R?, ‘random
effects’ og ‘fixed effect’. Estimaterne er for log-transformerede Mycoplasma bovis antistof ELISA-verdier
malt i maelk.

Marginal R? 0,18

Konditionel R? 0,77

Variabler Varians SD Estimat SE

Random effects
CKRnr (Intercept) 0,73 0,85
CHRNnr (Intercept) 0,35 0,59
Residuals 0,42 0,65

Fixed effects
Ingen Klinik grundet Mycoplasma bovis (Intercept) 2,5 0,35
Klinik muligvis grundet Mycoplasma bovis 0,13 0,26
Mastitis grundet Mycoplasma bovis 1,1 0,37
Systemisk klinik grundet Mycoplasma bovis 0,92 0,26
Uger fra Dag 0 -0,041 0,019
(Uger fra Dag 0)? -0,0021 0,0022
Uger fra Dag 0 * Klinik muligvis grundet Mycoplasma bovis -0,026 0,025
Uger fra Dag 0 * Mastitis grundet Mycoplasma bovis 1,5 0,65
Uger fra Dag 0 * Systemisk klinik grundet Mycoplasma bovis -0,092 0,046
(Uger fra Dag 0)? * Klinik muligvis grundet Mycoplasma bovis 0,00013 0,0029
(Uger fra Dag 0)? * Mastitis grundet Mycoplasma bovis -0,50 0,22
(Uger fra Dag 0)? * Systemisk klinik grundet Mycoplasma bovis 0,00097 0,0042

Den grafiske praesentation af LMM for meaelk med praedikterede ELISA-verdier for de kliniske
grupper samt 95%-konfidensintervaller for gennemsnittet af praedikterede serum ELISA-verdier er
afbilledet i Figur 5.

Mastitis gruppen har generelt de hgjeste preedikterede ELISA-veerdierer. Grafen for praedikterede
ELISA-verdier for Mastitis gruppen har et konkavt forleb med toppunkt dag 10 efter Dag 0 med en
preedikteret ELISA-veerdi pa 108 ODC%, og laveste punkt dag 22 efter Dag 0 med en verdi pa 26
ODC%. De pradikterede ELISA-vardier ligger pa Dag 0 pa 37 ODC%. | tidsintervallet dag 1 til
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dag 20 efter Dag O ligger preediktionerne over 37 ODC% og dag 21 og 22 ligger de under.
Konfidensintervallet har ligeledes et konkavt forlgb og er bredest ved grafens toppunktet, med en
bredde pa ca. 270 ODC%, og smallest ved grafens laveste punkter, med en bredde pa ca. 70 ODC%.
Toppunktet for konfidensintervallet for middelveerdien findes ved dag 10 efter Dag 0, med en
ELISA-veardi pa ca. 305 ODC%. Konfidensintervallet ligger over 37 ODC% i tidsperioden 7 til dag
13 efter Dag 0.

Der ses overlap af konfidensintervaller for Mastitis gruppe og de gvrige grupper. Overlap af
konfidensintervallet med Systemisk gruppe findes i hele tidsperioden for Mastitis gruppen; Dag O til
dag 22 efter Dag 0. I tidsperioden Dag O til dag 2 og dag 18 til dag 22 efter Dag 0, er der overlap af
konfidensintervaller mellem Mastitis gruppe og Ikke MB gruppe samt Muligvis gruppe. |
tidsperioden dag 3 til dag 17 ses intet overlap mellem Mastitis gruppe og Ikke MB gruppe samt
Muligvis gruppe.

Grafen for Systemisk gruppe har et svagt faldende konvekst forlgb. Praedikteret ELISA-veerdi ligger
i perioden -21 til -11 dage fra Dag 0 over 37 ODC% og herefter under, frem til dag 87 fra Dag 0,
hvor data stopper. Konfidensintervallet for preedikterede ELISA-verdier har en bredde pa ca. 7 til
80 ODC%. Konfidensintervallet er bredest ved -21 dage far Dag 0 og bliver gradvist smallere frem
mod dag 87 efter Dag 0. Den gvre grense af konfidensintervallet ligger over veerdien 37 ODC% fra
- 21 til 22 dage fra Dag 0 og herefter ligger den under 37 ODC%. Der ses konstant overlap mellem
konfidensintervaller for Systemisk gruppe, Ikke MB gruppe og Muligvis gruppe, i de tidsintervaller
hvor grupperne er praesenteret.

Graferne for Ikke MB gruppe og Muligvis gruppe har et svagt faldende nasten linezrt forlgb. Der
ses mere end 50% overlap af gruppernes konfidensintervaller. Den stgrste difference mellem
gruppernes praedikterede ELISA-verdier til et givent tidspunkt er under 8 ODC%. Den hgjeste
preedikterede ELISA-veerdi for grupperne er henholdsvis 14 ODC% for Ikke MB gruppe og 22
ODC% for Muligvis gruppe. Begge gruppers konfidensintervaller er bredest ved tidligste
preediktion og bliver gradvist smallere frem mod seneste praediktion. Den gvre graense af
konfidensintervallet for Muligvis gruppe ligger over 37 ODC% frem til ca. 5 uger fgr Dag 0 og
ligger herefter under. Ikke MB gruppes konfidensinterval har en bredde mellem ca. 10 og 30 ODC%
og det ligger under veaerdien 37 ODC% i hele tidsintervallet for gruppen.
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Figur 5 Praedikterede Mycoplasma bovis ELISA-vardier pa melk ved Bio-X K302 kit i fire kliniske grupper i forhold
til tid malt i dage fra Dag O (farste registrering af kliniske tegn). Graferne er afbilledet med 95% konfidensinterval for
middelvardien pa praedikteret ELISA-vardi for gruppen. Den horisontale stiplede rgde linje markerer producentens
grenseveerdi pa 37 ODC%.
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Diskussion

Dette studies mal var at beskrive Mycoplasma bovis antistoffers temporale udvikling i niveau i
serum og meelk omkring sygdomsudbrud i naturligt inficerede kger, samt at klarleegge om der
kunne ses forskelle mellem grupper af kger med forskellige kliniske tegn. Studiet var — sa vidt vi
vidste - det eneste longitudinelle observationsstudie af dette omfang med gentagne ELISA-
resultater pa serum og melk, samt kliniske registreringer pa enkeltdyrsniveau.

Vores anvendte modeller tog hgjde for hierarkisk struktur af data samt interaktion mellem kliniske

grupper og tid fra start af kliniske tegn.

Vores resultater tydede p4, at der var forskelligt temporalt antistofniveau i serum og malk for iszer
grupper af kaer med artritis grundet Mycoplasma bovis. Antistofniveauet hos grupper uden eller
med usikkerhed pa tilstedeveerelse af klassisk Mycoplasma bovis klinik var gennemsnitligt under
graenseverdien pa 37 ODC% og de to grupper kunne ikke signifikant skelnes. | serum kunne findes
ELISA-positive antistofniveauer for grupper af kaer med Mycoplasma bovis mastitis i en leengere
periode omkring start af kliniske tegn. Antistofniveauer i serum for artritis var signifikant forskelligt
fra de gvrige gruppers omkring start af kliniske tegn, men 13 ikke signifikant over greenseverdien. |
melk viste modellen kun antistofniveauer over greenseverdien for grupper af keer med
Mycoplasma bovis mastitis i en kort periode. De gvrige gruppers antistofniveau ikke kunne
adskilles i meelk. Fund i LMM meelk var delvist i konflikt med fund i radata. For enkeltdyr iser i
serum hos kger med artritis grundet Mycoplasma bovis, kunne der ses store forskelle i

antistofniveau mellem kgerne.

Generaliserbarhed og begraensende faktorer i modelleringen

Produktionsforhold for kger i studiet

Malpopulation for dette studie var malkekvagsbesatninger med keer i produktionssystemer med
forhold lignende dansk konventionel eller gkologisk drift. | Danmark i perioden 1/10-2014 til 30/9-
2015 1a den gennemsnitlige melkeydelse for Dansk Holstein pa 10.552 kg. EKM pr. ko og den
gennemsnitlige besatningssterrelse var 167,8 arskger. (Landbrugsinfo.dk, 2015). Tre af vores
besatninger afveg ikke markant fra landsgennemsnittene for antal kger i besatningen, dog havde
besztning 3 omkring det dobbelte antal af gennemsnittet. Udbrudsbeseatningerne havde en
arsydelse pr. ko teet pa eller over landsgennemsnittet for meelkeydelse, iser besatning 3 13 hgjt. Det

er blevet diskuteret om hgj malkeydelse kunne vare en risikofaktor for udbrud af Mycoplasma
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bovis, men der foreligger ingen endelige beviser for dette (Aebi et. al., 2015). Trods eksempler pa
hgj malkeydelse kan resultaterne for vores besztninger umiddelbart generaliseres til vores

malpopulation.

Antal kger og observationer

Indsamlingen af data har veeret afhaengig af forekomst af Mycoplasma bovis og dyrlaegers
indrapportering af udbrud samt samarbejdsvillighed hos landmanden. Derudover var
dataindsamlingen omkostningstung i form af arbejdstimer til klinisk registrering, prgvehandtering,
laboratoriearbejde og efterfalgende datahandtering. Disse faktorer har veeret begraeensende for at et
starre datamateriale kunne indsamles. Det ville ellers have veeret gnskeligt i forhold til den

statistiske sikkerhed pa resultaterne.

Variation i stikprgvestgrrelsen mellem de kliniske grupper

Stikpravestarrelsen varierede mellem de kliniske grupper. Mastitis gruppe havde feerrest kaer og
observationer. Med 17 kger i henholdsvis model-datasat-serum og -malk og gennemsnitligt 1,4 og
1,2 besgg pr. ko. Grunden til det lave antal besgg pr. ko var varierende incidens af mastitis i
besatningerne, samt udseetning af hensyn til dyrevelfeerden hos syge kaer. Dette har leenge veeret
den anbefalede procedure for Mycoplasma bovis mastitiskger (Maunsell et. al., 2011; Nicholas og
Ayling, 2003; Pflitzner og Sachse, 1996). Fa observationer og besgg pr. ko gav starre usikkerhed pa
dels temporal udvikling af antistofniveauer for enkeltdyr samt pa modellernes praedikterede ELISA-

veerdier for denne gruppe i forhold til de andre grupper.

Der findes ikke Kkliniske tegn som er patognomoniske for Mycoplasma bovis (Nicholas og Ayling,
2003). Andre patogener kan give lignende kliniske tegn. Vi forsggte for mastitis at sikre korrekt
gruppering ved kravet om et positivt PCR-resultat for koen i studieperioden. Producenten bag vores
anvendte PCR oplyste ikke preacis specificitet og sensitivitet for testen, men kommenterede at de
var hgje (Finnzymes, 2010). Andre studier af PCR pa meelkepraver har givet henholdsvis
specificitet og/eller sensitivitet under 100%, men dog over 82% (Bashiruddin et. al., 2005; Cai et.
al., 2005; Sachse et. al., 2010). Fejlklassificering af kger til Mastitis gruppe kunne altsa ikke
udelukkes. Men da samtlige kger i Mastitis gruppen havde minimum ét resultat 20 Ct eller
derunder, foreneligt med hgj forekomst af DNA fra Mycoplasma bovis, vurderes risikoen for

tildeling til gruppen uden Klinisk infektion af Mycoplasma bovis at vaere minimal. Der blev i vores
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studie ikke taget hgjde for at keer med Mycoplasma bovis mastitis kunne have uregelmaessig
udskillelse af bakterien (Biddle et. al., 2003), hvilket i forbindelse med gruppering efter PCR-
resultat ville kunne give fejlklassificering, hvis der ikke var udskillelse pa dagen for prgveudtagelse.

Det er i litteraturen ikke beskrevet, hvordan denne risiko kunne nedseettes.

Der er ikke foretaget pavisning af Mycoplasma bovis, ved eksempelvis PCR-testning pa
ledaspirater. Dette kunne give usikkerhed pa klassificeringen af kgerne i Systemisk gruppe.
Usikkerheden blev forsggt minimeret ved kun at medtage kaer, hvor der ikke var andre abenlyse
arsager til artritten, som eksempelvis traumer eller tykke haser, der kunne forarsages af mange
forskellige tilstande og tilfeelde i stalden.

Ikke MB gruppe indeholdt keer uden kliniske tegn eller med kliniske tegn, som projektdyrlaegerne
initialt ikke mente skyldtes Mycoplasma bovis. Der blev ikke undersggt for reproduktionslidelser.
Keratokonjunktivitis indgik ikke som grupperingskriterie. Det kunne derfor ikke udelukkes at fa
keer i gruppen havde klinik grundet Mycoplasma bovis. For disse kaer ville der veere usikkerhed pa
ELISA-resultaternes placering pa x-aksen, da keerne fik tildelt falsk Dag 0, som ikke ngdvendigvis
korresponderede med den dag keerne faktisk startede med at vise kliniske tegn. Hgje ELISA-
resultater kunne pavirke forlgbet af den modellerede kurve samt konfidensintervallet for denne, alt

efter, hvor de 1 pa tidslinjen.

Da vi gnskede at vores modeller skulle reflektere det fulde kliniske billede for kgerne i
datagrundlaget, fandt vi det ngdvendigt at lave en gruppe for kger med usikkerhed pa Mycoplasma
bovis status - Muligvis gruppe. | tvivistilfeldene om arsagen til en artritis kom kgerne i Muligvis
gruppe. Det kunne heller ikke udelukkes at nogle af mastitisk@erne i Muligvis gruppe stod med en
Mycoplasma bovis infektion i yveret og havde testet falsk negativ med PCR eller ikke udskilte
Mycoplasma bovis pa dagen prgven blev udtaget.

Stor forskel mellem de enkelte kger, men kun lidt mellem besaetninger
CKRnr 0g CHRnr havde stor betydning for variationen set i vores model udtrykt ved at konditionel

R? var langt hgjere end marginal R2.

Variationen grundet CKRnr Vvar langt hgjere end variationen grundet CHRng, som var lig nul for
serum og lav for malk. Det betgd, at der var stor variation mellem kger, mens variationen mellem

beseatninger var fravaerende for LMM serum og lille for LMM melk. Grunden til den lille
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betydning af besaetning for LMM malk kunne vare at besaetningerne ikke bidragede med det
samme antal kger til de kliniske grupper. En overreprasentation af eksempelvis kger i Mastitis
gruppe i en beseetning kunne medfere betydning af besetning for LMM meelk, da mastitiskaer
havde de hgjeste antistofniveauer i malk. Dette kunne medfare et overlap af variationen beskrevet
ved en ’random effect’ og en ’fixed effect’. Dette ville give en overestimering af modellens samlede
forklaring af variation. Da variation beskrevet ved CHRng, var relativt begreenset i LMM
vurderedes dette ikke at veare problematisk. Vi kunne altsa med rimelighed generalisere vores
modeller pa besztningsniveau, iser for serum. De store forskelle mellem enkeltdyr betad, at der

ikke kunne generaliseres for individuelle keer med modellen.

Efter at modellen havde taget hgjde for variation mellem kger kunne der ses en signifikant forskel i
temporale antistofniveauer beskrevet ved ELISA for de enkelte grupper samt en variation af

antistofniveauet afhaengig af tid. Derfor blev det vurderet at modellen var brugbar.

Forskel pa temporalt antistofniveau i serum og maelk

For Systemisk gruppe kunne der observeres en veasentlig forskel pa temporalt niveau af
preedikterede ELISA-verdier i modellerne for serum og for meelk. Ud fra LMM 14 antistofniveauet
stabilt omkring 45 ODC% i maneden efter Dag 0 i serum, mens der var et stgt fald med langt lavere
veerdier i meaelk. Ud fra LMM kunne det ses at antistofniveauerne i Mastitis gruppen havde et hurtigt
stigende og faldende temporalt forlgh i malk, mens de for serum ikke naede samme maksimale
niveau og faldt langsommere. Da modellerne var baseret pa de samme kgers ELISA-resultater i
serum og maelk kunne det tyde pa at iszr kger i Systemisk gruppe havde forskelligt antistofrespons i
henholdsvis serum og malk. Dette kunne skyldes forekomst af forskellige klasser af antistoffer mod
Mycoplasma bovis i blodbanen og yverets alveoler. IgM findes i hgje koncentrationer i blodet, men

transporteres ikke aktivt til alveolerne i yveret (Bennet og Jasper, 1978b).

Vi var ikke bekendt med studier, som havde fundet forskelle eller ligheder i antistofniveauer
specifik for kaer med artritis grundet Mycoplasma bovis. Bennett og Jasper (1980) fandt en forskel i
temporalt forlgb af antistofniveauet i serum og malk hos fire kger eksperimentelt inficeret i yveret
med Mycoplasma bovis. De malte samlet pa 1gG og IgM pa serum og separat pa IgG og IgA pa
melk. Resultaterne blev dog ikke angivet pa samme skala og var derfor svare at sammenligne.
Byrne et. al. (2005) fandt at temporale 1gG-niveauer i serum og malk var meget ens for tre kaer

med mastitis grundet eksperimentiel infektion med Mycoplasma bovis. Der er altsa modstridende
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resultater pa omradet. Det tydede dog pa at klassen af antistoffer, der males pa har stor betydning
for detekterede niveauer i henholdsvis serum og malk. Producenten af BIO-X K302 ELISA, som
blev benyttet i vores studie, oplyste ikke hvilke klasser af antistoffer testen malte pa. Forlgbene af
antistofniveauerne beskrevet ved ELISA i de forskellige kliniske grupper og deres betydning

uddybes senere.

To kliniske grupper fra udbrudsbesaetninger havde ikke antistofniveauer forskellige fra
niveauer fundet i kontrolbesaetninger

I modellerne for serum og malk var der pa intet tidspunkt signifikant forskel pa Ikke MB gruppe og
Muligvis gruppe i tidsintervallet, hvor der blev modelleret. Praedikteret ELISA-veerdi for Muligvis

gruppe var enten lig veerdien for Ikke MB gruppe eller marginalt hgjere.

Ved plot af radata for grupperne, kunne det observeres at der var forholdsmaessigt flere kger med et
positivt ELISA-resultat i Muligvis gruppe. Det vil sige, at der var stgrre sandsynlighed for at teste
en ko positiv i Muligvis gruppen. Selv fa hgje ELISA-resultater ville kunne traekke gennemsnittet
for gruppen op, da keerne generelt 1 lavt. Hgjere LMM pradiktioner i Muligvis gruppen kunne
skyldes stgrre sandsynlighed for, at der kom en ko med Mycoplasma bovis Klinik i denne gruppe, da

alle keer i gruppen havde kliniske tegn som kunne skyldes Mycoplasma bovis.

Under arbejdet med dette studie, havde vi adgang til serum ELISA-resultater fra et tidligere projekt
om Mycoplasma bovis i danske kvagbesatninger “Intern rapport om Mycoplasma-antistofresultater
i pilotprojekt 2012 (Nielsen, 2012). | rapporten indgik der data fra tre udbrudsbesatninger og tre
kontrolbeseaetninger. Vi brugte data fra de tre kontrolbesaetninger, som var uden klinik af eller
historik om Mycoplasma bovis. Kgerne blev testet individuelt pa serum med BIO-X K302 ELISA,
og deres resultat kan ses i Appendix VI. Det gennemsnitlige ELISA-resultat pa serum fra kger i
kontrolbesetningerne 1a pa 26 ODC%, men der var adskillige malinger i intervallet 40-100 ODC%.
For Muligvis- og Ikke MB gruppe la niveauet set i vores radata samt LMM serums hgjeste
preedikterede ELISA-veerdi marginalt hgjere. Dette betad at man ikke umiddelbart kunne skelne
besatninger med Mycoplasma bovis udbrud fra besatninger uden udbrud ved ELISA-test af

grupper uden tydelig Mycoplasma bovis klinik.

De tidligste observationer for Dag 0 stammede alle fra farste besgg i besatningerne. Et kontinuert

svagt faldende forlgb af kurverne for preedikteret ELISA-vardi kunne indikere, at der i starten af
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udbruddet var en svag antistofreaktion i grupperne. | vores LMM serum fandt vi, at det tidlige
antistofrespons for grupperne lkke MB gruppe og Muligvis gruppe var for lavt til at give
preedikterede ELISA-verdier over graenseverdien. Vi var ikke bekendt med studier, der specifikt
omhandlede antistofniveauer i kger uden artritis og mastitis grundet Mycoplasma bovis i
udbrudsbesztninger. Szacawa et. al. (2016) fandt med BIO-X ELISA positive antistofresultater i
kaer uden kliniske tegn stammende fra besatninger med mistanke om udbrud af Mycoplasma bovis.
Det fremgik dog ikke om besetningerne, hvorfra keerne stammede fik bekreeftet mistanken om
udbrud. Byrne et. al. (2000) fandt positive antistofresultater i serum hos kontroldyr i en beszatning
med udbrud af Mycoplasma bovis. Studiet koncentrerede sig om keer med mastitis, hvorfor der ikke
er oplyst, om der er set anden klinik hos kontroldyrene, der kunne skyldes Mycoplasma bovis. Disse
studier kunne indikere at antistofrespons forekommer i kger uden Mycoplasma bovis klinik, men

endelige konklusioner kunne ikke drages grundet manglende informationer.

Forskel pa flere kliniske gruppers temporale antistofniveauer i serum

Ud fra vores LMM for serum kunne ELISA anvendes til at skelne mellem kliniske grupper. |
perioden omkring start af kliniske tegn hos keerne og indenfor den fgrste maned ville grupper med
tydelige kliniske tegn pa Mycoplasma bovis ifglge modellen gennemsnitligt teste positivt, mens
gvrige grupper ville teste negativt. | perioden O til 15 dage fra Dag 0 1 preedikterede ELISA-
veerdier for Mastitis gruppe signifikant hgjere end veerdier for Systemisk gruppe. Det tyder altsa pa,
at grupper af keer med Mycoplasma bovis mastitis initialt har hgjere antistofniveau end grupper af
keer med artritis. Dog skal der igen tages hgjde for fa observationer i Mastitis gruppe. Det kunne

ikke udelukkes at billedet ville @&ndre sig, hvis man havde flere observationer at modellere pa.

Systemisk gruppes nedre konfidensinterval kommer ikke over producentens greenseverdi pa 37
ODC%, men ligger konsekvent over 34 ODC% indenfor den ferste maned. Det kunne derfor
diskuteres om graenseveerdien skulle rykkes til 34 ODC% for at undga falsk negative kger med
Mycoplasma bovis artritis. Dette ville dog give nedsat specificitet med flere tilfeelde af falsk
positive. En nedsat specificitet giver darligere sikkerhed pa et positivt testresultat. Stor sikkerhed pa
positiv diagnose er vigtigt, hvis man eksempelvis bruger denne viden som grundlag for
managementbeslutninger om indfaring af skeerpet biosecurity. Hvis man gnsker bedst sikkerhed pa
den positive diagnose bar greensevaerdien ikke rykkes. Hvis man derimod gnsker sikkerhed pa et
negativt ELISA-resultat kan graenseveerdien rykkes ned med starre sensitivitet til fglge. Dette kunne
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veere anvendeligt ved eksempelvis handel, hvor kaber gnsker sikkerhed for at keer stammer fra en
sygdomsfri besatning.

Hvis man primert udtog og testede blodpraver fra grupper af keer med kliniske tegn pa mastitis
eller artritis ville man gge chancer for at finde hgje antistofniveauer indikerende tilstedeveerelse af
Mycoplasma bovis i besatningen. Antistofniveauer i kliniske grupper burde undersgges nermere,
gerne pa et starre datagrundlag og med samtidig test for Mycoplasma bovis forekomst hos enkeltdyr
med PCR eller kultur pa relevant prgvemateriale, eksempelvis ledvaeske fra kger med artritis.

Vores resultater tyder pa at gruppetestning af keer med klassisk Mycoplasma bovis klinik i form af

mastitis eller artritis var anvendeligt til diagnostik pa besatningsniveau afhazngigt af graenseverdi.

Usikkerhed om ELISA pa maelk kan bruges til diagnostik pa besatningsniveau

Pa vores modellerede graf blev der observeret et smalt tidsmaessigt vindue for positiv
diagnostisering af en gruppe keer med mastitis grundet Mycoplasma bovis. Dette Ia en uge efter
start af kliniske tegn og fem dage frem. | tidsrummet adskilte gruppen af kger med Mycoplasma
bovis mastitis sig signifikant fra grupperne med kger uden klar Mycoplasma bovis klinik, men ikke

fra gruppen af keaer med Mycoplasma bovis artritis.

Byrne et. al. (2000) fandt ni uger efter Mycoplasma bovis udbrud i en besatning, at alle otte kger
med Mycoplasma bovis mastitis, bekraeftet ved dyrkning, testede positiv ved ELISA pa melk. Dette

tydede pa at ELISA pd malk kunne vare anvendeligt til diagnostik af Mycoplasma bovis mastitis.

Vores resultater fra modellen bekrafter at diagnostik ved positiv ELISA-veerdi for Mycoplasma
bovis mastitis er mulig, men i et kort tidsrum. Det gar diagnostisering af Mycoplasma bovis mastitis
pa meelk sveert at anvende i praksis, da man typisk gnsker sikker diagnostisering ved start af klinisk

sygdom eller en lang periode med mulighed for diagnostisering.

Den begraensede mangde observationer pa mastitiskger, der 1a til grund for vores model skal dog
noteres. Vi havde fa gentagende observationer pa kgerne og dermed en betydelig usikkerhed pa
temporalt antistofniveau for enkeltdyr. En stor andel af observationerne & under graenseveerdien
kort efter start af kliniske tegn. Det kunne altsa ikke afvises, at hvis man studerede flere tilfzlde,

ville det modellerede billede &ndre sig. Der er behov for yderligere forskning pa omradet

Der blev i LMM malk ikke observeret nogen signifikant forskel mellem Systemisk gruppe, Ikke MB

gruppe og Muligvis gruppe pa noget tidspunkt. Ingen af disse grupper la signifikant over
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grenseverdien. Disse resultater tydede pa at grupper af kger i en udbrudsbesztning, som ikke
havde Mycoplasma bovis mastitis, ikke udskilte antistoffer i malken i sa hgj grad, at det ville give
udslag i en positiv praedikteret ELISA-veerdi. Dette kunne betyde at eksempelvis screening af
tankmeelk ikke ville kunne bruges for Mycoplasma bovis udbrudsbesatninger, hvor de kliniske tegn
ikke var mastitis. Pa baggrund af vores resultater kunne vi ikke anbefale brug af ELISA pa malKk il
diagnostik pa besatningsniveau

Ved plot af vores radata var der ELISA-resultater over 100 ODC% hos nogle kger i vores Systemisk
gruppe kort efter start af kliniske tegn. Disse niveauer faldt dog markant indenfor tre uger. Det
kunne ud fra radata ikke fuldsteendigt udelukkes, at nogle kger i Systemisk gruppe ville have et hgijt
antistofniveau i et kort tidsrum efter start af kliniske tegn. Men ud fra plot af radata blev det
vurderet, at sensitiviteten var for lav til at have diagnostisk veerdi. Modellens praedikterede ELISA-
niveauer under greenseverdien for gruppen understgttede en antagelse om, at der var for fa keer
med artritis, hvor det ville veere muligt at male et ELISA positivt antistofniveau. Her var ogsa behov

for yderligere forskning.

Temporalt antistofniveau varierer meget mellem kger i samme kliniske gruppe

Der kunne observeres stor forskel pa temporalt antistofniveau mellem kgerne internt i grupperne,
primert i serum fra kger med Mycoplasma bovis artritis (Figur 2). Spredningen pa ELISA-
resultater i kliniske grupper kan skyldes fejlgruppering. Det kan ogsa skyldes, at kaer har forskellig

antistofrespons pa Mycoplasma bovis.

Burki et. al. (2015) opsummerede en raekke arsager til, at der kunne ses forskelligt immunrespons
pa Mycoplasma bovis i forbindelse med infektion. Mycoplasma bovis har stor variation i sin
antigen-profil, og der var demonstreret skift i profilen ved hgj forekomst af bovine antistoffer. Der
kunne veere forekomst af intracellulzer Mycoplasma bovis samt op- og nedregulering af
immunresponset, herunder gget produktion af antistoffer med darligere beskyttende immunitet.
Mycoplasma bovis mange mekanismer til pavirkning af immunresponset kunne forklare den store

forskel i antistofniveauer mellem kger i samme kliniske gruppe.

Brugen af antistof ELISA til bestemmelse af forekomst af Mycoplasma bovis hos enkeltdyr ved
pavisning af antistoffer var behaftet med vasentlig usikkerhed. Det er muligt, at en antistof-ELISA

baseret pa et andet target protein end proteinet benyttet BIO-X K302, ville kunne vise andre

33



resultater for kgerne i dette studie. En forskningsgruppe i Melbourne arbejdede med validering af en
nyudviklet antistof ELISA-test, MilA (Wawegama et. al., 2016).

En stor del af Mycoplasma bovis artritis keerne havde ingen positive ELISA-resultater. Dette kunne
tyde pa at ELISA havde lav sensitivitet ved enkeltdyrsdiagnostik for keer med med Mycoplasma
bovis artritis. Dette var problematisk, hvis man ville bruge testen som grundlag for elimination af
smitten fra en besatning. Hvis man tager udgangspunkt i ELISA-verdier, kunne man overse
smittede keer. Pa baggrund af vores resultater, ville vi ikke anbefale diagnostik pa enkeltdyr med
ELISA.

Andre tendenser observeret i forbindelse med studiet

Kger med Mycoplasma bovis mastitis eller artritis kan opdeles ud fra PCR
Ved plot af PCR resultater blev der observeret en generel tendens til at keer med kliniske tegn pa

mastitis havde et lavt PCR-resultat pa 20 Ct eller derunder. Kger med kliniske tegn pa systemisk

sygdom 13 generelt i intervallet 30-37 Ct (Appendix I1).
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Konklusion

Der blev i dette studie produceret Linear Mixed Models til praediktion af gennemsnitligt temporalt
Mycoplasma bovis antistofniveau i forskellige kliniske grupper af kger i Mycoplasma bovis

udbrudsbesztninger.

I modellerne havde CHRng lille eller ingen betydning for variationen observeret, hvilket tyder pa, at
modellernes resultater kan generaliseres pa besatningsniveau, nar besatninger under lignende
produktionsforhold undersgges. | modellerne havde CKRnr stor betydning for variationen
observeret, hvilket indikerer at der er stor forskel pa antistofniveauer imellem kger. Modellernes

preedikterede antistofniveauer kan altsa ikke generaliseres for enkeltdyr.

Der kunne observeres forskelligt temporalt antistofniveau pa gruppeniveau i henholdsvis serum og
melk, iseer for grupper af keer med Mycoplasma bovis artritis. Dette tydede pa forskelligt

antistofrespons i blodbanen og yveret hos kgerne.

Grupper af kaer uden kliniske tegn eller med kliniske tegn som muligvis kan skyldes Mycoplasma
bovis kunne ikke signifikant adskilles og der blev observeret kontinuert lave praedikterede ELISA-
veerdier for disse. ELISA-vardierne for disse grupper var meget lig antistofniveauer fundet i

besatninger uden Mycoplasma bovis udbrud.

Dette tydede pa at ELISA-testning af grupper af kaer uden kliniske tegn eller med kliniske tegn som
muligvis kan skyldes Mycoplasma bovis ikke kunne bruges til at diagnostisere udbrud af

Mycoplasma bovis pa besatningsniveau.

I modellen for serum, kunne der i en maned efter start af kliniske tegn ses signifikant hgjere
Mycoplasma bovis antistofniveauer for grupper af keer med Mycoplasma bovis artritis og mastitis
end for studiets gvrige grupper. Dette tydede pa at ELISA malt pa serum kunne benyttes til
besatningsdiagnose ved test af grupper af keer med kliniske tegn pa Mycoplasma bovis i form af

artritis og mastitis.

I modellen for maelk, kunne der i et smalt tidsvindue efter start af kliniske tegn, positivt detekteres
Mycoplasma bovis antistofniveauer i en gruppe af keer med mastitis, men ikke i studiets gvrige
grupper. Ved beseetningsdiagnostik gnskes typisk mulighed for testning af tankmalk. Mycoplasma
bovis udbrudsbesatninger med anden klinik end mastitis ville ifglge vores resultater ikke teste

positivt og derfor kunne ELISA pa mealk ikke anbefales til diagnostik pa besatningsniveau.
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Der kunne i radata observeres stor variation i temporale antistofniveauer mellem kger, iseer for kaer
med Mycoplasma bovis artritis. Dette tydede pa at Mycoplasma bovis kunne medfare forskellig
immunreaktion hos keer med samme kliniske tegn holdt under samme produktionsforhold. Det
kunne ses at kun 55% af de malte antistofniveauer for Mycoplasma bovis artritis keer 1a over
producentens graenseveerdi. Derfor kunne brugen af ELISA malt pa serum til detektion af

Mycoplasma bovis antistofrespons pa enkeltdyrsniveau ikke anbefales.
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Appendix

Appendix I: Klinisk protokol udarbejdet i forbindelse med dette studie:

CHR nr Ko nr Dato
Klinik Resultat Bemarkning
Generelt
Almen tilstand 0/1
Huld tal
Temp tal
Hoved
CNS, hovedholdning 0/1
@ijne, flad 0/1
Nares, flad 0/1
Hoste 0/1
Lunger
Respiration 0—-TA/1—alt andet
Auskulation 0 —nor. Ves, let fors. Ves resp / 1 alt andet
Hjerte
Auskulation 0-1AB /1 - alt andet
Led/lemmer
Haevelse 0/1
Hud 0/1/2
Halthed 0/1/2
Yver
Inspektion 0/1/2(3-pattet)
Palpation 0/1/2/3
@mhed 0/1
Malkeprave 0 -iab /1 —&ndret udsende
Andet
Blodprave
Gruppe
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Symptom_start: hvilken dato startede symptomerne. Farste observation af os eller som oplyst af landmanden.

Obs_est: O=farste dato vi har set det Kliniske tegn, 1=preacis angivelse af landmanden eller dennes dyrlage,
eller fundet i dyrereg (mest preecise).

Mb_klinik: klinikken formodes at skyldes M bovis. F.eks. havelse af et eller flere led uden hud lzesioner,
udtalt skeevhovedholdning, vedvarende markante hange grer,

Mulig_mb Klinik: den observerede klinik kan skyldes M bovis. F.eks. yb, ledhavelse hvor tvivl om huden er
involveret, resp symptomer, hange grer mild grad eller kun fundet ved 1 besgg.

Dyrereg: beskriv hvis oplysninger er fundet i dyrereg.

Forklaringer til kliniske registreringer KGER

Generelt

Hoved

Lunger

Hjerte

Almen tilstand: bedgmmes 0-1
0 =rask
1 = syg (beskriv under bemerkninger).
Afsnit 3. Koens almentilstand bedgmmes pa baggrund af en visuel vurdering.

Huld: Vurderes pa en skala fra 1-5 efter Fergusons skala. Afsnit 4.

Temp: temperaturen males med et termometer og temperaturen registreres.

CNS, hovedholdning: bedgmmes 0-1
0 = normal hovedholdning
1 = skaev hovedholdning

djne: bedgmmes 0-1
0 = ej flad fra gjet (uni- eller bilateralt)
1 = forgget maengde flad fra gjet (uni- eller bilateralt).

Nares: bedgmmes 0-1
0 = ej flad fra nares (uni- eller bilateralt)
1 = flad fra nares (uni- eller bilateralt), karakteren noteres under bemzarkninger
(sergst, mukgst, purulent, blodigt, skummende).

Hoste: bedgmmes 0-1
0 = ej hart hoste ved undersggelsen
1 = hart hoste ved undersggelsen.

Respiration: Karakteren noteres under bemarkninger (thoracoabdominal, overfladisk,
abdominal, dyspng).

Auskultation: respirationslyden noteres. Normal vesikulaer resp, ru resp, bronkgs resp,
rallelyde.
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Auskulation: I1AB hvis lyder normalt, ellers noter

Led/lemmer

Heaevelse: bedgmmes 0-1

0 = ej haevede led
1 = haevelse af et eller flere led (beskriv under bemarkninger hvilke).

Hud: bedgmmes 0-2

0 = huden pa lemmerne er intakt
1 = harlaget slidt af et eller flere omrader (beskriv hvor)
2 = sar (>2 cm i diameter) pa et eller flere ben (beskriv hvor).

Halthed: bedgmmes 0-2. Efter Welfare Quality.

0 = Rengaende, fast rytme og ligelig veegtbarende pa alle fire ben.
1 = Uren gang, brudt rytme og forkortet skridt pa halt ben, uens veegtbaering.
2 = Springhalt, ingen eller minimal veegtbeering pa det afficerede ben eller

lavgradig halt pa mere end et ben.

Yver

Inspektion: bedgmmes 0-1.
0 = symmetrisk yver uden sar eller tegn pa havelse

1 = asymmetrisk yver med sar eller visuelle tegn pa havelse (noter hvad)

Palpation: Vurderes 0-3.

@mhed: bedgmmes 0-1

CMT:

0 = normalt bladt yver vaev

1 =gdem i én eller flere kirtler

2 = blad haevelse foreneligt med akut inflammation i én eller flere kirtler (notér
hvilke)

3 = hard haevelse foreneligt med kroniske forandringer i én eller flere kirtler
(noter hvilke).

0 =ej gmhed
1 = gmhed

Meelkeprgve: udtag én melkepreve, malk fra alle 4 kirtler blandes i ét glas.

Andet: andre kliniske observationer ikke naevnt i skemaet som umiddelbart observeres.

”Afsnit” referer til: ”"Ny-Sundhedsradgivning. Vejledning og dokumentation til ”Indberetninger for kliniske

registreringer” 15. November 2006”.
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Appendix II: PCR resultater for de oprindeligt tiltaenkte analysegrupper
Oprindeligt var det planlagt at lave fire kliniske grupper: “Mycoplasma bovis mastitis”,

“Mycoplasma bovis systemisk”, “Mycoplasma bovis mastitis og systemisk” og “Resten”, som ville
besta af dyr ikke i de to andre grupper. Med en gruppe pa otte dyr ville gruppen “Mycoplasma bovis
mastitis og systemisk” statistisk blive for lille. Derfor valgte vi at fordele “Mycoplasma bovis
mastitis og systemisk” gruppen ud pa hhv. gruppen “Mastitis grundet Mycoplasma bovis”(< 20 Ct)
og “Systemisk klinik grundet Mycoplasma bovis”’(>20 Ct) ud fra PCR resultaterne. “Resten” blev

delt ud i to grupper med hh. mistanke og ingen mistanke om klinik grundet Mycoplasma bovis.

Resten M. bovis mastitis

PCR (Ct)

91 -7 63 -

Tid fra "Dag 0"(Dage)

Figur 11: PCR resultater for de farst tilteenkte kliniske grupper ud fra Dag 0. Der er trukket streger mellem resultaterne,
for at kunne se forlgbet for de enkelte kger. De vandrette rgde streger er hhv. ved graenseveerdien pa 37 Ct og ved 20 Ct
som er graensen der har defineret hvilken gruppe dyrene fra “M. bovis mastitis og systemisk” er kommet over i.
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Appendix lll: Tildeling af “Falsk Dag 0”
Keerne i gruppen “Ingen klinik grundet Mycoplasma bovis™ har faet en beregnet Dag 0. “Falsk Dag

0" er lavet pa besatningsniveau ud fra de andre gruppers sande Dag 0. Beregningen er foretaget i

programmet R med pakken dplyr og funktionen “mutate”.
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Figur I11: Fordeling af start af kliniske tegn i udbrudsbesetningerne. De gverste dele af figurerne for hver besatning
”Falsk” viser fordelingen af keer i gruppen “Ingen klinik grundet Mycoplasma bovis”, som har faet en “Falsk Dag 0”.
Den nederste del af figuren ”Sandt” beskriver fordelingen af “Dag 0” hos dyr med kliniske tegn der enten antages at
vaere eller mistaenkes at skyldes Mycoplasma bovis.

46



Appendix IV: ELISA-resultater pa serum med BIO-X K302 i kontrolbesatninger fra ”Intern
rapport om Mycoplasma-antistofresultater i pilotprojekt 2012” af Liza Rosenbaum Nielsen

Kontrolbesastning 1 Kontrolbesastning 2 Kontrolbesastning 3
140 - ®
120 1
100 1
80 1

Serum ELISA (ODC%)

Besags nr.

Figur 1V: Boxplot af BIO-X K302 ELISA-resultater for Mycoplasma bovis antistoffer i serum hos keer i tre
kontrolbesetninger fra et tidligere studie “Intern rapport om Mycoplasma-antistofresultater i pilotprojekt 2012 af Liza
Rosenbaum Nielsen. Der er 400 ELISA-resultater fra i alt 154 keer fordelt pa de tre besatninger. Hver besatning
havde tre besgg og disse er angivet som “Besggs nr.” pa x-aksen. Besggene 1a med fire til syv ugers mellemrum. De
rgde ringe om punkter i besatning 1 og 3 markerer gentagne hgje malinger pa hver ét dyr. Den rgde horisontale stiplede
linje angiver producentens greenseveerdi pd 37 ODC%. Generelt ses at minimum 75% af serum ELISA-resultater ligger
under graenseveerdien 37 ODC% pa alle besgg i kontrolbesztningerne.
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Data fra kontrolbesatninger og udbrudsbesaetninger

Kontrolbesatninger fra ”Intern
rapport om Mycoplasma-
antistofresultater i pilotprojekt 2012”
af Liza Rosenbaum Nielsen.

Dette studies
radata: lkke MB
gruppe + Muligvis
gruppe

Antal dyr

154 dyr

60 dyr

Antal observationer

400 observationer

251 observationer

ODC%)

1. Kvartil (angivet i ODC%) | 16 ODC% 14 ODC%
Median (angivet i ODC%) 22 ODC% 21 ODC%
Gennemsnit (angivet i 26 ODC% 27 ODC%
ODC%)

3. Kvartil (angivet i ODC%) | 30 ODC% 34 ODC%
Maksimal veerdi (angivet i 149 ODC% 129 ODC%

Tabel IV: Sammenligning af data fra Ikke MB gruppen sammenlagt med Muligvis gruppen fra dette studie og
kontrolbesztninger fra tidligere studie. Det ses at gennemsnit i de to studier ligger meget taet pa hinanden mens tredje

kvartil i vores studie ligger hgjere.
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