o

SLU

Ar mjolkprover en alternativ
provtagningsmetod for
diagnostik av lentivirus hos
sma idisslare?

Elin Fogelberg

Sjalvstandigt arbete * 30 hp

Sveriges lantbruksuniversitet, SLU

Fakulteten foér veterindrmedicin och husdjursvetenskap
Veterinarprogrammet

Uppsala 2023







Ar mjolkprover en alternativ provtagningsmetod for diagnostik
av lentivirus hos sma idisslare?

Are milk samples an alternative sampling method for the diagnosis of small ruminant

lentivirus?

Elin Fogelberg

Handledare:

Bitr. handledare:

Bitr. handledare:

Examinator:

Omfattning:

Niva och fordjupning:

Kurstitel:

Kurskod:
Program/utbildning:
Kursansvarig inst.:
Utgivningsort:
Utgivningsar:
Omslagsbild:
Upphovsrétt:

Nyckelord:

Sveriges lantbruksuniversitet

Jonas Johansson Wensman, Statens veterinarmedicinska
anstalt / Sveriges lantbruksuniversitet, Institutionen for
kliniska vetenskaper

Jenny Frissling, Statens veterindarmedicinska anstalt / Sveriges
lantbruksuniversitet, Institutionen for husdjurens miljé och hélsa

Anna Ordell, Statens veterindrmedicinska anstalt / Sveriges
lantbruksuniversitet, extern resurs vid Institutionen for kliniska
vetenskaper

Ylva Persson, Statens veterindrmedicinska anstalt / Sveriges
lantbruksuniversitet, Institutionen for kliniska vetenskaper

30 hp

Avancerad niva, A2E

Sjalvstandigt arbete i veterinarmedicin

EX1003

Veterinarprogrammet

Institutionen for kliniska vetenskaper

Uppsala

2023

Fotografi taget av Elin Fogelberg.

Alla bilder anvands med upphovspersonens tillstand.

maedi-visna, kaprin artrit encefalit, SRLV, serum, mjolk, pool,
frysning, kontrollprogram, ELISA

Fakulteten foér veterindrmedicin och husdjursvetenskap

Veterindrprogrammet






Sammanfattning

Lentivirus hos sma idisslare (engelska: small ruminant lentivirus; SRLV) innefattar tva olika virus:
visna-maedivirus (VMV) och kaprin artrit encefalitvirus (CAEV). Dessa tva virus orsakar kroniska
infektioner hos smé idisslare som slutligen leder till doden. I dagsléaget finns varken behandling eller
vaccin for att skydda djuren, utan i stallet finns kontrollprogram i ett flertal lander for att motverka
att sjukdomen etablerar sig i far- och getpopulationen. | Sverige bygger kontrollprogrammet pa
insamling av individuella serumprover. Syftet med denna studie var att undersoka om mjélkprover
kan fungera som ett alternativt provtagningsmedium i kontrollprogrammet. | studien undersoktes
aven om antikroppsnivaer i mjolk varierar beroende pa laktationsstadium, om pooler av mj6lkprover
kan anvandas i analysen och om frysning paverkar den serologiska analysen av mjolkprover, samt
jamforelsen mellan tva olika ELISA-kit pa mjolk.

| studien deltog 117 far och 17 getter provtagna for mjolk och serum och 54 far endast provtagna
for serum. Samtliga prover analyserades med ID Screen ELISA. Gard & Djurhalsan startade ett
projekt dar farbesattningar som inte var anslutna till kontrollprogrammet fick skicka in mj6lkprover
for att utvardera mojligheten att analysera antikroppar mot VMV i mjélk. Mjolkprovspositiva far
fran Gérd & Djurhalsans projekt testades pa nytt senare i laktationen. Tre positiva getmjolkprover
poolades ocksa i olika spadningsserier for att undersoka detektionsgransen for SRLV-antikroppar. |
studien analyserades 88 getmjolkprover fran ett tidigare examensarbete med samma metod (Elitest
ELISA) for att undersoka hur frysning paverkar analysen av mjolkproverna. Samma prover
analyserades sedan med ID Screen som en jamfdrelse mellan ID Screen och Elitest.

D& ID Screen anvandes som analysmetod erholl de parade serum- och mjélkproverna fran faren och
getterna en god Gverensstammelse. Detta resulterade i en sensitivitet pa 93,3 % och en specificitet
pé 100 % for getmjolk jamfort med serum. Samtliga av faren var negativa for VMV-antikroppar vid
den andra provtagningen och erhéll en specificitet pd 100 %. Detta tyder pa att mjolk kan vara ett
lampligt provtagningsmedium i kontrollprogrammet men att det kravs fler studier dar VMV-positiva
far och fler getter inkluderas. Huruvida antikroppsnivan varierade i mjolkprover hos far utifran
laktationsstadium gick inte att besvara da samtliga prover var negativa vid den andra provtagningen.
Resultatet pekar mot att det kan vara en fordel att folja upp positiva mjolkprover som erhallits tidigt
i laktationen med en provtagning senare i laktationen for att undvika falskt positiva provsvar.
Poolning av mjolkprover kan eventuellt bli aktuellt i framtiden da ett getmjolkprov kunde spadas sa
mycket som 1:128. Det behdvs dock fler studier for att se hur detta skulle kunna utnyttjas praktiskt.
Yiterligare slutsatser som kunde dras var att fyra ars frysning av mjélkprover péaverkade den
serologiska analysen da Elitest anvandes, da farre positiva prov upptacktes av Elitest 2022 jamfort
med 2018. ID Screen lyckades detektera alla tidigare positiva mjolkprover och anses darmed vara
en béttre analysmetod &n Elitest.

Nyckelord: maedi-visna, kaprin artrit encefalit, SRLV, serum, mjolk, pool, frysning, kontroll-
program, ELISA



Abstract

Small ruminant lentiviruses (SRLV) include two different viruses: visna-maedivirus (VMV) and
caprine arthritis encephalitis virus (CAEV). These two viruses cause chronic infections in small
ruminants that ultimately lead to death. Currently, there are no treatments nor vaccines available to
protect the animals. Several countries have implemented control programs to prevent the disease
from establishing itself in the sheep and goat population. The control program in Sweden is based
on individual serum samples. The purpose of this study was to investigate whether milk samples can
serve as an alternative sampling medium in the control program. The study also investigated whether
antibody levels in milk vary depending on the lactation stage of the animal, whether pools of milk
samples can be used in the analysis, whether freezing affects the serological analysis of milk
samples, and the comparison between two different ELISA kits on milk.

Serum and individual milk samples were collected from 117 sheep and 17 goats, and 54 sheep were
sampled for serum only. The samples were analyzed with ID Screen ELISA. Gard & Djurhalsan
started a project where sheep herds, that were not a part of the control program, had the opportunity
to send in milk samples to evaluate the possibility of analyzing antibodies to VMV in milk. Milk
test-positive sheep from Gard & Djurhalsan's project were retested later in the lactation period.
Three positive goat milk samples were also pooled in different dilution series to investigate the
detection limit of SRLV- antibodies. In the study, 88 goat milk samples from a previous master
thesis were also reanalyzed using the same method (Elitest ELISA) to investigate how freezing
affects the analysis of the milk samples. The same samples were then analyzed with ID Screen to be
able to compare ID Screen with Elitest.

When ID Screen was used as the analysis method, the paired serum and milk samples from the sheep
and goats had a good overall agreement. This resulted in a sensitivity of 93.3% and a specificity of
100% for goat milk compared to serum. All the sheep were negative for VMV-antibodies at the
second sampling, obtaining a specificity of 100%. This suggests that milk may be a suitable
sampling medium in the control program but that more studies are required where VMV-positive
sheep and more goats are included. Whether the antibody levels varied in milk samples from sheep
depending on the lactation stage could not be answered as all samples were negative at the second
sampling. However, the result indicates that it may be beneficial that sheep with positive milk
samples obtained early in lactation are resampled later in lactation to avoid false positive test results.
One of the goat’s milk samples could be diluted as much as 1:128 and pooling of milk samples may
therefore become relevant in the future. Additional conclusions were that storing milk samples in a
frozen state for four years affected the serological analysis when using Elitest, as fewer positive
samples were detected with Elitest in 2022 compared to 2018. ID Screen succeeded in detecting all
previous positive milk samples and was thus considered to be a better analysis method than Elitest.

Keywords: maedi-visna, caprine arthritis encephalitis, SRLV, serum, milk, pooling, freezing,
control, ELISA
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1. Inledning

Ar 1933 importerades 20 karakulfér frén Tyskland till Island med syfte att férbéttra
farproduktionen i landet. Detta ledde till upptackten av tva sjukdomar som fick
namnen maedi (dyspné) och visna (borttynande), vilka resulterade i doden for ver
100 000 far pa Island de nastféljande aren (MacLachlan & Dubovi 2017). Viruset
som lag bakom sjukdomen isolerades av Bjorn Sigurdsson 1960 och heter numera
visna-maedivirus, VMV, och har sedan dess pavisats i alla farproducerande lander
i varlden, med nagra fa undantag (Minguijon et al. 2015). Island lyckades bekdampa
maedi-visna 1965 genom att slakta ut éver 600 000 far (MacLachlan & Dubovi
2017). Ett virus som var mycket likt VMV isolerades 1980 av Crawford och Cork
I USA och fick namnet kaprin artrit encefalit-virus, CAEV (Crawford et al. 1980).
Under samma tid upptéckte aven en svensk forskargrupp CAEV (Sundquist 1981).
Numera gar CAEV och VMV ofta under det gemensamma namnet sma idisslares
lentivirus eller small ruminant lentivirus (SRLV) pa grund av deras fylogenetiska
likheter och deras naturliga transmission mellan far och get.

SRLV orsakar kroniska infektioner hos sma idisslare och kan affektera lungor,
leder, juver och centrala nervsystemet och darmed ge upphov till pneumoni, artrit,
mastit och encefalit. Den respiratoriska och neurologiska formen leder till
utmargling och dod. Djuren kan inte bilda immunitet mot viruset och det finns &nnu
ingen behandling eller effektiva vaccin som kan kontrollera sjukdomen. Detta har
resulterat i uppkomsten av frivilliga kontrollprogram som har en stor betydelse for
att undvika att viruset sprids i populationen (Minguijén et al. 2015).

I Sverige finns sedan 1993 ett kontrollprogram for SRLV och som i dagslaget
bygger pa insamling av individuella serumprover (Andersson et al. 2021), vilket
kraver att en veterindr tar proverna. Detta &r tidskrdvande och kostsamt, samt att
det kan leda till en stressande situation for djuren (Brinkhof et al. 2010). Ett flertal
studier har undersokt om mjélkprover kan ersétta serumprover i framtiden och
kommit fram till lovande resultat (Motha & Ralston 1994; Mazzei et al. 2005;
Brinkhof et al. 2010; Adjadj et al. 2019; Persson et al. 2022). Mj6lkprover medfor
lagre kostnader och ar en mindre invasiv provtagningsmetod, vilket &r fordelaktigt
for bade djuragarna och djuren. Mjélkprovtagning skulle kunna bidra till att fler
far- och getbesattningar gar med i MV/CAE-programmet. ldag &r endast 45 % av



farpopulationen och 13 % av getpopulationen i Sverige anslutna (Andersson et al.
2021). Under 2021 testade 25 djur fran fem olika beséttningar positivt for
MV/CAE. Malet med kontrollprogrammet &r att Sverige till slut ska bli fritt fran
sjukdom, men for att detta ska bli mojligt behdver kontrollprogrammet effektiveras.

Syftet med denna studie var att utvardera mjélk som mgjligt provtagningsmedium
for analys av antikroppar mot SRLV genom att bland annat jamféra individuella
mjolk- och serumprover fran far respektive getter. Vi undersokte aven hur frysning
paverkar den serologiska analysen av mjolkprover. Syftet innefattade &ven att
undersoka om antikroppsnivaer i mjolk varierar beroende pa laktationsstadium
samt om pooler av mjolkprover kan anvandas i analysen. Under studiens gang kom
vi ocksa att jamfora tva olika ELISA-Kit, vilket &ven kommer att presenteras.
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2. Litteraturoversikt

2.1 Maedi-visna (MV) och kaprin artrit encefalit (CAE)

Maedi-visna (MV) hos far och kaprin artrit encefalit (CAE) hos get orsakas av
visna-maedi virus (VMV) respektive kaprin artrit encefalit virus (CAEV). Dessa
virus ar nara beslaktade och gar ofta under det gemensamma namnet lentivirus hos
sma idisslare (engelska: small ruminant lentivirus; SRLV). Fylogenetiska analyser
konfirmerar att dessa lentivirus kan ga over artgranser, vilket innebér att getter kan
infektera far och vice versa. En del stammar av viruset & dock mer artspecifika an
andra. SRLV tillhor familjen Retroviridae, genus Lentivirus och forekommer over
hela vérlden, forutom Island dar viruset utrotats samt Nya Zealand och Australien
dar farens sjukdom MV annu inte rapporterats (Caswell & Williams 2016).

SRLV ger upphov till multisystemiska, progressiva, inflammatoriska lesioner i
olika organ, men orsakar inte immunnedséttning som andra lentivirus kan gora. De
inflammatoriska lesionerna karaktariseras av borttynande, dyspné, artrit, mastit och
neurologisk dysfunktion (MacLachlan & Dubovi 2017). MV och CAE ar anmél-
ningspliktiga sjukdomar i Sverige och ska darmed anmélas till Jordbruksverket av
veterindr vid konstaterad smitta (Statens jordbruksverk 2021).

2.1.1 Lentivirus hos sma idisslare (SRLV)

SRLYV ér ett holjebarande virus och dess genom bestar av en enkelstrangad RNA-
strang. SRLV har olika virala gener, bland annat gag som kodar for en
gruppspecifik nukleokapsid och olika matrix-glykoproteiner, pol som kodar for
omvant transkriptas samt env som kodar for ytglykoproteiner (Caswell & Williams
2016). Antikroppar mot SRLV binder ofta till glykoproteinerna SU och TM pa
lipidholjet (MacLachlan & Dubovi 2017), medan antikroppsbaserade diagnostiska
tester detekterar antikroppar riktade mot glykoproteinerna i matrix (Caswell &
Williams 2016).
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2.1.2 Replikation av retrovirus

Replikationen av retrovirus sker genom att dess enkelstrdéngade RNA gors om till
en dubbelstraingad DNA-kopia med hjélp av enzymet omvant transkriptas
(MacLachlan & Dubovi 2017). DNA-kopian kallas for ett provirus och proviruset
translokeras till véardcellens cellkérna dar det integreras i vardcellens genom med
hjalp av enzymet integras. Efter att proviruset &r inkorporerat i genomet kan det
replikeras och transkriberas av vérdcellens egna DNA- och RNA-polymeras och
nya viruspartiklar kan darefter infektera nya celler. Proviruset kan &ven ligga latent
i vardcellens genom och aktiveras langre fram i tiden, vilket kan resultera i en lang
inkubationstid. VVardcellen dor oftast inte av virusreplikationen.

Retrovirus genomgar ofta mutationer och rekombinationer, och kan férandra vard-
cellens genetiska sekvenser da de interagerar med vardcellens genom (MacLachlan
& Dubovi 2017). Virusets omvanda transkriptas saknar den korrekturlédsning som
finns hos vérdcellens DNA-polymeras, vilket medfor att det vanligen sker
mutationer da virusets RNA ska omvandlas till DNA. Detta bidrar till att viruset far
en stor genetisk diversitet hos det infekterade djuret. Enligt de Miguel et al. (2021)
finns fem genotyper (A-E) och mer &n 28 subtyper i dagsléget. Detta implicerar hog
genetisk och antigen diversitet hos viruset, vilket forsvarar serologisk och
molekylér diagnos.

2.1.3 Patogenes

SRLYV sprids vertikalt via kolostrum och mjolk, men kan dven spridas horisontellt
via inhalation av nossekret vid nara kontakt mellan djur (Caswell & Williams
2016). Viruset utsondras i sperma men risken for infektion foljande betdckning eller
inseminering anses som liten, det kravs dock fler studier inom det omradet
(Minguijon et al. 2015). Transplacental transmission mellan en infekterad moder
och avkomma kan ske, men &r ovanligt (Cutlip et al. 1988). Indirekt smitta via
exempelvis redskap kan potentiellt vara en risk for spridning, likasa kan ateran-
vandning av kontaminerade sprutor och kanyler utgdra en risk (Minguijon et al.
2015). SRLV infekterar i forsta hand celler tillhérande cellinjen monocyter/
makrofager i blodet och i andra vavnader (MacLachlan & Dubovi 2017), som till
exempel lungor, mjélkkortlar, lymfknutor, mjalte, hjarna och leder (Caswell &
Williams 2016). Pa senare ar har det aven konfirmerats att viruset kan infektera
flertal andra celler, sasom epitelceller i juver, dendritiska celler, endotel (Blacklaws
2012; Minguijon et al. 2015), epitelceller i lungorna och myocyter (Minguijon et
al. 2015).

SRLV har en lang inkubationstid, fran nagra manader till flera ar. Inkubationstiden

for MV har rapporterats upp till nio ar. Varddjuret kan generellt inte bekampa
virusinfektionen och bilda immunitet trots en effektiv humoral och celluléar immun-
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respons, eftersom proviruset &r integrerat i vardgenomet och déarmed kan finnas
latent i celler med lang livslangd. Detta medfor att ett smittat djur blir persistent
infekterat. Det &r dock inte alla djur som utvecklar klinisk sjukdom under sin livstid
(MacLachlan & Dubovi 2017). Antikroppar som bildas mot SRLYV tillhor framfor
allt gruppen 1gG1 och kommer alltid att finnas narvarande i djuret men med en viss
titervariation (Blacklaws 2012). Nyfodda som infekteras vid fodseln har maternella
antikroppar via kolostrum/mjélk i cirka tva till tre manader, darefter ar de oftast
seronegativa fram till att de serokonverterar mellan sex och tolv manaders alder
(Ramirez et al. 2013).

2.1.4 Kilinisk presentation

Sjukdomssyndromet hos far och get varierar beroende pa olika faktorer hos viruset
och den infekterade individen. Olika virusstammar eller subtyper kan ha olika
snabb replikation. De kan &ven ha olika virulens, tropism for olika celler och olika
tendens att orsaka inflammation i lungor, leder, juver eller nervsystemet. Djurets
genetik och ras kan ocksa paverka sjukdomspresentationen (Caswell & Williams
2016). Detta medfor att det ar svart att veta vilka kliniska symptom som ett
infekterat djur kommer att uppvisa (MacLachlan & Dubovi 2017).

Maedi-visna

Maedi betyder dyspné och visna betyder borttynande pa islandska. Maedi och visna
beskrevs tidigare som olika sjukdomar orsakade av olika virus, men da den forsta
stammen av maedi isolerades sags en serologisk likhet till visna och tidiga
experiment fann att infektionerna orsakades av samma virus, som gav uppkomst till
det nuvarande namnet: visna-maedivirus (Torsteinsdoéttir et al. 2007). Viruset
drabbar framfor allt djurslaget far (MacLachlan & Dubovi 2017), och maedi ar den
vanligaste formen av sjukdomen (Caswell & Williams 2016), och &r den enda
formen som ses i Sverige (Andersson et al. 2021). Symptom ses séllan hos djur
yngre an tre ar da inkubationstiden ar lang (MacLachlan & Dubovi 2017). Maedi
ger upphov till en interstitiell pneumoni dar symptom som kan ses &r bland annat
dyspné, hosta, nosflode och viktnedgang. Gravt paverkade djur kan bli liggande
och abortera om de ar draktiga. Symptomen varar i cirka 3-8 manader innan djuret
avlider. Vid visna far djuret en demyeliniserande encefalomyelit som leder till
paralys, viktnedgang, ibland fascikulationer i ansiktsmuskulaturen och till slut
doden. Visna kan fortga i flera ar och kan varvas med perioder av remission dar
djuret mar béttre. Infektion med VMV kan i vissa fall dven ge mastit och/eller artrit
hos drabbade individer (MacLachlan & Dubovi 2017), vilket ger upphov till ett hart
juver eller hélta och svullna leder (Caswell & Williams 2016).
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Kaprin artrit encefalit

Infektion med CAEV hos get leder till kronisk progressiv artrit hos vuxna getter
och till pares/paralys hos 2-6 manaders gamla killingar (MacLachlan & Dubovi
2017). En ovanligare sjukdomsbild hos CAEV-infekterade getter innefattar inter-
stitiell pneumoni och mastit. Kaprin artrit kommer oftast smygande och kan
paverka flera synovialleder. Det ar framfor allt karpallederna som blir mest
patagligt affekterade, men &ven has-, kna-, bog-, kot- och vertebralleder kan
affekteras. Progressiv leddegeneration kan leda till vatskeansamling, destruktion av
ledbrosk och ankylos. Ligament och bursor kan aven bli inflammerade, vilket leder
till smérta. Den andra sjukdomsbilden &r leukoencefalomyelit som &r en progressiv
demyeliniserande inflammation i1 hjarnan och/eller ryggmargen och ses hos
killingar. Denna lesion leder till pares/paralys och ataxi, men affekterade killingar
ar oftast fortsatt alerta och har generellt god aptit och syn. Leukoencefalomyelit har
blivit mer ovanligt idag, och det &r framfor allt kaprin artrit som ses (MacLachlan
& Dubovi 2017). | dagslaget ar det dock oklart vilken symptombild som dominerar
i Sverige.

2.1.5 Diagnostik

Det finns ingen guldstandard for att diagnostisera SRLV i dagslaget, men det finns
ett flertal tester som kan anvéndas for att detektera infektion. Enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA), agar gel immunodiffusion (AGID), och andra
serologiska tester kan anvandas for att detektera specifika antikroppar hos
infekterade djur. Dessa serologiska tester anses anvandbara tack vare en hdg
sensitivitet (sannolikheten att ett test korrekt identifierar individer som &r sjuka),
och det &r framfor allt indirekt ELISA som dominerar inom diagnostiken. AGID
har hogre specificitet (sannolikheten att ett test korrekt identifierar individer som
friska) an ELISA och anvdnds ofta som konfirmering av ELISA-resultat.
Serologiska tester kan ge falska negativa provsvar pa grund av virusets breda
antigenspektrum samt en langsam serokonvertering hos djuret (Minguijon et al.
2015). Falskt positiva provsvar ar inte lika vanligt forekommande (de Andrés et al.
2013), men kan ses hos avkommor som erhallit passiva antikroppar fran en
infekterad moder, forutsatt att de provtas tidigt i livet (Cutlip et al. 1988). PCR kan
ocksa anvandas for att detektera virus i blod och andra vavnader hos en individ i ett
tidigare skede, innan djuret har serokonverterat (de Andrés et al. 2005). PCR kan
dock ha svart for att detektera viruspartiklar pa grund av den stora genetiska
variationen hos viruset samt en lag virusmangd i provmaterial som kan tas fran
levande djur.

I Sverige anvands indirekt ELISA for att detektera antikroppar mot SRLV i

serumprover. | oktober 2021 ersatte SVA det davarande ELISA-testet till ett
ELISA-test med hogre sensitivitet, det vill sdaga fran IDEXX CAEV/MVV Total
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Ab (IDEXX Laboratories, Westbrook, Maine, United States) till ID Screen
MVVI/CAEYV (Innovative Diagnostics, Grabels, France). Prover som &r seropositiva
eller som har otydligt resultat testas om med samma ELISA-test. Om provresultat
fortsatt ar positivt anvands AGID for att konfirmera resultatet hos far, medan
IDEXX anvands for att konfirmera getternas prover. Obduktion och histopatologi
kan ocksa anvandas som diagnostik for att detektera SRLV (Andersson et al. 2021).

2.1.6 Behandling

Som tidigare ndmnts kan ett djur som blivit infekterat med SRLV inte bilda
skyddande immunitet mot viruset. Det finns inte heller ndgon behandling mot
SRLV, utdver understddjande behandling samt avlivning av djurskydds- och
smittskyddsskal. Detta har skapat ett intresse att ta fram nya strategier for att kunna
immunisera djuren (Reina et al. 2013). Trots mycket forskning kring immunologi
och vaccin sa har inget effektivt vaccin annu producerats. | dagslaget bygger
strategierna mot infektion pa kontrollprogram (Minguijon et al. 2015).

2.2 Kontrollprogram

De flesta kontrollprogram mot SRLV ér frivilliga och djurdgarna far sjéalva sta for
kostnaderna kring programmet. Kostnaderna for kontrollprogrammet i exempelvis
Nederlanderna &r relativt hoga i jamforelse med storlek och ekonomisk nytta for
produktionsenheten eftersom SRLV-status baseras framforallt pa individuella
prover (Brinkhof et al. 2010). Om getdgare i Norge skulle ha statt for alla kostnader
kring det avslutade bekampningsprogrammet Friskare geiter, dar CAE ingick,
skulle det inte ha varit I6nsamt att vara ansluten till programmet forran 20 ar
passerat enligt en studie av Nagel-Alne et al. (2014). Efter en studie av Brinkhof et
al. (2007) poolar numera Nederlanderna fem serumprover tagna fran ackrediterade
(MV/CAE-fria) besattningar i analysen (Peterson et al. 2022). Sjalva blodprovs-
tagningen star dock for en stor del av kostnaden i programmet och i manga lander
ar dennatyp av provtagning begrénsad till veterinarer (Brinkhof et al. 2010). Neder-
landerna diskuterar darmed fortsatt mojligheterna att fa ned kostnaderna ytterligare,
genom att exempelvis analysera tankmjolk for att tidigt upptdcka SRLV-smittade
beséttningar (Peterson et al. 2022).

Aven i Sverige ar kontrollprogrammet frivilligt och startade 1993 fér MV och 1999
for CAE. Gard & Djurhalsan ar utsedd av Jordbruksverket som huvudman for
programmet, och ska darmed se till att kontrollen sker enligt Jordbruksverkets
foreskrifter SJVFS 2015:17 om frivillig organiserad hélsokontroll av husdjur (K
152). | slutet pa 2021 var 45 % av farpopulationen och 13 % av getpopulationen
anslutna till programmet (Andersson et al. 2021).
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Programmet i Sverige bestar av ett antal kontrollbesok dar serumprover tas pa alla
djur over ett ars alder (Gard & Djurhélsan 2022). Dessa prover analyseras sedan pa
SVA och om beséattningen inte pavisas med antikroppar mot MV/CAE sa erhaller
beséttningen M1/C1-status. Beséttningen fyller dven i en blankett om besattnings-
uppgifter och besattnings-kontakter. Efter 12-16 manader upprepas provtagningen
och da kan beséttningen erhalla M2/C2-status, och sedan M3/C3-status efter 24-28
manader. Till slut nar besattningen MV/CAE-fri status da den provtagits igen efter
ytterligare 24-28 manader. Da en besattning uppnatt fri status behdvs inga fler
kontrollbesok i form av provtagning, utan da granskas besattningens djurkontakter
vartannat ar. Om smitta pavisas i en ansluten besattning maste alla djur i besétt-
ningen slaktas och sarskild sanering ska ske for att besattningen ska fortsatt vara
ansluten till programmet (Gard & Djurhalsan 2020). Huvudmannen kan dock
besluta om delsanering, dar smittade djur och deras avkomma slaktas som alternativ
till hela besattningen. Detta beslut maste dock ta hansyn till forhallandena i den
aktuella besattningen for att bedéma om det ar mojligt for besattningen att uppna
M1/C1-status igen efter nya kontrollbesok.

2.3 Mjdlk som provtagningsmedium

Mjolk har diskuterats som ett fordelaktigt provtagningsmedium for att diagnostisera
SRLV (Minguijon et al. 2015). Provtagning av mjolk skulle vara mer kostnads-
effektivt i ett kontrollprogram och ar en mindre invasiv metod for djuren (Brinkhof
et al. 2010; Persson et al. 2022).

2.3.1 Hur antikroppar hamnar i mjolken

Mjolkens immunoglobuliner kommer ursprungligen fran blodet och fran plasma-
cellernas produktion i mjélkkortlarna (Larson et al. 1980). Idisslare har en epitelio-
korial placenta och det & darmed essentiellt att maternella immunoglobuliner
transporteras till kolostrum och mjélk for att avkomman ska fa ett bra skydd tidigt
i livet. Det ar framfor allt 1gG som transporteras 6ver blod-mjolk-barridren till
kolostrum, medan IgA och IgM produceras av plasmaceller lokalt i juvret. Den
storsta mangden immunoglobuliner kommer initialt fran blodet. Larson (1958)
kvantifierade mangden immunoglobuliner och visade att den minskade i blod for
att sedan 6ka i mjolk, och kunde darmed faststélla antikropparnas ursprung.

Kolostrum och mjolk innehaller inte endast immunoglobuliner utan aven celler,
bland annat leukocyter sasom makrofager, lymfocyter, neutrofiler och plasmaceller
(Larson et al. 1980). Monocyter som bér pa proviralt DNA kan migrera fran blod
till juver, dar de sedan kan differentiera till makrofager och utséndras med mjolken
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(Adjadj et al. 2019). Enligt Parmely et al. (1976) & makrofagen den celltyp som
dominerar i kolostrum och mjolk. Makrofagerna i mj6lken behaller sin funktion.
Aven lymfocyterna som migrerar till juvret och differentierar till plasmaceller kan
utsondras i mjélken och fortsatt agera som funktionella celler hos avkomman
(Larson et al. 1980).

2.3.2 Jamforelse mellan serum och mj6lk

Det finns ett flertal studier som har funnit god dverrensstammelse mellan serum-
prover och mjolkprover vid serologiska analyser for SRLV (Mazzei et al. 2005;
Brinkhof et al. 2010; Barquero et al. 2011; Adjadj et al. 2019; Persson et al. 2022).
| Brinkhof et al. (2010) samlades individuella blod- och mjélkprover fran 95 getter
och 101 far fria fran SRLV samt 101 getter och 87 far med SRLV. Proverna
analyserades med Elitest MVV ELISA (HYPHEN BioMed, Andrésy, Franrike) och
resulterade i en sensitivitet och specificitet pa 98 % och 100 % for getmjolk,
respektive 97 % och 98 % for farmjolk jamfort med deras korresponderade
serumprover. De kom fram till en korrelationskoefficient pa 0,98 for getmjolk och
0,95 for farmjolk. Barquero et al. (2011) utforde en liknande studie déar 250 far och
163 getter provtogs for mjolk och blod. Overensstammelsen mellan de parade blod-
och mjolkproverna resulterade i en korrelationskoefficient pa 0,79, vilket motsvarar
en korrelation mellan blod och mjolk, om &n nagot svag.

Persson et al. (2022) utforde en studie under svenska forhallanden dar individuella
mjolk- och serumprover insamlades fran svenska getbeséttningar. De fann en
korrelation pa dver 90 % mellan proverna, samt en sensitivitet och specificitet pa
90,3 % respektive 100 % for getmjolk. 1 studien diskuterades mojligheten att
anvanda mjolkprover i ett framtida utrotningsprogram.

2.3.3 Hur skiljer det sig i olika laktationsstadium?

Mijdlkprovers resultat kan eventuellt paverkas av vilket laktationsstadium djuret
befinner sig i. Keen et al. (1996) provtog 129 far for kolostrum, mjolk och serum
och analyserade dessa med en recombinant transmembrane envelope protein (rTM)
ELISA. Faren provtogs for mjélk 24 timmar efter lamning (kolostrum), 4 veckor
efter lamning (mittlaktation) och 8 veckor efter lamning (strax fore avvénjning).
Kolostrum hade den hdgsta sensitiviteten (83,3 %) bland mjélkproverna vid analys.
Den lagre sensitiviteten som uppskattades hos mjolk kan, enligt forfattarna,
forklaras av en mindre mangd antikroppar i senare stadium av laktation, vilket
ocksa speglas i hur proverna spaddes; 1:150 for kolostrum och serum, respektive
1:5 for de 6vriga mjolkproverna. Sammanséttningen av leukocyter i mjolk hos
notkreatur analyserades av Park et al. (1992) och B-lymfocyterna varierade mellan

17



25 % vid partus till 7 % i sen laktation. Aven Winnicka et al. (1999) har observerat
att mangden B-lymfocyter minskar under laktationen hos getter.

Gosselin et al. (2018) undersokte mjolkprover fran getter i olika laktationsstadium
och hade som hypotes att kolostrum skulle kunna paverka provresultatet pa grund
av en hogre koncentration immunoglobuliner, fett och celler. | studien kunde
forfattarna dock inte finna att resultatet paverkades av dagar i mjélk, utan oavsett
vilket laktationsstadium djuret befann sig i stdimde det val 6verens med de parade
serumproverna. En storre méngd fett i mjolkprover kan ge falska positiva prov-
resultat (Julian Motha & Ralston 1994; Keen et al. 1996). Klintevall et al. (1991)
rapporterade att mjolkprover som bestod av mastit-mjolk, kolostrum eller mjoélk
med en dkad mangd fett gav icke-specifika ELISA-reaktioner for enzootisk bovin
leukos hos notkreatur.

2.3.4 Poolning av mjolk

| dagslaget, som tidigare namnts, bygger SRLV:s kontrollprogram pa att testa
individuella serumprover fran far och getter. Det &r dock dyrt och tidskravande att
samla in och analysera en stor méngd individuella prover for att detektera en eller
flera positiva prover. Ett flertal studier har ddrmed undersokt mojligheten att poola
prover for att effektivisera analysen (Brinkhof et al. 2007; Grasbgll et al. 2017).
Poolning av prover innebér att ett bestamt antal prover fran olika individer
analyseras tillsammans, och om resultatet for poolen &r negativ far alla individer i
poolen ett negativt provresultat. Men om poolen istéllet far ett positivt resultat
maste proverna analyseras om pa ett sadant satt att den individ eller de individer
med positivt resultat kan identifieras (Brinkhof et al. 2007).

Poolning av provmaterial anvénds redan i en relativt stor utstrdckning inom
veterindrmedicinen for att exempelvis bestdimma besattningsstatus for en sjukdom
eller som en indikator for att utreda en besattning (Gresbell et al. 2016). Ett
exempel pa detta ar att tankmijolk fran mjolkkor kan undersokas for till exempel
Salmonella Dublin, Streptococcus agalactiae, bovint virusdiarrévirus och bovint
herpesvirus och pa det sattet kan man fa en uppfattning om nagon av dessa pato-
gener cirkulerar i beséttningen i 6vervakningssyfte.

Hur manga prover som kan anvéandas i en pool beror pa tva faktorer: Hur mycket
ett testpositivt prov kan spadas och fortsatt detekteras, vilket bestams av testets
sensitivitet, samt hur manga testnegativa prover det finns bland de testpositiva, det
vill saga prevalensen i populationen (Grasbgll et al. 2016). Graesbgll et al. (2016)
testade olika poolningsscheman for komjolk med ELISA for Salmonella Dublin,
Mycobacterium avium spp. paratuberculosis samt bovint virusdiarrévirus, och fann
att poolning inte &r kostnadseffektivt jamfort med individuell provtagning nar
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prevalensen i populationen ar hogre an 30 %. De fann &ven att det finns en méjlighet
att minska testresurserna med upptill 80 %, aven om poolen endast bestar av fem
individer, om sjukdomsprevalensen &r lag.

Brinkhof et al. (2010) undersokte i en studie hur mycket far- och getmjolk positiv
for antikroppar mot SRLV kan spédas i negativ mjoélk och fortsatt detekteras med
hjalp av Elitest MVVV ELISA. De poolade positiv mjolk fran 36 far respektive 36
getter for sig och spadde sedan proverna i negativ mjolk i koncentrationer fran 1:1
upp till 1:16 384. De olika spadningarna analyserades sedan antingen som de var
eller sa spaddes de ytterligare 1:10 enligt testtillverkarens instruktioner. Olika
resultat erhélls beroende pa om proverna spaddes ytterligare 1:10 eller om detta
steg hoppades 6ver. For de mindre utspadda proverna fann forfattarna en detek-
tionsgrans for SRLV-antikroppar vid spadning 1:256, da det vanliga berdknade cut
off-vardet pa 0,30 anvandes. De mer utspadda proverna erh6ll en detektionsgrans
vid spadning 1:32, men da hade dven forfattarna sankt cut off-vardet till 0,10 for att
Oka sensitiviteten.

Tankmjolk

Provtagning av tankmjolk har ocksa diskuterats som ett alternativ for att fa ett mer
kostnadseffektivt kontrollprogram, samt for att fa en uppskattning av prevalens i
populationen (Mazzei et al. 2005; Brinkhof et al. 2010; Persson et al. 2022). |
Norge har det visat sig vara framgangsrikt att anvanda tankmjclk fran getbesétt-
ningar i det nationella bekdmpningsprogrammet Friskare geiter for CAE och landet
ar numera friforklarat fran sjukdomen (Nagel-Alne et al. 2015). | studien av Persson
et al. (2022) fann de att det var en tydlig skillnad mellan ELISA-resultaten for tank-
mjolk i getbeséttningar med seronegativa djur jdmfort med getbesattningar med
seropositiva djur. De kom &dven fram till att alla seropositiva besattningar, férutom
en, erholl ett positivt tankmjolkprov i deras studie.

Tankmjolk kan i sig ses som en typ av poolning da manga individer analyseras
samtidigt i ett test. En skillnad daremot &r att vid poolning tas en bestamd mangd
mjolk fran varje individ som ska ingd i poolen, vilket inte gar att genomfora nar
tankmjolk anvands eftersom olika individer kan bidra med olika méngd mjélk och
eventuella antikroppar (Brinkhof et al. 2010).

2.4 Antikroppars paverkan av frysning

Antikroppar kan paverkas av olika fysiska och kemiska nedbrytningsprocesser
precis som andra proteiner (Wang et al. 2007). Antikroppar verkar vara nagot mer
stabila &n andra proteiner men instabilitet har bland annat observerats vid frysning
och frystorkning. De tva olika satten som antikroppar visar instabilitet pa ar via

19



degradering och aggregering. Aggregation hos antikroppar ar oftast en konsekvens
av protein-proteininteraktioner. Aggregationshastigheten paverkas av manga fak-
torer, som till exempel pH, temperatur, viskositet, langtidsforvaring och frysning-
tiningsprocesser.

Laga temperaturer kan inducera aggregationen av antikroppar och detta anses bero
pa att den laga temperaturen reducerar den hydrofoba interaktionen hos protein,
som ar viktig for veckningen av proteinet. Detta resulterar i en 6kad intermolekylar
hydrofob interaktion, vilket i sin tur leder till aggregation (Wang et al. 2007).
Frysning och tining av protein ger liknande effekt, men aggregationen &r enligt
Paborji et al. (1994) reversibel. Spadiut et al. (2020) fann ocksa i en studie att
aggregationen av monoklonala antikroppar dkade vid frysning. Frysning och tining
samt forvaring kan aven leda till fragmentering av antikroppar (Wang et al. 2007).
Fragmenteringen kan se olika ut, till exempel att antikropparna forlorar sin latta
kedja eller att det sker en separation mellan en tung och en latt kedja (Alexander &
Hughes 1995).

Det finns endast ett fatal studier dar effekten av frysning och tining pa antikropps-
koncentration i mjolk har studerats. | en studie av Gosselin et al. (2018) undersoktes
om fryst tinad mjolk kunde agera som ett alternativt substrat till fryst tinat serum i
en kompetitiv ELISA for detektion av SRLV-antikroppar hos get. Mjolkproverna
frystes vid -20 °C och tinades tva ganger medan de parade serumproverna frystes
och tinades en gang. De kom fram till att 6verensstammelsen mellan fryst mjolk
och serum var mycket god (x = 0,97), och att endast tva av 116 prover genererade
olika resultat i mjolk jamfoért med serum. | en annan studie av Demers-Mathieu et
al. (2019) undersoktes effekten av frysning och tining pa antikroppar i human
brostmjolk. Den kom fram till att IgA-, IgM- och IgG-koncentrationerna inte
paverkades av frysning vid -20 och -80 °C och tining efter en timme. Efter 12
manaders forvaring av humant kolostrum vid -20 och -80 °C har dock Ramirez-
Santana et al. (2012) kvantifierat att méngden IgA minskade. Dessa forfattare
menar att kolostrum kan forvaras i upptill sex manader utan att forlora dess
immunologiska egenskaper.

Det finns dven studier som undersokt effekten av frysning och tining av serum-
prover och funnit att antikroppar ar stabila. Cecchini et al. (1992) kunde fortsatt
detektera antikroppar mot IBR/IPV i bovint serum efter 22 upprepade frysningar
och tiningar av serumet. Positiva och negativa prover var fortsatt positiva respektive
negativa efter behandlingen. Torelli et al. (2021) utférde en liknande studie pa
antikroppar mot influensavirus hos faglar. Serumproverna testades efter upptill 14
cykler av frysning och tiningar och de fann att antikropparna var fortsatt stabila.
Det har aven utforts flera studier pd manniska dar forfattarna studerat effekten av
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multipla frysningar och tiningar pa antikroppsnivaer i serum (Pinsky et al. 2003).
De har inte funnit nagon statistiskt signifikant skillnad fore och efter frysningarna.
Petrakis (1985) menar dock pa att upprepade frysningar och tiningar leder till en
signifikant minskning av antikroppar i serum. Endast en frysning och tining kan
minska IgM-aktiviteten med 25 %, likasa kan 1gG-nivaer minska.

2.5 Jamforelse av Elitest och ID Screen

Som tidigare ndmnts finns ingen guldstandard for analys av SRLV. Detta har
medfort att det producerats manga olika tester, dar ibland ett flertal indirekta ELISA
(Minguijon et al. 2015). Sensitivitet och specificitet for dessa analyser kan ut-
varderas pa olika satt (de Andrés et al. 2005). Ett sétt ar att definiera infektionsstatus
hos djuren genom att de “’sant negativa” testat negativt upprepade ganger och inte
har nagon kontakt med andra besdttningar och att “sant positiva” bestir av
experimentellt infekterade djur. Ett annat sétt ar att jamfora testets resultat med ett
annat utvecklat test som referens och darefter bestdmma om resultatet &r sant eller
falskt. Nackdelen med det sist-ndmnda &r att det jamforande testet inte kan veta om
ett djur verkligen &r infekterat och darmed kan felaktig klassificering av ett djurs
sjukdomsstatus ske.

Pa senare ar har ytterligare en metod utvecklats for att utvardera ett tests sensitivitet
och specificitet samt uppskattning av sann prevalens, vilket ar latent class analysis
(LCA), dar epidemiologer kan undga behovet av ett guldstandardtest som
referenstest (Cheung et al. 2021). Det finns olika latent class analysis, déribland
Bayesian latent class analysis (BLCA) dar en individs sanna infektionsstatus anses
som icke-observerad och ddrmed latent”. Med hjdlp av BLCA gar det numera att
uppskatta en mer sann sensitivitet och specificitet hos ett test dar djurens
infektionsstatus ar okand.

Jerre et al. (2022) utvarderade tre kommersiella ELISA-tester for VMV med BLCA
for att kunna uppskatta sensitivitet, specificitet och prevalens i sex farbesattningar
provtagna for serum. De testade ID Screen och Elitest, vilka ar de tva tester som
anvéndes i denna studie, samt IDEXX MVV/CAEV. De fann att ID Screen och
Elitest hade signifikant hogre sensitivitet (99,3 % respektive 97,4 %) an IDEXX
(79,5 %). ID Screen och IDEXX hade hogre specificitet (99,1 % respektive 99,7
%) jamfort med Elitest (93,7 %). De fann dven att anvandningen av ID Screen och
Elitest i serietolkning gav den hogsta sensitiviteten och specificiteten (96,7 % och
100 %), samt det hdgsta positiva prediktiva vérdet (proportionen av de testpositiva
som verkligen ar sjuka) for populationen med lagst prevalens i studien.
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3. Material och metod

3.1 Studiepopulation och provtagning av far och get

| ett projekt som leds av Gard & Djurhalsans och som startade mars 2022, har
fargardar som inte ar anslutna till MV-programmet majlighet att skicka in fem
farmjolksprover till SVA for analys av antikroppar mot VMV. Utifran deras resultat
kontaktades ett antal farbesattningar per telefon, varav fyra antikroppspositiva och
fem antikroppsnegativa besattningar valde att frivilligt delta i denna studie. Dess-
utom valde ytterligare en gard utan tidigare analysresultat att delta. | de fyra
antikroppspositiva gardarna var det ett av fem mjolkprover som var testpositivt i
tidigare analys.

Faren provtogs for individuella serum- och mjélkprover av samma provtagare.
Serumproverna samlades fran jugularvenen med vakuumsystem och det resulterade
i sammanlagt 171 prover. Mjélkproverna togs fran ena eller bagge juverdelarna och
resulterade i totalt 117 prover. Faren provtogs mellan juli och september 2022,
vilket var i slutet pa laktationen for besattningarna, forutom hos en besattning dar
tackorna var sinlagda. Denna besattning har darmed ej provtagits for mjolk.
Lammen gick fortfarande tillsammans med tackorna forutom i tva besattningar
varav en nyligen hade skiljt av lammen fran tackorna. Fér mer information kring
beséttningarna se tabell 1.

| slutet pa september provtogs dven 17 getter fran en mjolkgetbesattning med kand
positiv CAE-status dér kontakten formedlats via SVA. Individuella serum- och
mjolkprover samlades in pa liknande satt som for faren.

En remiss fylldes i hos varje beséttning med féljande data om individuella djur/
prover: provtagna djurs ID-nummer, ras, alder och lamningsdatum, samt provtag-
ningsmaterial. FOr varje besattning dokumenterades &dven: beséttningens SE-
nummer, totalt antal djur i besattningen, antal djur under ett ar, antal djur mellan ett
och tre ar och antal djur 6ver tre ar.
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3.2 Provhantering och analys

Proverna forvarades i kylbox under bilresorna fran besattningarna for att sedan
forvaras i kyl fram till att de skickades. Kylboxen holl generellt en temperatur kring
4-12 °C och kylen hade en temperatur pa 5 °C. Proverna skickades med post till
SVA dagen efter provtagning alternativt ndstkommande vardag om proverna togs
en fredag eller helg och forvarades da daremellan i kyl precis som tidigare.

Vid ankomst till SVA skrevs proverna in i journalsystemet Svala och blodproverna
centrifugerades i 3 000 rpm i 10 minuter och sparades sedan i kyl fram till analys.
Aven mjolkproverna forvarades i kyl fram till analys men utan foregdende
centrifugering.

3.2.1 ELISA ID Screen

Samtliga serum- och mjolkprover analyserades med indirekt ELISA med testkitet
ID Screen MVV/CAEYV (IDvet, Grabels, Frankrike). ELISA-plattorna ar coatade
med olika peptider frin VMV/CAEV: TM, gp135 och p25, och det bildas ett
antigen-antikroppskomplex om VMV/CAEV-antikroppar ar nérvarande i provet.
Serumproverna analyserades i ELISA-roboten Evolyzer, medan mjolkproverna
analyserades manuellt enligt tillverkarens anvisningar. Tva negativa och tva
positiva kontroller anvéndes vid varje korning. Kontroller och serumprover spaddes
1:20, medan mjolkprover spaddes 1:2. Proverna avlastes sedan i en spektrofoto-
meter kopplad till dator vid vaglangd 450 nm och S/P% beréknades automatiskt i
spektrofotometerprogrammet for varje prov enligt nedanstaende formel.

S/P% = 100 x 10V~ NCX
PCx — NCx

S/P star for sample to positive ratio, och innebar att provet jamfaérs med den positiva
kontrollen. Utifran detta kan man fa en uppfattning om mangden antikroppar i ett
prov. Om ett prov innehaller en storre méangd antikroppar &n den positiva kontrollen
kommer provet anta ett hogre S/P%-varde. | denna analys tolkas ett S/P%-vérde
under eller lika med 50 % som negativt, ett varde mellan 50 % och 60 % tolkas som
en grazon och ett varde lika med eller ver 60 % tolkas som positivt. Spektrofoto-
metern kan méta varden upptill 263 %, men om proverna antar ett hogre vérde
kommer de bendmnas som “overflow” av programmet.

3.3 Poolning av getmj6lkprover

Fran getgarden med ett flertal seropositiva djur valdes tre mjolkprover fran tre
individer med olika S/P%-vérden for poolning. De positiva mjolkproverna spaddes
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var for sig i tankmjolk fran en annan seronegativ beséttning pa en forspadnings-
platta i koncentrationer fran 1:1 till 1:128. SVA tillhandahdll den negativa
besattningens tankmjolk. Samma spadning for samma djur upprepades fyra ganger
for djur ett och tva med S/P%-varde 131 % respektive 263 %, medan spadningarna
for djur tre med S/P%-vérdet ~overflow” upprepades tre ganger. Den seronegativa
tankmjolken analyserades dven separat i fyra exemplar for att forsakra att den var
fortsatt negativ.

Proverna analyserades, som tidigare, med ID Screen enligt tillverkarens anvis-
ningar. Detta innebar att mjolkproverna spéddes ytterligare 1:2 med testkitets
spadningsbuffert, medan de positiva och negativa kontrollerna spaddes 1:20.
Proverna avlastes sedan i spektrofotometer vid 450 nm och resultatet berdknades
med samma formel som tidigare.

3.4 ELISA Elitest

| en tidigare studie av Persson et al. (2022) samlades 213 mjélkprover och 10
tankmjolkprover fran 10 olika mjclkgetbesattningar under 2018. Proverna frystes
och analyserades sedan for CAEV-antikroppar med Elitest MVV/CAEV
(HYPHEN BioMed, Neville sur Oise, Frankrike). Proverna har forvarats i frys pa
SLU i fyra ars tid och har tinats minst en gang tidigare. | denna studie valdes 92 av
dessa prover ut. Det resulterade i tva besattningar dar alla tidigare getter, inklusive
deras tankmijolkprover ingick, tva besattningar dar endast deras tankmjoélkprover
ingick, tva besattningar dar alla individmjolkprover ingick, samt en besattning dar
cirka 20 % av tidigare individmjolkprover ingick. Dessa prover analyserades
aterigen i denna studie for att undersdka hur frysning av mjolk paverkar prov-
resultatet. De fyra tankmjélkproverna analyserades inte vidare och kommer darmed
inte att presenteras i resultatdelen.

Proverna tinades till rumstemperatur infor upprepning av analys. For de indivi-
duella mjélkproverna anvandes spadningen 1:50 och for tankmjolkproverna
anvandes spadningen 1:5 som for den tidigare studien, samt enligt rekommendation
av TINE Mastittlaboratorium i Molde. Elitest MVV/CAEV (HYPHEN BioMed)
anvandes som testkit for att det skulle vara mgjligt att jamfora provresultaten med
de tidigare. Proverna analyserades aven i duplikat for att minimera felkallor.
Analyserna utfordes enligt tillverkarens anvisningar och absorbansen uppmattes
vid vaglangderna 450 nm och 595 nm med ThermoLabsystems Multiskan. Cut off-
vardet berdknades med hjalp av tva positiva och tva negativa kontroller. Om
provvérdet var 6ver cut off-vardet betraktades resultatet som positivt och om provet
var under cut off-vérdet betraktades det som negativt.

24



3.4.1 Upprepning av analys med ID Screen

I denna studie jamfordes aven protokollen for ID Screen och Elitest. Detta utfordes
genom att mjolkproverna som analyserats om med Elitest forvarades i kyl for att
sedan analyseras med ID Screen. Den forsta kdrningen med 46 prover forvarades i
kyl i cirka tva veckor fram till analys, medan den andra kdrningen med resterande
46 prover fran andra besattningar och individer férvarades i kyl i en dag framtill
analys. Proverna analyserades sedan med ID Screen (IDvet, Grabels, Frankrike)
enligt tillverkarens anvisningar.

3.5 Statistiska analyser

Datan sammanstalldes, punktdiagram och stapeldiagram ritades och Pearsons
korrelationskoefficient berdknades med Microsoft Excel. McNemars parade chi-
tva-test anvandes for att undersdka om det fanns en signifikant skillnad (med 95 %
konfidensnivd) mellan mjolkprovernas resultat fran 2018 jamfort med 2022
analyserade med Elitest, samt om det fanns en signifikant skillnad mellan resultaten
da de analyserades med Elitest 2022 jamfort med ID Screen 2022. McNemars test
anvéndes &ven for att undersoka om det fanns en signifikant skillnad mellan mjolk-
proverna analyserade 2018 med Elitest jamfort med nér de analyserades 2022 med
ID Screen. McNemars test berdknades med hjélp av EpiTools Epidemiological
Calculators (Ausvet, Canberra, Australien).
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4. Resultat

4.1 Farens provresultat

Insamling av provmaterial fran faren resulterade i 171 serumprover och 117 mjolk-
prover. Tabell 1 visar antalet lakterande far, antalet provtagna far, ras och lan for
de tio farbesattningar som ingick i studien. De 117 faren med mjélkprover hade
aven parade serumprover. De dvriga 54 djuren som inte var lakterande provtogs
endast for serumprover. Dessa djur har exkluderats fran tabell 2 och figur 1 da
sambandet mellan parade mjolk- och serumprover undersoktes.

Inga positiva mjolk- eller serumprover erhélls fran de far som ingick i studien vid
analys for VMV-antikroppar med ID Screen ELISA nar en cut-off pa 60 %
anvandes. Tabell 2 visar antalet positiva och negativa parade mjélk- och serum-
prover hos faren, dér det gar att utlasa att alla 117 far testade negativt i bade mjolk
och serum som provtagningsmedium. Figur 1 visar sambandet mellan mj6lk-
provernas och serumprovernas S/P%-varden. Utifran detta beraknades en korrela-
tionskoefficient pa 0,72. En relativ specificitet pa 100 % beréknades for analys av
mjolkproverna da analys av serumproverna anvandes som referenstest. De
rodmarkerade punkterna i figur 1 ar far som tidigare testat positivt i mjolk i Gard
& Dijurhélsans projekt, men som var negativa vid den andra provtagningen i bade
mjolk och serum.
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Tabell 1. Hur populationen sag ut for de 171 far som ingick i studien med avseende p& antal
lakterande far, antal provtagna far, ras och vilket 1an besattningen befann sig i.

Besattning Antal Antal provtagna Ras
lakterande far
far

A 13 15 Dorper,

dorperkorsning,
gotlandsfar,
gotlandskorsning

B 25 39 Gotlandsfar,
gotland/texelkorsning

C 30 33 Gotlandsfar,
gotlandskorsning

D 10 29 Gotlandsfar

E 9 10 Gotlandsfar,
gotlandskorsning

F 6 7 Gutefar

G 12 13 Gutefar

H 8 11 Gutefar

I 4 4 Gutefarkorsning

J 0 10 Korsning: texel,

dorset, leicester

Tabell 2. Antalet MV-positiva och MV-negativa parade serum- och mjélkprover for 117 far som
ingick i studien.

Serum
Positiv Negativ Summa
Positiv 0 0 0
Individmjolk Negativ 0 117 117
Summa 0 117 117
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Figur 1. Sambandet mellan S/P%-vardena for parade serum- och mjolkprover fran 117 far som
ingick i studien. Proverna analyserades med ID Screen ELISA (IDvet) for detektion av VMV-
antikroppar. De roda punkterna ar de individer som testade positivt pa mjolk i Gard & Djurhalsans
projekt.

4.1.1 Farmijolkprover i olika laktationsstadium

Av de 171 far som ingick i denna studie var 22 av dessa, uppdelade pa tio besétt-
ningar, tidigare provtagna for mjolkprover i Gard & Djurhélsans projekt. | deras
projekt skickade besattningarna sjalva in mjolkprover fran fyra till fem far under
ett tillfalle som analyserades for VMV-antikroppar med ID Screen ELISA pa SVA.
| var studie provtogs samma far fran nio besattningar for mjolk senare i laktationen
och analyserades pa samma satt som tidigare. | besattning H foll tva far bort
eftersom en inte gick att fa tag pa i hagen och den andra hade avlidit tidigare under
varen. | besattning J kunde endast serumprover tas eftersom faren var sinlagda vid
provtagning. Besattning X provtogs inte i denna studie men besattningen analysera-
des for VMV-antikroppar i serum da den gick med i kontrollprogrammet.

Det var fem far som testade positivt pa mjélkproverna i Gard & Djurhélsans projekt
(den forsta provtagningen). Av dessa fem far testades ingen positivt i vare sig mjolk
eller serum vid den andra provtagningen. | tabell 3 gar det att utlasa hur S/P%-
vardena har forandrats for de fyra-fem individerna fran varje besattning, samt hur
manga dagar i mjolk djuren befann sig i vid de tva olika provtagningarna. Samtliga
av de tidigare positiva faren var provtagna inom 20 dagar efter lamning vid den
forsta provtagningen. Det maximala antalet dagar som passerat vid den forsta
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provtagningen var 99 dagar, och vid den andra provtagningen hade det gatt minst
82 dagar efter lamning. Aldrarna varierar mellan 1-10 &r.

Tabell 3. S/P%-vardena for mjolkproverna fran de fyra-fem faren fran besattningarna A-F, H-J och
X som ingick i Gard & Djurhalsans projekt samt i denna studie. Bade S/P%-vérdena fran den forsta
provtagningen och den andra provtagningen ingar, samt hur manga dagar i mj6lk som faren varit
lakterande, och deras ras och alder.

Forsta  provt. Andra  provt.
Best. Individ Ras Alder Dagari S/P Dagari S/P
(ar) mjolk (%) mjolk (%)
A 1 Gotlandsfar 7 4 92,60 105 0,90
Gotlandsfar 2 18 -1,65 101 0,85
3 Dorper- 3 23 -1,31 106 0,26
korsning
4 Dorper- 3 19 -2,16 102 0,22
korsning
5 Dorper- 4 18 -2,05 101 -0,06
korsning
B 1 Gotlandsfar 10 53 3,92 116 1,74
2 6 61 3,95 124 0,16
3 5 25 4,82 88 0,65
4 3 42 5,50 105 -0,04
5 2 41 4,58 105 -0,31
C 1 Gotlands- 7 3 139,08 119 15,80
korsning
2 6 1 26,30 117 1,76
3 9 1 18,50 114 1,19
4 4 2 11,60 115 3,22
5 7 2 4,84 118 3,61
D 1 Gotlandsfar 7 59 0,36 110 -0,12
2 4 79 0,78 130 1,03
3 4 67 0,07 118 0,45
4 2 63 3,11 114 0,25
5 2 63 0,39 114 0,004
E 1 Gotlands- 3 3 1,36 130 0,47
korsning
2 6 1 42,50 116 1,26
3 3 62 1,07 106 0,63
4 2 58 1,24 102 0,62
5 2 56 0,66 100 0,75
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F 1 Gutefar 5 95 0,13 113 -0,004
2 7 87 0,40 105 1,24
3 4 65 -0,49 83 -0,22
4 4 99 -0,25 116 0,17
5 4 82 -0,41 99 -0,02
H 1 Gutefar 4 12 -0,45 109 0,82
2 4 15 -0,85 110 -0,21
3 7 18 -1,09 - -
4 6 29 -1,27 126 -0,04
5 8 13 -1,46 - -
I 1 Gutefar- 1 20 86,0 94 0,65
korsning
2 1 8 2,35 82 1,55
3 1 10 1,79 82 0,56
4 ~7 8 1,47 84 1,30
J 1 Korsning: 4 16 57,1 - 1,27*
texel, finull,
dorset,
leicester
2 6 27 0,80 - 2,58*
3 5 29 4,97 - 2,83*
4 6 17 7,06 - 1,562*
5 7 27 5,68 - 1,76*
X 1 131,1 - 3,75*
2 44,1 - 0,84*
3 36,7 - 2,75%
4 13 1,21 - 1,22*
5 18 11 - 2,07*

Best. = beséttning,

Provt. = provtagning

Fetmarkerade siffror = de positiva S/P%-vérdena.
* = serumprover
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4.2 Getternas provresultat

Under studiens gang insamlades parade mjolk- och serumprover fran 17 getter av
rasen svensk lantras. Tabell 4 visar hur val de parade serum- och mjélkproverna
dverensstamde med avseende pa ett positivt eller negativt provresultat for CAE vid
analys med ID Screen. Av de 15 individer som testade positivt for serum testade 14
positivt i motsvarande mjélkprover. | figur 2 ses sambandet mellan S/P%-vérdena
for mjolkproverna och serumproverna fran de 17 getterna da de analyserats med ID
Screen ELISA for CAE-antikroppar. Detta resulterade i en korrelationskoefficient
pa 0,94. Den relativa sensitiviteten och specificiteten berdknades till 93,3 %
respektive 100 % for analysen av mjolkproverna da analysen av serumproverna
anvéandes som referenstest.

Vid den konfirmerande analysen av de positiva serumproverna med IDEXX erhéll
endast 9 av de 15 proverna ett positivt resultat och 5 bedémdes som negativa for
CAE. Tabell 5 visar hur val de parade serumproverna analyserade med IDEXX
stdmmer 6verens med resultatet for mjolkproverna analyserade med ID Screen. Av
de 14 getter som testade positivt for CAE i mjélk med ID Screen var endast 9 av
dessa &ven positiva i serum med IDEXX. De Ovriga 5 getterna med ett positivt
mjoOlkresultat erholl ett negativt serumprov. Dessa 5 individer var dock initialt
positiva pa serumproverna vid den forsta analysen med ID Screen, som tidigare
ndmnt. Figur 3 visar sambandet mellan S/P%-vardena for mjélkproverna och de
konfirmerade serumproverna och vid berékning av korrelation erhélls en korrela-
tionskoefficient pa 0,27.

Tabell 4. Antalet CAE-positiva och CAE-negativa parade serum- och mjélkprover fran de 17
getterna som ingick i studien analyserade med ID Screen.

Serum ID Screen

Positiv Negativ Summa
Positiv 14 0 14
Individmjolk Negativ 1 2 3
ID Screen Summa 15 2 17
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Figur 2. Sambandet mellan S/P%-varden for parade serum- och mjélkprover fran de 17 getter som
ingick i studien. Proverna analyserades med ID Screen ELISA (IDvet) for detektion av CAE-

antikroppar.

Tabell 5. Antalet CAE-positiva och CAE-negativa parade serum- och mjolkprover fran de 17
getterna som ingick i studien. Serumproverna ar analyserade med IDEXX och mjélkproverna med

ID Screen.
Serum IDEXX
Positiv Negativ Summa
Positiv 9 5 14
Individmjolk Negativ 0 3 3
ID Screen Summa 9 8 17
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Figur 3. Sambandet mellan S/P%-vérdena for parade serum- och mjolkprover fran de 17 getter som
ingick i studien. Mjolkprovernas varden &r samma som tidigare (analyserade med ID Screen),
medan serumproverna analyserades om med IDEXX ELISA for detektion av CAE-antikroppar och
erholl nya varden.

4.2.1 Poolning av getmjolk

De tre getmjolkproverna med olika S/P%-vérden (131 %, 263 % och “overflow™)
erholl olika resultat gallande detektionsgrans for CAE-antikroppar da de poolades
i negativ getmjolk. Geten med ett S/P%-vérde pa 131 % kunde forspadas till 1:2
och fortsatt ha ett positivt resultat, darefter var mjélkproverna fran den geten
negativa. Geten med S/P%-vérdet 263 % kunde forspédas till 1:4 och antikroppar
kunde da fortsatt detekteras. Geten med S/P%-vérdet ~overflow” kunde spédas till
1:128 och fortsatt vara positiv for antikroppar.
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Tabell 6. Poolningsschemat for de tre getter som ingick i poolningen och deras respektive S/P%-
varden. NoCalc innebar att provet innehdll en storre antikroppskoncentration én spektrofotometern
kunde registrera.
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Fetmarkerade siffror = de positiva S/P%-vérdena med hogst spadning.

4.2.2 Frysning av getmjolk

I tabell 7 gar det att utlasa hur 88 CAE-positiva och CAE-negativa mjolkprover fran
2018 overensstammer med samma mjolkprover 2022 efter fyra ars frysning och
minst tva tiningar. Under 2018 var 13 prover positiva, och av dessa ar nu atta
negativa och fem fortsatt positiva vid analys med Elitest. De 75 mjélkproverna som
var negativa under 2018 var fortsatt negativa efter frysning. Med hjalp av
McNemars parade chi-tva-test beraknades ett p-varde pa 0,013, vilket innebar att
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det ar en signifikant skillnad (med 95 % konfidensniva) mellan proverna for nar de
analyserades 2018 och for nar de analyserades om efter fyra ars frysning.

Figur 4 visar sambandet mellan provresultatet fran 2018 och 2022 analyserade med
Elitest. En cut-off pa 0,31 berdknades for proverna 2018, medan cut off-vardet
beréknades till 0,248 2022. Mjolkprovernas resultat fran 2018 har generellt ett
hogre absorbansvarde an deras resultat fran 2022. Korrelationskoefficienten berak-
nades till 0,91.

Figur 5 visar fordelningen av absorbansvardena i intervall om 0,05 fér getmjolk-
proverna efter analysen 2022. Positiva absorbansvérden ar éver cut off-linjen
inritad i diagrammet, medan negativa absorbansvérden ligger under linjen. De
positiva proverna kommer ifran en besattning. Alla prover fran denna besattning
har rodmarkerats och benamnts som sjuk besattning, dven de negativa proverna fran
denna besattning. De Ovriga fyra besattningarna har bendmnts som friska
besattningar eftersom de inte har nagra sjuka individer.

Tabell 7. Antalet CAE-positiva och CAE-negativa mjolkprover fran fem getbesattningar fran en
analys 2018 och en upprepad analys 2022. Proverna har varit frysta i fyra ars tid och tinats vid
minst tva tillfallen. Proverna ar analyserade med Elitest ELISA.

Individmjolk
2018
Positiv Negativ Summa
Positiv 5 0 5
Individmjolk Negativ 8 75 83
2022
Summa 13 75 88
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Figur 4. Sambandet mellan absorbansvardena fér getmjolkproverna som analyserats 2018 och
sedan analyserats ater igen 2022 med samma analysmetod (Elitest). Totalt analyserades 88
mjolkprover fran 88 getter. Den streckade linjen utgdende fran x-axeln ar cut off-vardet som
beréaknats 2018, medan de streckade linjen utgdende fran y-axeln ar cut off-vardet som beraknats i
denna studie 2022.

36



Absorbansviarden

15 ™=
14
13 ™=
12
11

1 I Gk
09 I Frisk
ng — Cut-off
07
06
05 —
04 -
03 _
02 —
01 m—

1]

0 10 20 30 40 50 &0 0

Frekvens

Figur 5. Stapeldiagrammet visar foérdelningen av absorbansvardena for de 88 getters mjoélkprover
som analyserades om efter fyra ars frysning (fran 2018). Absorbansvérdena ar indelade i intervall
om 0,05. Cut off-vardet ar inritat som en streckad linje i diagrammet.

4.2.3 Jamforelse av ID Screen och Elitest

| studien jamfordes aven tva olika ELISA-tester: ID Screen och Elitest, vilka
anvander sig av nagot olika protokoll for att analysera VMV/CAEV-antikroppar i
serum och mjolk. ID Screen spader mj6lkproverna 1:2, medan Elitest spader mjolk-
proverna 1:50. | tabell 8 jamfordes de olika resultaten med avseende pa ett positivt
eller ett negativt resultat for CAE-antikroppar for de 88 getmjolkproverna som
analyserats med Elitest och ID Screen. ID Screen klassificerar fler individer som
positiva an Elitest (totalt nio fler). Med hjalp av McNemars chi-tva-test berdknades
ett p-véarde pa 0,008. Detta innebér att det ar en signifikant skillnad (med 95 %
konfidensniva) mellan proverna nar de analyserades med Elitest jamfort med nar
de analyserades med ID Screen.

D& mijolkproverna analyserade 2022 jamfordes med deras korresponderande
serumprovsresultat fran tidigare studie (Persson et al. 2022) erholl ID Screen en

sensitivitet pa 100 %, jamfort med Elitest som endast erh6ll en sensitivitet pa 35 %.

Figur 6 visar sambandet mellan ID Screen och Elitest. ID Screen visar generellt
hdgre absorbansvarden an Elitest for samma mjélkprover. Korrelationen mellan de
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tva testerna beraknades till 0,72. Tabell 9 visar antalet mjolkprover som &r positiva
respektive negativa med ID Screen 2022 jamfort med Elitest 2018. | detta fall
beréknades ett p-véarde pa 1 med McNemars chi-tva-test. Detta innebar att det inte
finns en signifikant skillnad (med 95 % konfidensniva) mellan proverna for nér de
analyserades med Elitest 2018 jamfoért med nér de analyserades med ID Screen
2022. Figur 8 visar sambandet mellan absorbansvardena for getmjolkproverna med
analys med Elitest 2018 samt analys med ID Screen 2022. Korrelationen mellan
dessa berdknades till 0,9.

Tabell 8. Antalet CAE-positiva och CAE-negativa mj6lkprover fran fem getbesattningar med tva
olika ELISA-analyser: Elitest och ID Screen.

Elitest
Positiv Negativ Summa
Positiv 5 9 14
ID Screen Negativ 0 74 74
Summa 5 83 88
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Figur 6. Sambandet mellan absorbansvérdena i getmjolk for ID Screen och Elitest for 88 individer
som ingick i studien.
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Tabell 9. Antalet CAE-positiva och CAE-negativa mjolkprover analyserade med Elitest 2018
jamfdrt med analysen med ID Screen 2022 for samma mjélkprover.

Elitest 2018

Positiv Negativ Summa

Positiv 13 1 14

ID Screen 2022 Negativ 0 74 74

Summa 13 75 88
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Figur 8. Sambandet mellan absorbansvérdena i getmjolk for Elitest 2018 jamfort med ID Screen
2022 for 88 getter som ingick i studien.
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5. Diskussion

5.1 Far: Overensstammelse mellan mjolk och serum

I denna studie undersoktes huruvida individuella mjolkprover skulle kunna ersatta
serumprover i MV/CAE-kontrollprogrammet. De 117 far som provtogs for mjolk
och serum i studien erholl samtliga ett negativt provsvar for VMV -antikroppar for
bade mjolkprover och serumprover vid analys med ID Screen ELISA. Detta tyder
pa en god 6verensstammelse mellan mjélk och serum som provtagningsmedium,
vilket dven andra studier har kunnat visa (Keen et al. 1996; Mazzei et al. 2005;
Brinkhof et al. 2010; Barquero et al. 2011). Utifran resultatet kan en relativ
specificitet pa 100 % konkluderas om analys av serumproverna anvands som
referenstest for analys av farmjolken. Den relativa sensitiviteten for analysen av
mjolkproverna kan inte berdknas eftersom det inte fanns nagra positiva individer i
vare sig mjolk eller serum i de tio beséttningar som provtagits.

Korrelationen mellan de parade mjolk- och serumprovernas S/P%-varden var
endast 0,72 trots den goda Overensstammelsen mellan serumets och mjélkens
resultat utifran tabell 2. Majoriteten av de parade proverna antar varden som ligger
nara varandra i den nedre kvadranten, se figur 1. Dock gar det att utldsa att
serumproverna generellt antar ett hogre S/P%-varde &n deras korresponderande
mjolkprover. Detta ar séarskilt markant da serumproverna antar hogre S/P%-vérden
an 10 %. Skillnaderna i S/P%-vardet kan bero pa hur kompositionen av serum och
mijolk skiljer sig at. S/P%-véardet beror pa hur mycket ljus provet absorberar, vilket
i sig beror pd kompositionen i provet. Serumprover har generellt en storre
antikroppsmangd an mjolkprover (Motha & Ralston 1994; Keen et al. 1996; Adjad]
et al. 2019), men proverna i denna studie var alla negativa och VMV-antikroppar
ar darmed inte narvarande. Proverna kan dock innehdlla andra antikroppar,
proteiner och elektrolyter som kan absorbera ljus och i detta fall gjort att en del
prover antar hogre S/P%-vérden &n andra. En mojlig orsak till att korrelations-
koefficienten inte antar ett varde narmre ett kan bero pa de avvikande véarden som
ar med i studien. Det &r sérskilt en punkt som sticker ut som antar ett varde pa cirka
23 % i serum, men endast 0,4 % i mjolk.
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Utifran denna studie anses mjolkprover som ett lampligt alternativ till serumprover
hos far pa grund av den hoga specificiteten, men i en framtida studie vore det
vardefullt att inkludera positiva individer for att se hur sensitiviteten for mjolk-
prover ar hos far och hur detta skulle paverka lampligheten.

5.2 Get: Overensstammelse mellan mjolk och serum

Getternas parade serum- och mjolkprover stamde ocksa vl éverens vid analys med
ID Screen ELISA och mjélkprover anses darmed, dven for getter, som ett lampligt
provtagningsmedium. En relativ sensitivitet och specificitet berdknades till 93,3 %
respektive 100 % om analys av serumproverna anvands som referenstest for analys
av getmjolken. Den studerade populationen i denna studie bestod dock endast av
17 individer och en storre studiepopulation hade varit lamplig for att dra en sakrare
slutsats.

Getternas parade serum- och mjolkprovers S/P%-vérden visade en hdgre korre-
lation, ett varde pa 0,94, jamfort med farens da 1D Screen ELISA anvandes som
analysmetod. Andra studier har kunnat visa pa en liknande korrelationskoefficient
(Julian Motha & Ralston 1994; Adjadj et al. 2019; Persson et al. 2022). Det var
endast for en individ som resultatet for mjolk och serum inte stamde Overens, da
serumprovet var positivt och mjolkprovet var negativt. Det skulle kunna bero pa
nagon felkalla vid analys eller vid provtagning, alternativt nagon genetisk faktor
(Caswell & Williams 2016). Aven Adjadj et al. (2019) fann i sin studie att det var
sju individer, av totalt 321, som erholl ett positivt serumprov och ett negativt
mjolkprov. De diskuterar den stdrre mangden antikroppar i serumproverna jamfort
med mjdlkproverna som en moéjlig anledning, vilket ocksa gar att utlasa i figur 2
for proverna i denna studie.

Pa SVA konfirmeras getternas serumprover med IDEXX ELISA som har en
specificitet pa 99,7 % for serum enligt Jerre et al. (2022). En god specificitet innebar
att testet kommer att minska andelen falskt positiva prover. IDEXX har dock en
sémre sensitivitet an ID Screen (79,5 % jamfort med 99,3 %) (Jerre et al. 2022),
och det finns darmed en risk att infekterade individer inte upptacks. Da serum-
resultatet med IDEXX jamférdes med mjolkprovsresultatet med ID Screen kunde
inget tydligt samband ses och en korrelationskoefficient pa endast 0,27 erholls. Det
ar dock viktigt att poangtera att det ar tva olika analyser som har jamforts och det
gar darmed inte att dra nagra storre slutsatser mer &n att mjélkproverna analyserade
med ID Screen antar hogre S/P%-vérden dn serumproverna som analyserades med
IDEXX. Det skulle vara intressant att se hur mjélkprover analyserade med IDEXX
forhaller sig till motsvarande serumprover.
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5.3 Farens mjolkprover i olika laktationsstadium

Ytterligare en fragestallning som har undersokts i denna studie var om anti-
kroppsnivaer varierar i mjolk beroende pa vilket laktationsstadium djuret befinner
sig i. Av de prover som undersokts i denna studie var det fem far som erholl ett
positivt mjolkprovsresultat i Gard & Djurhélsans projekt. Antalet dagar i mjolk
varierade mellan tre till tjugo dagar for dessa individer, men gemensamt for dem ar
att de alla erholl ett negativt serum- och mjolkprovsresultat vid den senare prov-
tagningen i denna studie. Besattning J och X kunde dock endast provtas for serum
da faren var sinlagda vid det andra provtagningstillfallet. Mjoélkproverna insam-
lades andra gangen cirka 100 dagar in i laktationen, vilket innefattar sen laktation
for faren. En hypotes &r att koncentrationen antikroppar minskar i mjolk under
laktationens gang (Keen et al. 1996; Adjadj et al. 2019), men detta anses inte sa
troligt eftersom deras parade serumprover ocksa dr negativa och de skulle med stor
sannolikhet forbli positiva vid den senare provtagningen.

En mer trolig anledning kan vara att mjolken har olika komposition i olika lakta-
tionsstadier. Kolostrum innehaller mer fett och protein &n vanlig mjolk (Sjaastad et
al. 2016). Faret med ett positivt mjélkprov fran besattning X provtogs samma dag
som lamning, darmed bestod provet av kolostrum. Detta kan vara en mojlig orsak
till det falskt positiva provsvaret (Klintevall et al. 1991; Motha & Ralston 1994,
Keen et al. 1996). Mjolkprovet ansags vara falskt positivt eftersom serumprovet for
faret var negativt vid en senare provtagning. Aven tva andra far fran denna besatt-
ning provtogs samma dag som lamning och erhéll relativt hdga S/P%-varden, om
an inte tillrackligt hoga for att erhalla ett positivt resultat. Varfor de dvriga fyra
faren erholl positiva mjolkprovsresultat vid den forsta provtagningen var svarare
att hitta mojliga orsaker till. Enligt Vesna et al. (2002) har farmjolk en mindre
mangd fett i borjan av laktationen, efter kolostrumfasen, &n senare i laktationen.
Utifran detta ar en 6kad mangd fett troligtvis inte anledningen till de falskt positiva
provsvaren i detta fall. Kompositionen av mjolk paverkas dock av manga andra
orsaker, sa som ras, alder, antal lamningsperioder, vikt, antal lamm och skotsel-
faktorer (Vesna et al. 2002), vilka ej har undersokts i denna studie.

Enligt en studie av Keen et al. (1996) fann de att kolostrum hos far hade en hogre
sensitivitet (83,3 %) dn de Gvriga mjolkproverna pa grund av en hogre mangd
antikroppar i borjan av laktationen. En nackdel med kolostrum &r dock att det
innehaller en storre mangd fett och har en hog viskositet. Gosselin et al. (2018)
undersokte mjolk hos getter i olika laktationsstadium och kunde inte finna att
resultatet paverkades beroende pa vilket laktationsstadium djuret befann sig i. En
brist i deras studie ar dock att de endast undersokte olika laktationsstadium hos
olika individer och inte olika laktationsstadium hos samma individ. Utifran denna
studies resultat kan ett positivt mjolkprov fran tidig laktation med fordel foljas upp
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senare i laktationen for att forhindra falskt positiva provsvar. Det ska dock
poangteras att endast VMV-negativa individer undersoktes i denna studie och det
ar alltsa endast for dessa individer som denna slutsats kan appliceras. Det skulle
vara mer fordelaktigt att &ven undersoka hur positiva mjélkprover ter sig i olika
laktationsstadium, samt anvénda sig av en storre studiepopulation och fler
laktationsstadier for att kunna dra en slutsats nér i tiden det ar lampligt att provta
faren for VMV-antikroppar i mjolk. En liknande studie for get skulle dven vara
lampligt.

5.4 Poolning getmjolk

Som tidigare namnts bygger MV/CAE-kontrollprogrammet pa individuella
serumprover. | denna studie har vi undersokt mojligheten att poola individuella
mjolkprover genom att poola tre olika CAE-positiva getmjolkprover i CAE-negativ
tankmjolk och analysera med ID Screen. Detektionsgransen for proverna med ett
S/P%-vérde pa 131 % och 263 % resulterade i 1:2 respektive 1:4 da en cut-off pa
60 % anvandes. Da proverna spaddes mer an sa erholl de ett negativt resultat. Det
gick darmed inte att poola dessa getmjolkprover i nagon storre utstrackning innan
de klassificerades som negativa. Geten med ett S/P%-vérde som antog “overflow”
kunde spadas upp till 1:128 och fortsatt detekteras med avseende pa antikroppar
och darmed erhalla ett positivt varde.

Brinkhof et al. (2010) fann i sin studie en detektionsgrans vid 1:256 for far- och
getmjolk da de inte spadde proverna ytterligare enligt tillverkarens instruktioner
(1:10). Nér de i stéllet spadde proverna enligt instruktionerna fann de en detektions-
grans vid 1:32, men da hade de sankt cut off-vérdet fran 0,30 till 0,10. En viktig
skillnad jamfort med denna studie &r att de poolade 36 far och 36 getter for sig i
negativ mjolk i olika koncentrationer, samt att de analyserade proverna med Elitest.
I denna studie poolades endast tre enskilda individer i negativ mjolk och
analyserades med ID Screen. ID Screen har en nagot béattre sensitivitet an Elitest
(Jerre et al. 2022), vilket bér ha medfort ett battre resultat.

Andra studier, bland annat Brinkhof et al. (2010) och Persson et al. (2022) har
kunnat visa att tankmjolkprover fran getter ar ett mojligt alternativ i ett nationellt
overvakningsprogram, och Norge har haft framgangsrika resultat for att dvervaka
CAE pa detta satt (Nagel-Alne et al. 2015). Persson et al. (2022) fann i sin studie
att det gick att upptécka ett positivt tankmjolkprov hos en besattning med en
besattningsprevalens pa endast 9,5 % (baserat pa serum- och individmjolkprover).
Det skulle dock vara fordelaktigt med en mer omfattande studie dar fler besatt-
ningar inkluderas for att se hur besattningsprevalensen bér vara for att tankmjolk
ska kunna anvéndas. Tankmjolk skulle dérefter kunna anvéndas som ett forsta steg
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i provtagningen for att sedan ga over till antingen individuella mjolkprover som
analyseras var for sig eller att pooler av prover analyseras for att minska
kostnaderna ytterligare. Det hade varit betydelsefullt att understka vart detektions-
gransen gar for mjolkprover nar de inte spads enligt tillverkarens instruktioner, och
om det gar att sédnka cut off-vardet for mjolkprover som poolas for att lattare fanga
upp positiva pooler samt for att kunna inkludera fler individer i en pool.

5.5 Frysning av getmjolk

Prover sparas ofta en viss tid i frys for att kunna anvandas fér exempelvis Over-
vakning i senare skede. | nuléget ar det oftast serumprover som sparas, vilka inte
verkar paverkas av frysning och tining i ndgon storre utstrackning (Cecchini et al.
1992; Torelli et al. 2021). Det har dock inte utforts sarskilt manga studier som
undersoker hur mjolkprover paverkas av frysning. | denna studie analyserades 88
getmijolkprover pa nytt efter att ha forvarats i fryst tillstand i fyra ars tid och tinats
minst tva ganger. Det gick att se en signifikant skillnad mellan proverna for nar de
analyserades forsta gangen 2018 och nér de nu analyserades 2022 (p=0,013). Av de
13 prover som var positiva under 2018 var nu atta negativa. De negativa proverna
forblev negativa efter frysning. Det sags ett tydligt samband mellan proverna 2018
och 2022, med en korrelationskoeffecient pa 0,91. Absorbansvardet 2018 var
generellt hogre &n det korresponderande absorbansvérdet 2022.

Resultatet i denna studie divergerar en del fran andra studier som utforts. Gosselin
et al. (2018) fann i deras studie en god 6verensstammelse mellan fryst serum och
fryst mjolk med avseende pa SRLV-antikroppar. Da serum har en god antikropps-
stabilitet tyder deras studie pa att &ven mjolk har det. Det framgar dock inte hur
lang tid proverna varit frysta innan analys i deras studie. Demers-Mathieu et al.
(2019) undersokte human brdstmjolk och fann att antikroppskoncentrationen inte
paverkades efter frysning vid -20 och -80°C och tining efter en timme. Detta dr
dock en relativt kort frysningstid och Ramirez-Santana et al. (2012) fann att
mangden IgA minskade i humant kolostrum efter forvaring i frys i 12 manader.
Ramirez-Santana et al. (2012) resultat stimmer mer dverens med resultatet i denna
studie.

Anledningen till att méngden antikroppar minskade i getmjolkproverna i denna
studie ar inte klarlagd och vi kan endast hypotisera mojliga anledningar. Som
tidigare namnts kan en lag temperatur resultera i en 6kad intermolekylar hydrofob
interaktion vilket paverkar veckningen hos protein (Wang et al. 2007), samt att
frysning och tining kan leda till att antikroppar fragmenterar. En mojlig forklaring
i det hér fallet kan vara att en viss mangd antikroppar har fragmenterat i de positiva
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proverna, vilket har medfort att de erhaller ett negativt resultat vid den upprepade
analysen.

I en framtida studie vore det intressant att undersdka hur lange mjélkprover kan
vara frysta och fortsatt anvandas for att detektera SRLV-antikroppar. Ytterligare en
intressant aspekt var att ID Screen kunde detektera alla positiva prover som tidigare
varit positiva, inklusive ytterligare ett mjolkprov som inte Elitest kunde detektera
2018. Enligt McNemars chi-tva-test fanns det ingen signifikant skillnad mellan
dessa analyser (p=1). Det extra positiva mjolkprovet som ID Screen upptéckte var
positivt i serum enligt tidigare resultat fran studien dar proverna insamlats (Persson
et al. 2022). En mojlig forklaring till detta ar att proverna spads 1:2 i ID Screen
medan de spads 1:50 i Elitest, vilket kan medféra att ID Screen har en béttre sensi-
tivitet.

5.6 Jamforelse av ID Screen och Elitest getmjolk

Protokollen for tva olika ELISA (ID Screen och Elitest) for mjolkprover jamférdes
i denna studie for att undersoka om och hur de skiljer sig at. Enligt resultatet
klassificerade ID Screen fler mjolkprover som positiva an Elitest. Da mjolk-
proverna jamfordes med deras korresponderande serumprovsresultat fran en
tidigare studie (Persson et al. 2022) erh6ll ID Screen en sensitivitet pa 100 %,
jamfort med Elitest som endast erholl en sensitivitet pa 35 %. Detta Gverens-
stammer aven med Jerre et al. (2022) dar de fann att ID Screen har en hogre
sensitivitet, dock vad galler serum. Utifran vart resultat berdknades ett p-varde pa
0,008, vilket tyder pa att det & en signifikant skillnad mellan de tva olika
analyserna. ID Screen kan utifran detta resultat anses som en mer lamplig analys-
metod. Det ar dock viktigt att uppmarksamma att i denna studie var det endast ett
litet antal positiva prover och mjolkproverna hade dessutom varit frysta. | en
tidigare studie pa dessa mjolkprover erholls en sensitivitet pa 90,3 % med Elitest
som analys (Persson et al. 2022). For ett mer palitligt resultat vid jamforelse av ID
Screen och Elitest pa getmjolk bor fler prover analyseras och en langre tids frysning
av proverna innan analys bor undvikas.

Efter den forsta kdérningen med Elitest av de 42 individuella mjélkproverna for-
varades dessa i kyl i cirka tva veckor fram till analys med ID Screen, medan den
andra korningen med resterande 46 prover forvarades endast en dag i kyl fram till
analys. Detta verkar inte ha paverkat resultatet med avseende pa klassificering av
positiva och negativa prover. Alla prover som var positiva ingick bland de prover
som forvarats i kyl i tva veckor.
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5.7 Studiedesign

Det finns ett antal svagheter med denna studie som kan ha paverkat resultatet. Dels
var deltagande i studien frivilligt vilket kan ha medfort att det &r en Over-
representation av beséttningar med engagerade djurdgare, dels var urvalet av
besattningar inte slumpmassigt da besattningarna valdes utifran vart de befann sig
I landet, samt tidigare provresultat. Ytterligare en svaghet i studien &r att serum-
och mjolkproverna inte analyserades pa samma sétt eftersom serumproverna
analyserades i robot (Evolyzer), och mjolkproverna analyserades manuellt. Da
prover analyseras manuellt behdver man ta hénsyn till den manskliga faktorn. De
utférda analyserna utfordes inte heller av samma person vilket ocksa blir en
felkalla. Vid anvandning av McNemars parade chi-tva-test bor de oeniga resultaten
inte anta ett varde under tio for att fa ett mer korrekt resultat. Detta uppfylldes inte
i denna studie, vilket kan bero pa att for fa positiva prover ingick av de 88 getter
som analyserades pa nytt.

5.8 Konklusion

Utifran denna studie konkluderas att mjolk &r ett lampligt provtagningsmedium for
far respektive getter vid analys med ID Screen ELISA. De korresponderande
serumproverna antar generellt ett hogre S/P%-varde an mjélkproverna, vilket bor
hallas i atanke. Det bor aven utforas fler studier dar positiva far och fler getter
inkluderas for att dra en mer séker slutsats. Av de fem far som hade ett positivt
mjolkprov mellan dag 1-20, var samtliga negativa i mjolk/serum efter cirka dag
100. Resultatet pekar mot att det kan vara en fordel att folja upp positiva
mjolkprover som erhallits tidigt i laktationen med en provtagning senare i lakta-
tionen for att undvika falskt positiva provsvar. Men for att besvara fragestallningen
om hur antikroppsmangden varierar i mjolk beroende pa laktationsstadium kravs
studier dar infekterade individer undersoks.

Pooler av mjolkprover skulle eventuellt kunna bli aktuellt i framtiden. I studien fann
vi att olika mjolkprover kan spadas olika mycket beroende pa deras S/P%-varde,
och att den med hdgst varde kunde spédas 1:128 och eventuellt mer. Det behdvs
fler studier for att se hur detta kan anvandas praktiskt. Fyra ars frysning har en
paverkan pa mjolkprover vid analys med Elitest, men ID Screen lyckades fanga upp
fler positiva prover an Elitest. Utifran detta dras slutsatsen att ID Screen har en
béattre sensitivitet och ar en mer lamplig analysmetod an Elitest.
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Popularvetenskaplig sammanfattning

| Sverige finns cirka 400 000 far och 20 000 getter och de kan drabbas av en rad
olika sjukdomar, precis som vi manniskor kan gora. Alla far- och getagare har nog
nagon gang markt att ett djur blivit sjukt och varit i behov av veterinarvard, ibland
kanske det till och med inte gatt att radda djuret till allas besvikelse. Tank er nu i
stallet en sjukdom som kan drabba sma idisslare dar det i slutandan handlar om nar
ett djur kommer att do och inte om. Tva sadana dodliga sjukdomar &r maedi-visna
(MV) hos far och kaprin artrit encefalit (CAE) hos get. De orsakas av tva virus som
gar under namnen visna-maedivirus (VMV) och kaprin artrit encefalitvirus
(CAEV). Dessa virus ar ndra beslédktade och kallas ofta gemensamt for lentivirus
hos sma idisslare (engelska: small ruminant lentivirus; SRLV). De tillnor dessutom
samma grupp virus som HIV. Djur som infekteras av SRLV drabbas av kroniska
inflammationer i flertal olika organsystem, likt manniskor som drabbas av HIV. Far
drabbas vanligare av lunginflammation medan getter oftare drabbas av ledin-
flammationer. Men djuren kan ocksa fa juverinflammationer och inflammation i
hjarna och ryggmarg. Kliniska tecken som kan ses &r bland annat hosta, andndd,
halta, svullet och émt juver, viktnedgang, abort och de kan dven bli paralyserade.
Som ni redan har forstatt innebar detta ett stort lidande for djuren.

Nar ett djur blivit infekterat av SRLV kan det aldrig bli fri fran infektion eftersom
viruset tar sig in i djurets egen arvsmassa och skulle darmed kunna ségas bli ett med
djuret. Det finns inte heller ndgon behandling eller effektivt vaccin i dagslaget som
kan skydda djuren fran sjukdom. | Sverige och i manga andra lander finns i stallet
frivilliga kontrollprogram som ar till for att 6vervaka och fanga upp sjuka individer
i ett tidigt skede. MV/CAE-kontrollprogrammet i Sverige gar ut pa att en veterinar
tar ut blodprover fran alla djur Gver ett ars alder och att blodproverna sedan
analyseras och klassificeras som positiva eller negativa. Att ha som instéllning att
vanta pa att ett djur ska bli sjukt for att da provta och se om djuret har viruset ar
oftast ingen bra idé. Det tar ndamligen lang tid innan djuret utvecklar kliniska tecken,
och da har viruset ofta spritt sig till hela eller en stor del av beséttningen. Trots att
SRLV leder till en dodlig utgang for drabbade djur ar endast 45 procent av de
svenska faren och 13 procent av de svenska getterna med i kontrollprogrammet.
Det skulle kunna bero pa de kostnader som anslutning innebér, till exempel kostna-
den for provtagning och analysen av prover. | detta arbete har vi darfér undersokt
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om mjolk skulle fungera lika bra som blod att analysera, vilket skulle leda till en
billigare provtagning da djuragare sjalva kan samla och skicka in prover. Mjolk-
prover ar aven snallare mot djuren som slipper bli fasthallna och stuckna i hals-
blodadern.

| arbetet har vi samlat in ett flertal parade blod- och mjolkprover fran far respektive
getter och analyserat dessa med en metod som heter ELISA pa Statens veterinar-
medicinska anstalt (SVA). ELISA undersoker om ett djur har antikroppar mot
viruset och har djuret antikroppar sa anses den som positiv for viruset. Gard &
Djurhélsan hade aven ett projekt under varen 2022 dar faragare fick skicka in
mjolkprover som analyserades pa SVA for SRLV-antikroppar. En del av dessa djur
har aven ingatt i denna studie for att undersoka om laktationsperioden kan paverka
mangden antikroppar och nar det i sa fall &ar lampligt att samla in mjolkprover fran
djuren. For att minska kostnadsanalysen har poolning aven undersokts. Poolning
innebar att man blandar flera prover fran olika djur och analyserar dessa samtidigt.

Om mjélk visar sig kunna ersétta blod kommer det troligtvis resultera i att mjolk-
prover kommer forvaras i frys en viss tid for att djurdgare ska kunna skicka alla
prover samtidigt. Om det &r ett litet antal prover som skickas kommer &ven mjolk-
proverna forvaras i frys pa labbet for att invanta ett storre antal prover sa att labbet
kan spara tid genom att analysera flera prover samtidigt. Blodprover brukar &ven
sparas i frys en viss tid efter analys och det kan bli aktuellt &ven fér mjolkprover
om dessa ska ersatta blodproverna. Vi har darfor undersokt om frysning paverkar
antikropparna i mjolkproverna. Ytterligare en fragestallning som vi har undersokt
ar vilken ELISA som &r mest lamplig for analys: ID Screen ELISA eller Elitest
ELISA. Dessa tva fungerar pa liknande sétt men de har olika tillverkare och skiljer
sig nagot at i instruktionerna.

Vi kom fram till att mjolkprover kan bli aktuellt i kontrollprogrammet, eftersom
resultatet for mjolk och blod stamde bra Gverens. Det kréavs dock fler studier pa
detta eftersom alla faren i studien var negativa for SRLV och analysen behover
utvarderas for positiva prover ocksa. Bland getterna fanns det positiva individer och
de hade ocksa en bra dverensstammelse med sina parade blodprover men i det fallet
kravs det fler individer for att dra en séker slutsats. Nar vi undersokte vid vilken
tidpunkt under laktationen det ar lampligt att provta faren kom vi fram till att det
kan vara fordelaktigt att folja upp positiva mjolkprover fran tidig laktation med en
provtagning senare i laktationen for att undvika falskt positiva svar. Ramjolk kan
namligen innehalla mycket fett som stor analysen. Hur antikroppsmangden
varierade under laktationsperioden kan vi inte besvara eftersom farens mjolkprover
var negativa och getterna endast blev provtagna en gang under sin laktationsperiod.
Det vore intressant att undersoka detta vidare for att komma fram till nér i
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laktationen det &r mest lampligt att samla mjélkprover oberoende av om det ror sig
om positiva eller negativa djur.

Né&r vi poolade getmjélken kunde den individ med mest antikroppar spédas till en
koncentration pa 1:128, vilket motsvarar en del positiv mjélk och 127 delar negativ
mjolk. Detta ar lovande for att eventuellt kunna fa ned analyskostnaderna ytterligare
genom att blanda mjolkprover fran flera djur. Resultatet fran frysningen tyder pa
att antikroppsméangden paverkas av frysning efter att fyra ar har passerat, i alla fall
nér Elitest ELISA anvéndas som analysmetod. Nar vi i stéllet testade att anvanda
ID Screen ELISA var den mycket béattre pa att detektera de positiva mjélkproverna
och anses darmed som en battre analysmetod.

Vi hoppas att detta arbete ska leda till fler studier kring &mnet och till slut kanske
det blir en sjalvklarhet att anvdnda mjolk i stallet for blod for att analysera for
lentivirus hos sma idisslare. Detta skulle vara billigare for djurdgare och en snallare
provtagningsmetod for djuren. Var forhoppning &r att detta ska leda till att fler
djurégare valjer att ansluta sin besattning till kontrollprogrammet sa att vi inom en
snar framtid kan utrota lentivirus hos sma idisslare helt och hallet.
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