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Sammendrag

Tittel: Milk Amyloid A i mjglk som diagnostisk marker for subklinisk mastitt hos
norske mjglkekyr

Forfattere:  Sofie Delphin-Solli, Guri Lefaldli Rindalsholt og Idunn @ien

Veiledere: Ingrid Toftaker, Institutt for produksjonsdyrmedisin NMBU

Veterinarhggskolen, og Havard Ngrstebg, Spesialradgiver TINE SA

I denne fordypningsoppgaven har formalet vert a undersgke egenskapene til
akuttfaseproteinet Milk Amyloid A (MAA) som diagnostisk marker for subklinisk mastitt hos
norske mjglkekyr. Det ble tatt utgangspunkt i et datasett innhentet mellom 2016 og 2017 ved
Senter for Husdyrforsgk ved Norges miljg- og biovitenskapelige universitet. Studien ble
gjennomfart som en tverrsnittstudie, da vi kun beholdt én observasjon per ku. | vart
studieutvalg var kun klinisk friske kyr og kyr med subklinisk mastitt inkludert. Subklinisk
mastitt ble definert etter gitte kriterier, basert pa bakteriefunn pa enkeltspenepraver. Av de

126 kyrne i vart utvalg ble 12 definert til & ha subklinisk mastitt.

Vi har undersgkt om tidspunkt i laktasjonen, laktasjonsnummer, celletallsniva, bakteriefunn
og subklinisk mastitt pavirker nivaet av MAA. Det ble funnet statistisk signifikant
sammenheng mellom MAA og subklinisk mastitt, samt mellom MAA og bakteriefunn. Vi
kom fram til gjennomsnittlige MAA-verdier for kyr med og uten subklinisk mastitt i vart
utvalg, pa henholdsvis 20 774 ng/mL og 3 504 ng/mL. Vi undersgkte hvilken grenseverdi for
MAA som ga best mulighet for a korrekt klassifisere kyr med subklinisk mastitt.
Grenseverdien pa 2 459 ng/ml ga sensitivitet pa 75 og spesifisitet pa 64, som korrekt
klassifiserte 9 av de 12 kyrne med subklinisk mastitt i vart utvalg. Vi sammenlignet MAA og

celletall sine egenskaper som diagnostisk test for subklinisk mastitt for kyrne i vart utvalg. Vi
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mener det er gode muligheter for at MAA i framtida kan brukes som supplement til celletall

for & fange opp kyr med subklinisk mastitt.
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Definisjoner og forkortelser

APP Akuttfaseproteiner. Proteiner som gker i
konsentrasjon i blodet ved en inflammasjon,
infeksjon eller vevsskade. Eksempler: fibrinogen,
haptoglobin, Serum Amyloid A, Milk Amyloid A

AMS Automatic Milking System, mjglkerobot.

Betennelsesceller Celler som bidrar i kroppens forsvar mot
infeksjoner. @ker i antall ved infeksjon. Eksempler:
makrofager, mononuklezre celler, ngytrofile
granulocytter.

CMT California Mastitis Test/Schalmtest. Test som
brukes til maling av celletall i mjglk. Reagensveeske
blandes med mjalk, grad av geldannelse indikerer

ulike nivaer av celletall.

Ekstracellulervaeske Den delen av kroppens vaeske som finnes utenfor
cellene.
Friske smittebaerere Ei ku som ikke er sjuk, men som har smittefarlige

agens, for eksempel bakterier, og kan smitte og gi
sjukdom hos andre kyr.

Homeostase Opprettholdelse av vaeskemiljget som omgir de
enkelte celler hos en organisme, men hensyn pa

fysikalsk-kjemiske forhold.
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Immunglobuliner Antistoffer. Proteiner som binder seg til
smittestoffer, og dermed bidrar til bekjempelse av
infeksjoner.

Infeksjon Nar mikroorganismer gker i antall og ferer til
invasjon av og skade pa slimhinner, hud og

dypereliggende vev.

Infektivitet Den evnen en mikroorganisme har til a forarsake en
infeksjon.

Inflammasjon Betennelse.

Intramammeer infeksjon Infeksjon i juret.

lonetall Mengden ioner, som Na*, K*, CI, estimert i mjglk

for & beregne konduktivitet.

Isoform Proteiner som har samme funksjon i kroppen, men
som kodes av ulike gener. Proteinene er foldet pa
ulike mater.

Jurparenchym Jurvev. Parenchym er vev som bestar av celler som

fysiologisk sett skaper organets funksjon.

Klinisk mastitt Jurbetennelse som gir symptomer fra juret og/eller
kua.

Konduktivitet Mal pa et materials evne til 4 lede stram.

Kukontrollen Mjglkeprodusenters informasjonssystem, hvor data

om avstamning, mjglkeproduksjon, reproduksjon

og helseregistreringer hos norske kyr samles.
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Fungerer som et styringsverktay i norsk
mjalkeproduksjon, og er tilgjengelig for alle landets
mjglkeprodusenter.

MAA Milk Amyloid A, et akuttfaseprotein som
produseres i jurvevet og lever ved infeksjon. SAA
0g M-SAA3 sammen kalles MAA, og kan
detekteres i mjglk.

Mastitt Jurbetennelse.

Mikroorganismer Mikroskopiske, encella organismer, for eksempel
bakterier, virus, protozoer og noen sopparter.
Mjglkealveoler Mijglkeblare. Blarer i juret, hvor innsiden bestar av

epitelceller som produserer mjalk.

M-SAA3 En isoform av SAA, som produseres lokalt i
jurvevet.

NMBU Norges miljg- og biovitenskapelige universitet.
Normalflora Mikroorganismer som normalt finnes pa hud og
slimhinner.

NRF Norsk Radt Fe.
Ngytrofile granulocytter En betennelsescelle. @ker typisk ved

bakterieinfeksjoner.
OocCC Online Cell Count. DeLavals system for maling av

celletall direkte pa mjglkeroboten.
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Opportunistisk

Patogen

QMS

Reservoar

SAA

SCC

SHF

Subklinisk mastitt

MAA i mjalk

En mikroorganisme som vanligvis ikke forarsaker
sjukdom, men som kan gi infeksjoner nar den
normale bakteriefloraen forstyrres, eller nar viktige
komponenter i immunsystemet svikter.
Sjukdomsframkallende. Patogene bakterier har evne
til & skape infeksjon og sjukdom.

Quarter Milk Samples/enkeltspeneprgver.

Mikroorganismers oppholdssted, enten i miljget
eller i andre levende organismer.

Serum Amyloid A, et akuttfaseprotein.

Somatic Cell Count/celletall. Celler i mjglk,
bestaende av jurepitelceller og betennelsesceller.
Stiger ved en infeksjon i juret.

Senter for husdyrforsgk, en del av NMBU pé As.

Jurbetennelse som ikke gir symptomer fra kua eller

juret, sees gjerne kun som forhgyet celletall.
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Innledning

Mastitt er den hyppigst forekommende og mest gkonomisk tapsbringende sjukdommen hos
mijalkekyr i Norge, og ellers i verden (Seegers et al., 2003; Tranas, 2021). Mastitt er definert
som en inflammasjonsprosess i jurparenchymet, uavhengig av utlgsende arsak (Bull, 2011).
Inflammasjonen skyldes ikke ngdvendigvis en infeksjon, da den ogsa kan oppsta pa grunn av
fysiske irritasjoner eller traumer pa juret. Et traume vil gi en rekruttering av betennelsesceller
som vil gi en inflammasjon 1 juret uten tilstedevarelse av mikroorganismer. Dersom det er
mikroorganismer til stede i juret kalles det intramammaer infeksjon, og dersom det er en
samtidig inflammasjonsrespons kalles det mastitt. En intramammaer infeksjon uten verken
kliniske tegn eller gkt celletall defineres dermed ikke som mastitt. Infeksjoner i juret er den

klart viktigste arsaken til utvikling av mastitt (Reksen, 2015).

Mastittgkonomi

Mastitt er en viktig arsak til gkonomisk tap i mjglkeproduksjonen over store deler av verden
(Deb et al., 2013; DeGraves & Fetrow, 1993). Forekomst av mastitt i besetningen kan pavirke
bondens gkonomi negativt pa flere mater. Noe av det mest tydelige for bonden selv er
selvfalgelig de direkte kostnadene som gar til veterinarbehandling av kyr med klinisk mastitt,
og kasting av mjglk grunnet tilbakeholdelsestider etter medikamentell behandling. Inntekt
tapes ogsa ved at mjglkekvaliteten blir darligere ved mastitt, noe som gir redusert utbetaling
fra meieriet. Mastitt kan ogsa fgre med seg noen skjulte kostnader, ved at det farer til
produksjonstap hos kua, grunnet redusert mjglkeproduksjon fra affisert kjertel. Dette som
folge av stengte mjglkeganger grunnet innvekst av arrvev, gdelagte mjglkesekrerende celler
og forstyrrelse av blodsirkulasjonen i juret (Haque, 2014; Sglvered & Whist, 2017). Ei ku
som har blitt “satt tilbake” av mastitt vil ha vanskeligheter for & oppna sitt fulle

produksjonspotensial. I Norge var, ifelge “Helsekortordningen, storfe statistikksamling" av
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Olav @steras i TINE, de gjennomsnittlige arlige kostnadene knyttet til mastitt 19 146 kr per

besetning i 2016 (Dsteras, 2016). Kostnadene varierer naturligvis mellom ulike besetninger.

Utvikling av mastitt

Infeksjoner i juret kan forarsakes av enten strikt patogene eller opportunistiske
mikroorganismer. Disse mikroorganismene er i de fleste tilfeller bakterier, men kan ogsa veere
virus eller sopp. For at det skal utvikles en infeksjon i juret ma mikroorganismene ha et
reservoar, enten hos dyra eller i miljget, og det ma skije en vellykket overfgring fra reservoaret
over til spenekanalen. Deretter ma det forega en invadering av jurvevet gjennom
spenekanalen, og mikroorganismene ma sa kunne etablere og oppformere seg inne i selve

juret (Reksen, 2015).

Bakteriene som kan forarsake mastitt deles gjerne inn i smittsomme mastittbakterier og
miljgmastittbakterier (Sglvergd & Whist, 2017). Staphylococcus aureus, Streptococcus
dysgalactiae og Streptococcus agalactiae er de vanligste smittsomme mastittbakteriene i
Norge (Selvered & Whist, 2017). Friske smittebaerere i fjgset er den viktigste risikofaktoren
for utbrudd av smittsomme mastitter. Om det er flere slike kyr i en besetning kan det enkelt
utvikle seg til et besetningsproblem med darlig jurhelse, da friske smittebaerere ikke blir
oppdaget av bonden. Bakterier som Staphylocccus aureus og Streptococcus dysgalactiae
finnes normalt pa hud, i sar og pa slimhinner i juret, og kyr kan utvikle mastitt ved at egne
bakterier overfares til spenedpningen og gir en infeksjon. Rutiner rundt mjelking, som
hygiene og vedlikehold av mjglkeanlegget, er viktig for & hindre spredning av de smittsomme

mastittbakteriene (Sglvergd & Whist, 2017).
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Miljgmastittbakterier har reservoar i miljget rundt kyrne, og det er her de blir eksponert og
eventuelt smittet. De vanligste miljgmastittbakteriene er Escherichia coli, Streptococcus
uberis, Trueperella pyogenes, Klebsiella sp., Enterococcus sp. og Koagulase Negative
Stafylokokker (KNS) (Sglvergd & Whist, 2017). Dette er bakterier som trives i fuktig miljg,
som mgkk og gjermete beiter, og mange av dem er en del av kyrnes normalflora (Sglvergd &
Whist, 2017). God hygiene i fjgset og rundt mjglking, samt gode beiteforhold, er viktige

forebyggende tiltak.

Pavisning av mastitt

Mastitt kan veere klinisk eller subklinisk. Celletall (Somatic Cell Count; SCC) i mjglka er det
hjelpemiddelet som er vanligst a bruke for a detektere mastitt, sasmmen med kliniske tegn hos
kua. Celletall har blitt brukt som en anerkjent indikator pa inflammasjon i juret siden 1960-
tallet (Pyorala, 2003), og har inngatt i Kukontrollen som et mal pa jurhelse siden 1982
(Osteras & Sglvergd, 2009). Celletallet utgjeres hovedsakelig av betennelsesceller, som
ngytrofile granulocytter, makrofager og mononuklezere celler, i tillegg til celler fra jurets
slimhinne (Hussein et al., 2018). I et friskt jur vil mellom 1 og 11 % av celletallet besta av
ngytrofile granulocytter, mens andelen av disse kan stige opp til 90 % ved en intramammaer
infeksjon (Hussein et al., 2018). Celletallet kan veere forhgyet ved bade klinisk og subklinisk

mastitt.
De vanligste tegnene ved klinisk mastitt er smerte, varme, radme og hevelse i juret, samt

mulig nedsatt allmenntilstand og endret temperatur hos kua (Reksen, 2015). Det kan ogsa

veere sekretforandringer i mjalka, som fargeforandringer og slintrer.
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Ved subklinisk mastitt vil ikke kua veere allment pavirket, og det vil ikke vaere synlige tegn pa
inflammasjon i juret eller synlige forandringer i mjelka (Haque, 2014). Det eneste tegnet ved
subklinisk mastitt er gjerne forhgyet celletall i mjglka, og/eller endret pH og konduktivitet.
Kyr med subklinisk mastitt vil veere utfordrende & ha i en besetning, da de kan veere vanskelig
for bonden a oppdage, nettopp pa grunn av manglende kliniske tegn (Jaeger et al., 2017). De
kan dermed veere en smittekilde til mastitt hos andre kyr. Mjglkekvaliteten og —mengden vil

veere pavirket bade ved klinisk- og subklinisk mastitt (Hussein et al., 2018).

A tidlig oppdage kyr med subklinisk og klinisk mastitt er viktig for & raskt kunne sette i gang
ngdvendige tiltak. Man vil slik begrense omfanget av mastitten, bade med tanke pa skader i
juret hos den enkelte kua, og smittepotensialet for andre kyr i besetningen. Bade kyr med
subklinisk og klinisk mastitt kan ha forekomst av mastittagens i juret, som kan overfares til
andre dyr i besetningen. Som nevnt tidligere vil begge mastittformene pavirke bondens
gkonomi negativt. I tillegg vil seerlig klinisk mastitt virke negativt inn pa kuas velferd, da

dette er en smertefull tilstand.

I TINEs jurhelsebok beskrives det at normalt celletall for friske, norske kyr er mellom 10 000
0g 50 000 celler/mL(Sglverad & Whist, 2017). Ifelge studiene til Petzer et al. (Petzer et al.,
2017) og Schwarz et al. (Schwarz et al., 2011) regnes et jur for & veere friskt ved et celletall pa
mindre enn 100 000 celler/mL. Det er derimot satt en grenseverdi for kategorisering av
mastitt pa 200 000 celler/mL for & ta hensyn til naturlige variasjoner hos kua, og eventuelle
feil ute i felt (Dohoo & Leslie, 1991; Sumon et al., 2020; van den Borne et al., 2010). |
Kukontrollen brukes grensen pa 200 000 celler/mL for & beregne parameterne infeksjonsniva

og nyinfeksjonshastighet (Sglvergd & Whist, 2017).
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Ifalge Lakic et al.(Lakic et al., 2009) vil celletallet pavirkes av flere faktorer hos kua, og et
forgket celletall tilsier ikke alltid en infeksjon i juret. Faktorer celletallet pavirkes av er blant
annet kuas laktasjonsnummer, dager i laktasjon, arstid, stress, oppstallings- og driftsforhold,
og dag-til-dag variasjoner hos den enkelte ku (Pyorald, 2003; Sglvergd & Whist, 2017). Ifglge
TINEs jurhelsebok (Sglvered & Whist, 2017) vil celletallet variere gjennom laktasjonen, med
hayere celletall like etter kalving og mot avsining. Det er ogsa vist at mjglkingsfrekvens
pavirker celletallet, da kyr som blir mjglka tre ganger daglig har lavere celletall enn kyr som
blir mjglka to ganger daglig (Pyorala, 2003). En celletallsmaling gir et gyeblikksbilde av
jurhelsestatusen, da det kan veere sveert fluktuerende. Celletallet kan gke fra 10 000 til 1 500
000 celler/mL i lgpet av fa timer, og deretter veere tilbake pa normalt niva noen timer senere

(Selvergd & Whist, 2017).

Det er vanlig a benytte seg av Schalmtest (California Mastitis Test; CMT) for & fa en
indikasjon pa celletall hos kyr. Dette er en enkel test som bonden selv kan utfare, og gir et
indirekte mal pa celletallet. Testen utfgres ved a blande like deler mjglk og reagensvaeske pa
et brett med fire branner, én til hver spene. Det vil dannes en stadig mer viskas gel ved
stigende celletall i mjglka. Testen leses av pa en skala fra 1 til 5, ut ifra grad av viskositet og
eventuell geldannelse (Reksen, 2015). Reagensvasken som brukes i testen har i tillegg en
indikatorfarge som endrer farge fra bla til fiolett ved hgy pH (>=7.0), og fra bla til gul ved lav
pH (<=5.2) (Selvergd & Whist, 2017). pH-en i mjglka vil gke ved mastitt, fra 6.6 — 6.8 til
narmere blodets pH pa 7.4 (Reksen, 2015). Dette skyldes at blod-mjglk-barrieren skades ved
mastitt, og blodkomponenter som immunglobuliner, akuttfaseproteiner og betennelsesceller,
samt ekstracellulervaeske, vil lekke over til mjalkealveolene (Nguyen & Neville, 1998; Wall
et al., 2016). Dette farer til en stigning i pH, da blodkomponentene er mer basiske enn mjglk

(Kandeel et al., 2019). En alternativ metode for @ male pH i mjglk er pH-papir
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(bromtymolpapir). Papiret har ett felt for hver spene, som vil fa et fargeomslag fra gult til blatt

ved gkt pH.

Tradisjonelt har celletall blitt malt i samlemjglk fra gardstanken ved mjglkehenting, samt
gjennom manedlige veiepragver fra enkeltkyr sendt inn gjennom Kukontrollen. Dette har blitt
gjort for & kunne overvake jurhelse hos mjglkekyr i Norge. Det er mulig for bgnder med
mijglkerobot (Automatic Milking System; AMS) a kjape tilleggsutstyr til mjglkeroboten. Da
kan man male celletall for hver ku ved hver mjglking, og pa den maten fa en mer kontinuerlig
overvaking av jurhelsa i besetningen. For DeLaval kalles dette systemet DeLaval Online Cell
Counter (OCC). OCC-malinger skal vere like palitelige som de tradisjonelle

celletallsmalingene (Dalen et al., 2019).

| fjzs med mjglkerobot er det ogsa muligheter for & male konduktivitet, elektrisk
ledningsevne, i mjglka. Dette systemet kan brukes som et hjelpemiddel for & oppdage kyr med
uregelmessigheter i mjglka, og forhindre at denne mjglka havner pa tanken. Konduktiviteten
er basert pa gkt ionetall i mjglka, spesielt natrium (Na*), kalium (K*) og klorid (CI") (Pyorala,
2003). Det er en rekke faktorer som pavirker mjglkas ionesammensetning, blant annet
lekkasje av blodkomponenter over i mjglka, som ved mastitt. Konduktiviteten i mjglka
pavirkes ogsa av mjglkas pH og sammensetning av fett (Pyorala, 2003). | likhet med
celletallet vil konduktiviteten variere mye, bade mellom og innad i mjglkinger (Sglvergd &

Whist, 2017).

Akuttfaseproteiner

Akuttfaseproteiner (Acute Phase Protein; APP) har blitt stadig mer interessante som

diagnostiske biomarkgrer innen veteringermedisin. Dette er proteiner som produseres
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hovedsakelig i lever, og som gar ut i serum som en del av akuttfaseresponsen til
immunsystemet ved en inflammasjon, vevsskade eller infeksjon (Eckersall & Conner, 1988;
Mackiewicz, 1997). Formalet med en akuttfase er & isolere og gdelegge det eventuelt
infektive agenset, opprette homeostase og bidra til helingsprosessen (Téthova et al., 2018).
Ved en akuttfase kan konsentrasjonen av akuttfaseproteiner fa en kraftig gkning, men vil raskt
stabilisere seg etter at stimuli er fjernet (Petersen et al., 2004). Det finnes en rekke aktuelle
akuttfaseproteiner innen veterineermedisin, blant annet Serum Amyloid A (SAA), C-reaktivt

protein (CRP), haptoglobin (Hp) og fibrinogen.

Hvilke akuttfaseproteiner som er mest reaktive varierer fra art til art. De mest sensitive
akuttfaseproteinene hos storfe er haptoglobin og SAA (Eckersall & Bell, 2010). Ved en
normaltilstand er konsentrasjonen av akuttfaseproteiner i serum sa lav at den naermest ikke er
mulig @ male (Petersen et al., 2004). Ifglge Safi et al. (Safi et al., 2009) kan derimot
konsentrasjonen av haptoglobin og SAA hos storfe gke flere hundre ganger i respons pa en

akutt inflammasjon.

SAA kan komme over i mjglka ved at blod-mjglk-barrieren svekkes ved en mastitt (Eckersall
et al., 2001). I tillegg finnes det en egen isoform av SAA, M-SAA3, som produseres direkte
fra jurets epitelceller (McDonald et al., 2001). SAA og M-SAA3 sammen kalles Milk
Amyloid A (MAA), og kan detekteres i mjalk (Jaeger et al., 2017). | studiene av Hussein et
al. (Hussein et al., 2018), Gerardi et al. (Gerardi et al., 2009), Gronlund et al. (Grénlund et al.,
2005) og Safi et al. (Safi et al., 2009) er MAA foreslatt som en sensitiv indikator for bade

klinisk og subklinisk mastitt hos mjglkekyr.
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Formal

Det overordnede malet med denne fordypningsoppgaven var a undersgke egenskapene til
MAA som diagnostisk marker for subklinisk mastitt. Det overordnede malet skulle nas

gjennom to delmal:

1. A gjore en deskriptiv sammenligning av MAA-verdier for ulike tidspunkter i
laktasjonen, for ulike laktasjonsnummer og for ulike celletallsnivaer.
2. A estimere sensitivitet og spesifisitet for MAA som diagnostisk test for subklinisk

mastitt.
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Materiale og metode

Studieutvalget og prevetakingsmetoder

Studieutvalget vart er tidligere beskrevet i en studie av Dalen et al. (Dalen et al., 2019) om
bruk av celletall for deteksjon av intramammeaer infeksjon. Data ble hentet inn fra en besetning
ved Senter for husdyrforsgk (SHF) ved Norges miljg- og biovitenskapelige universitet
(NMBU) pé As. Perioden for datainnsamling strakk seg over 17 maneder, fra 5. januar 2016
til 22. mai 2017, i en longitudinell observasjonsstudie. Vi beholdt imidlertid bare én
observasjon per ku (beskrevet senere), og denne studien kan derfor betraktes som en
tverrsnittstudie. Totalt ble det tatt praver av 173 kyr. Kyrne som inngikk i studien var alle av
rasen Norsk Radt Fe (NRF), og samtlige hadde palitelig ID-merking. De var oppstallet i
lgsdrift, i to like binger med identiske mjglkeroboter av typen DeLaval VMS (Voluntary
Milking System). Kyrne ble i snitt mjglka 2.6 ganger daglig i studieperioden, og
gjennomsnittlig daglig mjelkeproduksjon per ku var 27.9 kg mjglk (Dalen et al., 2019).
Kalvingene i besetningen var semikonsentrerte, med hovedvekt i hgstmanedene. Besetningen

var medlem av Kukontrollen, og sendte inn manedlige mjalkepraver for kvalitetskontroll.

Mijglkerobotene var utstyrt med en celletallsmaler (Online Cell Counter), som maler celletall
(Online Cell Counts; OCC) for hver enkelt ku ved hver mjglking. Dette gjares ved at det tas
ut preve fra luftutskiller, hvor mjglk fra de fire spenekoppene mgates. Systemet i roboten var
justert for & unnga restmjalk, og dermed hindre forurensing av mjglk fra ei ku til den neste
(Dalen et al., 2019). Av 96 542 mjglkinger manglet celletallsmaling for ca. 15 %. Mangelfull
maling skyldtes enten feil med roboten, eller mangelfull service av celletallsmaleren og
pafylling av reagens. | henhold til Dalen et al. (Dalen et al., 2019) var det et gjennomsnittlig
celletall i studieperioden pa 115 103 celler/mL, basert pa de daglige celletallsmalingene

foretatt av mjglkerobotene.
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I tillegg til OCC-malingene ved hver mjglking ble det innhentet enkeltspenepraver (Quarter
Milk Samples; QMS) manedlig fra alle lakterende kyr. Prgvene ble tatt ut av veterinzrt
personell etter anbefalte retningslinjer fra TINE. Ved a falge retningslinjene gitt i TINEs
“Veiledning i uttak av speneprever”, er det forhandsbestemt hvilket praveglass som tilhgrer
hvilken spene. Det er stort fokus pa hygiene for, under og etter praveuttak, og veiledning for
korrekt oppbevaring og forsending av speneprgvene (TINE-Mastittlaboratoriet-Molde, 2019).
Totalt ble det samlet inn 5 330 enkeltspenepragver. Av disse pravene ble det foretatt

mikrobiologiske analyser, i tillegg til MAA-malinger.

Laboratorieanalyser

Alle mjalkepraver ble fryst etter uttak og under transport, far de ble tint pa laboratoriet for
mikrobiologiske analyser. Disse analysene ble utfgrt etter standard prosedyrer (Hogen, 1999).
Det ble sadd ut 0.01 mL mjglk fra hver speneprgve pa blodagarskaler av storfeblod med
esculin. Skalene ble deretter inkubert ved 37 °C, og avlest etter 24 og 48 timer.
Artsbestemmelse av bakteriene ble gjort ved hjelp av MALDI-TOF MS (matrix-assisted laser
desorption ionization-time of flight mass spectrometry) Microflex LT (Chauzeville, 2015).
Pravene med mer enn to morfologisk ulike kolonityper ble vurdert som kontaminerte, og ble

ekskludert fra videre analyser.

De samme speneprgvene ble analysert for niva av Milk Amyloid A (MAA). Det ble brukt et

ELISA-kit fra Tridelta, med navn PHASE Milk Amyloid A (TrideltaDevelopment, 2011).

Resultatene ble oppgitt i ng/mL. Laveste deteksjonsgrense for testen er 0.10 pg/mL.
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Mastittstatus

I studien av Dalen et al. (Dalen et al., 2019) ble bakteriefunn registrert pa speneniva. 1 og med
at celletall var registrert for hver enkelt ku, ble resultatene av bakteriefunn ogsa omgjort til a
gjelde ei og ei ku. Det vil si at ei ku ble definert til & ha bakteriefunn, dersom den hadde
bakteriefunn pa én eller flere spener. Hovedmalet i studien av Dalen et al. (Dalen et al., 2019)
var & detektere episoder av subklinisk mastitt forarsaket av mastittpatogener. Bakteriene ble
delt i to grupper, basert pa kjent forventet gkning i celletall ved subklinisk mastitt.
Patogengruppe 1 besto av bakteriearter som typisk forventes a gi stor gkning i celletall. Andre
kjente mastittpatogener, som ikke passet inn i gruppe 1, ble plassert i patogengruppe 2

sammen med resterende paviste bakteriearter.

Tabell 1. Oversikt over inndeling av mastittpatogener i to patogengrupper, i en
fordypningsoppgave om Milk Amyloid A i mjglk. Tabellen er basert pa informasjon fra Dalen

et al. (Dalen et al., 2019).

Patogengruppe 1 Patogengruppe 2
Staphylococcus aureus Corynebacterium bovis
Streptococcus dysgalactiae Staphylococcus chromogenes
Streptococcus uberis Staphylococcus haemolyticus
Enterococcus faecalis Aerococcus viridans
Enterococcus faecium Staphylococcus hominis
Lactococcus lactis Staphylococcus xylosus
Staphylococcus epidermidis + andre paviste bakteriearter
Staphylococcus simulans
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For at ei ku skulle bli definert til & ha en episode med subklinisk mastitt matte minst ett av
felgende tre kriterier veaere oppfylt: (1) >1 000 cfu/mL av ett enkelt patogen fra én prave i
minst én spene, (2) >500 cfu/mL av et patogen ble pavist i 2 av 3 pafalgende praver fra
samme spene, eller (3) >100 cfu/mL av et patogen ble pavist i 3 pafglgende prever fra samme
spene. Kriteriene ble satt i henhold til definisjonen fra Zadoks et al. (Zadoks et al., 2002).
Disse kriteriene tar ikke hensyn til celletallsmalinger eller andre indikatorer pa inflammasjon.
Kyr med speneprgver med bakteriefunn, som ikke oppfylte noen av disse kriteriene, ble
regnet som forbigaende koloniserte (Ngrstebg et al., 2019). Disse kyrne ble altsa ikke vurdert

til & ha subklinisk mastitt.

Ved mistanke om klinisk mastitt ble kyr undersgkt av veteringr. Kyrne ble plukket ut av
rgktere ved SHF basert pa generelle kliniske symptomer, inkludert nedsatt matlyst, letargi
eller forhagyet rektal temperatur. Kyr som fikk veterinaerbehandling for mastitt ble flyttet over
til en sjukebinge uten mjglkerobot, og ble ikke prevetatt under behandlingsperioden. Studien
omfattet derfor kun prevemateriale fra klinisk friske kyr og kyr med subklinisk mastitt (Dalen

etal., 2019).

Databehandling

Vi brukte dataprogrammet Stata (Stata/SE 16) (StataCorp., 2019) til all databehandling, og for
a gjere statistiske analyser. Vi tok utgangspunkt i to datasett; ett med malingene fra AMS-
systemet, samt bakteriestatus basert pa innsendte speneprgver, og ett datasett med MAA-
analysene gjort pa de samme innsendte speneprgvene. | datasettene er hver ku/individ
identifisert med grenummer (tag), og har en egen prgve-ID (sample_id) for de dagene det er

tatt ut speneprgver. Hver ku har en unik pragve-ID for hver prgvetakningsdato.
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De to datasettene matte kobles sammen far vi kunne begynne videre analyse av datasettet. Far
det kunne gjgres matte datasettene vaskes. Fordi MAA males pa enkeltspeneniva, skal det kun
veere fire malinger per ku pa hver prgvetakingsdato. | MAA-datasettet sa vi at det var kyr som
hadde flere enn fire datalinjer per dato. De ekstra datalinjene manglet MAA-maling, og ble
derfor slettet. | AMS-datasettet ekskluderte vi alle observasjoner som ikke var koblet til en
preve-1D. AMS-datasettet inneholdt sveert mange duplikate observasjoner, det vil si identiske
datalinjer. Alle duplikate observasjoner ble med hensyn pa preve-ID redusert til én datalinje

per prove.

Datasettene ble slatt ssmmen med preve-1D, individ og dato som koblingsngkler. Vi
ekskluderte ett individ som kun fantes i det ene datasettet. Deretter fjernet vi alle
observasjoner hvor MAA ikke var malt. For & unngd a matte ta hensyn til repeterte malinger
per ku i analysen gnsket vi kun & beholde én observasjon per ku. Derfor valgte vi a beholde
farste provetaking for hver ku. MAA-verdier pa speneniva ble slatt sammen til kuniva, som
beskrevet narmere i neste avsnitt. Vi endte dermed opp med 128 kyr, med tilsvarende antall
observasjoner. To av kyrne i datasettet hadde meget ekstreme MAA-verdier (uteliggere), og
ble derfor ekskludert fra vart datasett. Totalt endte vi opp med 126 kyr og 126 observasjoner i
det endelige datasettet vart. Se Figur 1 for detaljert beskrivelse av databehandlingen, og ulike

eksklusjoner.
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Ekskluderer duplikater uten
MAA-verdi hos kyr med
mer enn fire obs. per dag
— mister 112 obs.

AMS-datasett

MAA i mjalk

Ekskluderer kyr med
manglende preve-1D
— mister 4 kyr og
93 079 obs.

Fjerner duplikater
med hensyn pa
prave-ID

Fjerner duplikater
med hensyn pa
grenummer og dato
— mister 16 obs.

177 kyr
96 542 obs.
v
173 kyr
3 463 obs.
MAA-datasett >
¥
174 kyr 173 kyr
5 860 obs. 1 397 obs.
Vart datasett
174 kyr 173 kyr
5748 obs. 1 381 obs.
Slar sammen de to
datasettene med preve-ID,
individ og dato som
koblingsnakler
Ufullstendig
sammenslaing <
— mister 1 ku
173 kyr
5 750 obs.
Ekskluderer obs. hvor
MAA ikke er malt
— mister 45 kyr og
3 562 obs.
¥
128 kyr
MAA-verdier pa speneniva 2 188 obs.
gjort om til variable pa
kunvia.
Slar sammen N
enkeltspenepraver til
kupraever ¥
—+ mister 1 641 obs. 128 kyr
547 obs.
Beholder farste
prevetaking per ku
128 kyr
128 obs.
Ekskluderer
uteliggere med
ekstreme MAA-
verdier
— mister 2 kyr v
126 kyr
126 obs.

Figur 1. Flytskjema som viser databehandlingen, i en fordypningsoppgave om Milk Amyloid

A i mjalk.
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Variable

Milk Amyloid A
For a lettere kunne undersgke sammenhengen mellom MAA-verdier og andre variable, matte
vi generere en rekke nye MAA-variable. De nye variablene ble generert i forkant av at
observasjoner pa enkeltspeneniva ble gjort om til kuniva. De er altsa basert pA MAA-malinger
fra alle fire spener hos hver ku pa den den gitte pravedatoen. Det var en rekke MAA-malinger
med verdi 0. Vi genererte en ny variabel hvor vi la pa 1 ng/mL pa alle MAA-malingene, for &
kunne gjgre log-transformering. Deretter brukte vi den nye variabelen til & generere en rekke
andre MAA-variable. De nye variablene var: hver enkelt ku sin laveste og hgyeste MAA-
verdi (min_maa og max_maa), gjennomsnittlig MAA-verdi pa de fire spenene (avg_maa), og
differansen mellom hgyeste og laveste verdi (diff_maa). Vi sa at fordelingen av MAA var
veldig skjevfordelt hos de 126 kyrne i vart utvalg. Derfor besluttet vi a lage en log-
transformert variabel for gjennomsnittlig MAA (log_avg_maa). Dette gjorde vi for & enklere
kunne framstille sammenligninger av variable grafisk.
e Min_maa: hver ku sin laveste MAA-verdi pa speneniva (den spenen med lavest verdi
av de fire spenene), malt i ng/mL.
e Max_maa: hver ku sin hgyeste MAA-verdi pa speneniva (den spenen med hgyest
verdi av de fire spenene), malt i ng/mL.
e Avg_maa: gjennomsnittet av MAA-malingene fra hver spene (det vil si fire malinger),
malt i ng/mL.
e Diff_maa: differansen mellom hver enkelt ku sin hgyeste (max_maa) og laveste
(min_maa) MAA-verdi pa speneniva, malt i ng/mL.
e Log_avg_maa: log-transformert variabel for hver enkelt ku sin gjennomsnittlige

MAA-verdi (avg_maa).
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Subklinisk mastitt
I AMS-datasettet var det lagd egne variable for de to ulike patogengruppene, med navn patl
0g pat2. Disse variablene var binaere, og kyrne fikk verdi O eller 1 avhengig av
dyrkningsresultatet pa speneprgvene. Vi genererte en ny variabel, anypat, som fikk verdi 1
dersom det var bakteriefunn fra enten fra patogengruppe 1 eller 2. Det var ogsa egne binzre
variable for subklinisk mastitt, patlimi og pat2imi, avhengig av hvilken patogengruppe det
forarsakende agenset harte til. For & fa verdi 1 pa disse variablene matte minst ett av
kriteriene for subklinisk mastitt etter definisjonen til Zadoks et al. (Zadoks et al., 2002) veere
oppfylt. Basert pa patlimi og pat2imi genererte vi variabelen anyimi. Denne variabelen ga oss
muligheten til & framstille subklinisk mastitt uavhengig av bakterieart.
e Anypat: binzr variabel som angir bakteriefunn pa speneprgvene. Denne variabelen har
verdi 1 ved bakteriefunn, og verdi 0 nar det ikke er noe vekst.
e Anyimi: bingr variabel som angir om kyrne har subklinisk mastitt eller ikke. Verdi 1
tilsvarer subklinisk mastitt, etter kriterier satt av Zadoks et al. (Zadoks et al., 2002).

Verdi O tilsier at kua ikke er definert til & ha subklinisk mastitt.

Kalvingstidspunkt og laktasjonsnummer

For oversiktlig framstilling av data var det hensiktsmessig a gjere om kalvingsdato til en
kategorisk variabel. Vi genererte derfor en ny variabel, month, basert pa hvilken maned kua
kalvet i. Deretter definerte vi hvilke maneder som harte til hvilken arstid, og genererte
variabelen season. Det er denne variabelen vi har brukt i framstillinger av studieutvalget. Vi
genererte ogsa variabelen lactgroup, som grupperte kyrne i to grupper basert pa
laktasjonsnummer. En gruppe for farstelaktasjon, og én for resterende laktasjoner. De to
gruppene ble kalt laktasjonsgruppe 1 og laktasjonsgruppe 2. Dermed kunne vi undersgke om

det var noe forskjeller mellom de to gruppene nar vi sammenlignet dem med ulike variable.
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Celletall

AMS-datasettet inneholdt flere variable for celletallsmalinger, malt av mjglkerobotens
celletallsmaler (Online Cell Counter). Vi valgte a bruke variabelen avg_occ_7 til vare
sammenligninger, som oppga det gjennomsnittlige celletallet for hver ku de siste 7 dagene far
provetaking. Ved a velge denne variabelen hapet vi a unnga tilfeldig variasjon pa
enkeltmalingene av OCC, da celletallet pavirkes av en rekke andre faktorer enn kun
subklinisk mastitt. | tillegg konkluderte studien til Dalen et al. (Dalen et al., 2019) at denne
variabelen var best for deteksjon av subklinisk mastitt forarsaket av mastittpatogener i
patogengruppe 1. | vart utvalg manglet 3 av kyrne en verdi for avg_occ_7, og disse kyrne ble

dermed ekskludert fra framstillinger med denne variabelen.

Statistisk analyse

Vi sammenlignet nivaet av MAA ved ulike dager i laktasjonen og ved forskjellige
laktasjonsnummer. Vi sammenlignet ogsa MAA-verdier hos kyr med og uten bakteriefunn og
subklinisk mastitt. For & vurdere om det var en statistisk signifikant sammenheng mellom
MAA-niva og laktasjonsnummer utfgrte vi Mann and Whitney ranksum-test. Dette er en ikke-
parametrisk hypotesetest. Vi satte signifikansnivaet pa 0.05. Vi utfgrte den samme testen for
MAA-niva og bakteriefunn (anypat), MAA-niva og subklinisk mastitt (anyimi), samt
laktasjonsnummer og subklinisk mastitt (anyimi). Gjennom et spredningsplott undersgkte vi
sammenhengen mellom MAA og dager i laktasjonen. Vi gjorde det samme for MAA og

celletall (avg_occ_7).

For a evaluere hvorvidt MAA kunne brukes som diagnostisk test for subklinisk mastitt, ville
vi finne den grenseverdien som ga 0ss hgyest mulig sensitivitet (Se) og spesifisitet (Sp). Vi

gjorde en visuell evaluering (Figur 10) av hvordan ulike grenseverdier for MAA pavirket
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sensitivitet og spesifisitet med hensyn pa a predikere subklinisk mastitt (anyimi). Deretter
brukte vi den grenseverdien som ga hgyest mulig sensitivitet og spesifisitet pa samme tid for &
generere en ny binar variabel for avg_maa. Denne variabelen fikk navnet scm, som star for
subklinisk mastitt. Vi undersgkte ogsa avg_occ_7 sine egenskaper som diagnostisk test. Vi
brukte grenseverdien som i dette utvalget ga hgyest mulig sensitivitet og spesifisitet, samt
grenseverdier funnet i litteraturen. Vi ekskluderte kyr som manglet maling for avg_occ_7, slik

at vi analyserte det samme utvalget av kyr for bade avg_maa og avg_occ_7.
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Resultater

Studieutvalget

| vart datasett sto vi igjen med 126 kyr som utgjorde vart studieutvalg. Kun fgrste maling per
ku var inkludert, og hver av de 126 kyrne bidro med én verdi for hver variabel. Studieenheten
var ei ku, og alle variable var pa kuniva. Tabeller og figurer i denne oppgaven er basert pa

malingene til disse 126 kyrne.

Innsamling av data foregikk over en periode pa 17 maneder, og det ble totalt sendt inn
speneprgver pa 16 ulike datoer i lgpet av studieperioden. Ved a velge farste prgvetakingsdato
for hver ku endte vi opp med fem av disse datoene i vart studieutvalg, alle mellom januar og

mai 2016. Vi ser av Tabell 2 at 89 av kyrne (71 %) hadde prevetakingsdato 12. januar 2016.

Tabell 2. Fordeling av datoer for innsendte spenepraver for de 126 kyrne i studieutvalget.
Forste pravetakingsdato er valgt ut for hver ku, i en fordypningsoppgave om Milk Amyloid A

i mjolk.

Prgvetakingsdato 12.01.16 01.02.16 29.02.16 26.04.16 18.05.16

Antall kyr 89(71%) | 7(6%) | 6(G% | 21(17%) 3 (2 %)

Tidspunkt i laktasjonen (Days in milk; DIM) for kyrne i studieutvalget varierte fra 4 dager til
302 dager, med et gjennomsnitt pa 85 dager. Laktasjonsnummeret var i snitt litt over 2.
laktasjon, med en median pa 2, og variasjonsbredde fra 1. til 6. laktasjon. Gjennomsnittlig

celletall de siste sju dagene far innsending av spenepraver 1a pa 117 330 celler/mL.
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MAA i mjalk

Hver ku fikk en gjennomsnittlig MAA-verdi basert pa gjennomsnittet av malinger av mjglk

fra kuas fire spener, kalt avg_maa. Gjennomsnittet av MAA for alle de 126 kyrne var 4 123

ng/mL. Den aller laveste MAA-verdien i vart utvalg var 1 ng/mL, imens den hgyeste verdien

var 120 331 ng/mL. Gjennomsnittlig differanse mellom laveste og hayeste MAA-verdi pa

enkeltspeneniva hos hver enkelt ku var 11 237 ng/mL. Medianen for denne differansen var 2

574 ng/mL.

Tabell 3. Deskriptiv statistikk over ngkkelvariable basert pa observasjoner fra 126 kyr, i en

fordypningsoppgave om Milk Amyloid A i mjglk.

Variable” Min Max Gjennomsnitt Median
Dager i laktasjon (DIM) (dager) 4 302 85 85
Laktasjonsnummer 1 6 2 2
OCC (avg_occ_7)Y 4 1068 117 33
(1 000 celler/mL)

Min MAA? (ng/mL) 1 7026 600 27
Max MAA3 (ng/mL) 1 120 331 11 836 3251
Avg MAA? (ng/mL) 1 40 964 4123 1402
Diff MAA® (ng/mL) 0 120 330 11 237 2574
Log avg MAAS) 0.00 10.62 6.23 7.24

*  Alle MAA-variable (min_maa, max_maa, avg_maa) er lagt til 1 ng/mL for & kunne gjare log-transformering.

1)  Avg_occ_7: gjennomsnittlige celletallet for hver ku de siste 7 dagene far pravetaking, mélt i 1 000 celler/mL.

2)  Min_maa: hver ku sin laveste MAA-verdi pa speneniva (den spenen med lavest verdi av de fire spenene), malt i ng/mL.

3)  Max_maa: hver ku sin hayeste MAA-verdi pa spenenivé (den spenen med hgyest verdi av de fire spenene), malt i ng/mL.

4)  Avg_maa: gjennomsnittet av MAA-mélingene fra hver spene (det vil si fire malinger), malt i ng/mL.

5)  Diff_maa: differansen mellom hver enkelt ku sin hgyeste (max_maa) og laveste (min_maa) MAA-verdi pa speneniva, malt i

ng/mL.

6) Log_avg_maa: log-transformert variabel for hver enkelt ku sin gjennomsnittlige MAA-verdi (avg_maa).
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Dager i laktasjon (DIM)
Det var stor spredning i dager i laktasjon (DIM) for kyrne i studieutvalget. Ettersom farste
prevetaking per ku ble brukt i denne oppgaven var det en viss skjevfordeling av DIM, vist i

Figur 2. Halvparten av kyrne hadde verdier mellom 36 og 118 DIM. Béade gjennomsnitt og

median for DIM var 85 dager.

15

Prosent

0 100 200 300
Dager i laktasjon (DIM)

Figur 2. Histogram som viser prosentfordelingen av dager i laktasjon (DIM) for de 126 kyrne

I studieutvalget, i en fordypningsoppgave om Milk Amyloid A i mjglk.

Laktasjonsnummer

Laktasjonsnummeret hos kyrne i vart utvalg varierte fra farste til sjette laktasjon, der hver
enkelt ku bidro med kun én laktasjon. 56 av vare 126 kyr var i 1. laktasjon (44 %), og de
resterende 70 kyrne var i 2. laktasjon eller hgyere (56 %). Medianen for laktasjonsnummer

var 2. Fordeling av kyrne med hensyn pa laktasjonsnummer er vist i Figur 3.
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Laktasjonsnummer

0w =
o AN

Figur 3. Fordelingen av laktasjonsnummer hos de 126 kyrne, i en fordypningsoppgave om

Milk Amyloid A i mjglk.

Kalvingstidspunkt

| Figur 4 er kalvingsdato for de 126 kyrne vist per sesong (arstid). Inndeling av maneder i
sesonger er framstilt i Tabell 4. Som man ser av Figur 4 hadde sterst andel kyr kalving i
hgstmanedene, med totalt 60 kyr (48 %) som kalvet. 33 kyr (26 %) kalvet pa vinteren. Det var
lavest andel kyr som kalvet pa var og sommer, med 14 kyr (11 %) pa varen, og 19 kyr (15 %)

pa sommeren.
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Tabell 4. Oversikt over inndeling av maneder i sesong, i en fordypningsoppgave om Milk

Amyloid A i mjglk.

Sesong Maneder
Vinter Desember, januar, februar
Var Mars, april, mai
Sommer Juni, juli, august
Host September, oktober, november
Kalvingstidspunkt
o
n
o
<t
— 0
cm
?
=)
o
(=
o
‘C_‘-' g
D -

I Vinter . var
Sommer [N Host

Figur 4. Prosentvis fordeling av kalvingstidspunkt hos de 126 kyrne i studieutvalget, i en

fordypningsoppgave om Milk Amyloid A i mjalk.
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MAA

MAA pa kuniva, malt som gjennomsnittet av kuas fire spener, framstilles i Tabell 3. Det
kommer fram at gjennomsnittet for variabelen avg_maa var 4 123 ng/mL, med en
variasjonsbredde (range) fra 1 ng/mL til 40 964 ng/mL. Medianen var 1 402 ng/mL.
Gjennomsnittlig MAA-verdi (avg_maa) framstilles grafisk i venstre panel av Figur 5. Som
man ser av figuren var variabelen sveert skjevfordelt, de fleste kyrne hadde lave verdier, mens

noen fa hadde svert hgye verdier, over 10 000 ng/mL.

I hgyre panel av Figur 5 vises grafisk framstilling av avg_maa etter log-transformering. Disse
verdiene framstar mindre skjevfordelte enn far log-transformeringen. Verdiene for
log_avg_maa hadde en variasjon mellom 0 og 10.62 log (ng/mL), med et gjennomsnitt pa

6.23 log (ng/mL), se Tabell 3.

50

L
10 15
f

Prosent
Prosent

20
|

10
L

0 10000 20000 30000 40000 0 4 6
avg_maa log_avg_maa

Figur 5. Histogram som viser gjennomsnittlig MAA-verdi (avg_maa)? i venstre panel, og
log-transformert variabel (log_avg_maa)? i hgyre panel. Fordelingen er basert pa de 126

kyrne i vart utvalg, i en fordypningsoppgave om Milk Amyloid A i mjglk.

1)  Avg_maa: gjennomsnittet av MAA-malingene fra hver spene (det vil si fire malinger), malt i ng/mL.

2) Log_avg_maa: log-transformert variabel for hver enkelt ku sin gjennomsnittlige MAA-verdi (avg_maa).
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Subklinisk mastitt og bakteriefunn

Det ble undersgkt for bakterier pa alle innsendte spenepraver. Av de 126 kyrne i utvalget fikk
22 pavist bakterier pa speneprgvene. Det var en lik fordeling av vekst av mastittagens fra de
to patogengruppene, altsa 11 positive dyrkningssvar innen hver gruppe. Av de 22 kyrne med
bakteriefunn ble 12 kyr definert til & ha subklinisk mastitt. Mastittpatogener fra
patogengruppe 1 ble funnet ved atte av tilfellene med subklinisk mastitt, mens det ble funnet

bakterier fra patogengruppe 2 i fire av tilfellene.

Tabell 5 viser forekomst av subklinisk mastitt og bakteriefunn hos kyr med ulike
laktasjonsnummer. Som tidligere nevnt tilhgrte henholdsvis 56 kyr gruppen med
forstelakterende dyr (laktasjonsgruppe 1), og 70 kyr tilhgrte gruppen med hayere
laktasjonsnummer (laktasjonsgruppe 2). 14 av de 22 kyrne (64 %) med bakteriefunn tilherte
laktasjonsgruppe 2, imens de resterende 8 kyrne (36 %) var i farstelaktasjon. Av de 12 kyrne
med subklinisk mastitt tilhgrte 8 av dem (67 %) laktasjonsgruppe 2. Totalt hadde 7 % av
kyrne i 1. laktasjon subklinisk mastitt, imens forekomsten var 11 % blant kyrne i 2. laktasjon
eller hgyere. Det var ikke en statistisk signifikant forskjell mellom forekomsten av subklinisk

mastitt i de to laktasjonsgruppene (p=0.62).
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Tabell 5. Forekomst av subklinisk mastitt og bakteriefunn hos 126 kyr, fordelt pa de to

laktasjonsgruppene, i en fordypningsoppgave om Milk Amyloid A i mjalk.

Subklinisk mastittV Bakteriefunn?
Ikke subklinisk Subklinisk Ikke Bakteriefunn
mastitt mastitt bakteriefunn

Laktasjonsgruppe 1% 52 (46 %) 4 (33 %) 48 (46 %) 8 (36 %)
n =56
Laktasjonsgruppe 24 62 (54 %) 8 (67 %) 56 (54 %) 14 (64 %)
n=70
Sum 114 (100 %) 12 (100 %) [ 104 (100 %) 22 (100 %)

1)  Subklinisk mastitt (anyimi): biner variabel som angir om kyrne har subklinisk mastitt eller ikke. Verdi 1 tilsvarer subklinisk
mastitt, etter kriterier satt av Zadoks et al. (Zadoks et al. 2002). Verdi O tilsier at kua ikke er definert til & ha subklinisk mastitt.

2)  Bakteriefunn, (anypat): binzr variabel som angir bakteriefunn pa speneprgvene. Denne variabelen har verdi 1 ved bakteriefunn,
og verdi 0 nar det ikke er noe vekst.

3)  Laktasjonsgruppe 1: kyr i 1. laktasjon

4)  Laktasjonsgruppe 2: kyr i 2. til 6. laktasjon

Statistisk analyse

MAA og laktasjonsnummer

Tabell 6 viser verdier for gjennomsnitt og median for ulike MAA-variable, fordelt pa kyr i de
to laktasjonsgruppene. Alle MAA-variablene hadde hgyere verdier for bade gjennomsnitt og
median hos kyr i laktasjonsgruppe 2, sammenlignet med laktasjonsgruppe 1. Gjennomsnittet
for avg_maa var 3 193 ng/mL for kyrne i farstelaktasjon, og 4 867 ng/mL for kyrne i
laktasjonsgruppe 2. Forskjellen i avg_maa mellom de to laktasjonsgruppene var ikke

signifikant (p=0.32).
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Tabell 6. Framstilling av MAA-variable fordelt pa de to laktasjonsgruppene. Tabellen er

basert pa malinger fra 126 kyr, 56 i laktasjonsgruppe 1, og 70 i laktasjonsgruppe 2, i en

fordypningsoppgave om Milk Amyloid A i mjglk.

MAA i mjalk

MAA-variable (ng/mL) Laktasjonsgruppe 1V | Laktasjonsgruppe 22

Min MAA?® Gjennomsnitt 453 717
Median 5 67

Max MAA? Gjennomsnitt 9730 13521
Median 2 986 3572

Avg MAAY Gjennomsnitt 3193 4 867
Median 1099 1676

1
2)
3)
4)
5)

Laktasjonsgruppe 1: kyr i 1. laktasjon

Laktasjonsgruppe 2: kyr i 2. til 6. laktasjon

Min_maa: hver ku sin laveste MAA-verdi pa speneniva (den spenen med lavest verdi av de fire spenene), malt i ng/mL
Max_maa: hver ku sin hgyeste MAA-verdi pa speneniva (den spenen med hgyest verdi av de fire spenene), malt i ng/mL.

Avg_maa: gjennomsnittet av MAA-malingene fra hver spene (det vil si fire mélinger), mélt i ng/mL.

| Figur 6 vises en grafisk framstilling av avg_maa fordelt pa de to laktasjonsgruppene.

Fordelingen i MAA var ikke markant forskjellig mellom de to laktasjonsgruppene, men det

var noe stgrre variasjon i laktasjonsgruppe 2 sammenlignet med laktasjonsgruppe 1. Kyrne

med de hgyeste verdiene (ekstremverdier) tilhgrte ogsa laktasjonsgruppe 2.
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Figur 6. Boksplott som sammenligner MAA pa kuniva (avg_maa)®) mellom Kkyr i
farstelaktasjon (laktasjonsgruppe 1) og kyr i andre eller hgyere laktasjon (laktasjonsgruppe 2).
Boksplottene er basert pa malinger fra de 126 kyrne i vart studieutvalg, i en

fordypningsoppgave om Milk Amyloid A i mjglk.

1)  Avg_maa: gjennomsnittet av MAA-malingene fra hver spene (det vil si fire mélinger), malt i ng/mL.

MAA og dager i laktasjon (DIM)

De fleste kyrne i vart utvalg Ia pa mellom 36 og 118 dager i laktasjon (DIM). I Figur 7
visualiseres verdiene for avg_maa og max_maa pa ulike dager i laktasjonen, og det var ingen
klar sammenheng mellom DIM og MAA-verdiene. De hgyeste max_maa-verdiene
forekommer bade tidlig i laktasjonen og rundt 150 DIM. Det er ingen szrlig haye MAA-

verdier hos kyrne som er lengst ut i laktasjonen.
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Figur 7. Spredningsplott som viser sammenhengen mellom dager i laktasjon (DIM) og

max_maaY) (redt) og avg_maa? (blatt), i en fordypningsoppgave om Milk Amyloid A i mjglk.

Hver ku (n=126) representeres av én rgd og én bla prikk.

1)  Max_maa: hver ku sin hgyeste MAA-verdi pa speneniva (den spenen med hgyest verdi av de fire spenene), malt i ng/mL.

2)  Avg_maa: gjennomsnittet av MAA-malingene fra hver spene (det vil si fire mélinger), malt i ng/mL.

MAA, subklinisk mastitt og bakteriefunn

Av de 126 kyrne i utvalget fikk 22 pavist bakterier pa de innsendte speneprgvene. 12 av disse

ble vurdert til & ha subklinisk mastitt i henhold til var definisjon. | Tabell 7 og 8 listes verdier

for gjennomsnittlige (avg_maa) og hgyeste (max_maa) MAA-malinger basert pa bakteriefunn

0g mastittstatus.
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Av Tabell 7 kommer det fram at det er en forskjell pa gjennomsnitt og median, for variabelen
avg_maa, mellom de ulike grupperingene av kyr med og uten bakteriefunn og subklinisk
mastitt. De hgyeste verdiene, bade for gjennomsnitt og median, er a finne i gruppene med
subklinisk mastitt og bakteriefunn. Det er samme hgyeste verdi (max) av avg_maa i gruppen
med bakteriefunn og i gruppen med subklinisk mastitt. | Tabell 8 er ogsa de hgyeste
gjennomsnittene og medianene for max_maa a finne i de samme to gruppene. Til forskjell fra
Tabell 7 sees hgyeste verdi (max) for max_maa ikke i gruppen med subklinisk mastitt. Vi ser

verdi 120 331 ng/mL i gruppen uten subklinisk mastitt og i gruppen med bakteriefunn.

Tabell 7. Ulike framstillinger av avg_maa hos kyr med og uten subklinisk mastitt og
bakteriefunn i en fordypningsoppgave om Milk Amyloid A i mjglk. Basert pa malinger fra

126 kyr, hvor hver ku er klassifisert med hensyn pa mastitt og med hensyn pa bakteriefunn.

Avg MAAY (ng/mL)

Min Max Gj.snitt Median | Antall kyr
Ikke subklinisk 1 32110 3504 1208 114
mastitt?
Subklinisk 5 40 964 20774 5047 12
mastitt?)
Ikke 1 26 791 3027 861 104
bakteriefunn®
Bakteriefunn® 1 40 964 9302 3571 22

1)  Avg_maa: gjennomsnittet av MAA-malingene fra hver spene (det vil si fire malinger), malt i ng/mL.

2)  Subklinisk mastitt (anyimi): binar variabel som angir om kyrne har subklinisk mastitt eller ikke. Verdi 1 tilsvarer subklinisk
mastitt, etter kriterier satt av Zadoks et al. (Zadoks et al. 2002). Verdi O tilsier at kua ikke er definert til & ha subklinisk mastitt.

3)  Bakteriefunn, (anypat): binzr variabel som angir bakteriefunn pa speneprgvene. Denne variabelen har verdi 1 ved bakteriefunn,

og verdi 0 nar det ikke er noe vekst.
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MAA i mjalk

Tabell 8. Ulike framstillinger av max_maa hos kyr med og uten subklinisk mastitt og

bakteriefunn, i en fordypningsoppgave om Milk Amyloid A i mjglk.. Basert pa malinger fra

126 kyr, hvor hver ku er klassifisert med hensyn pa mastitt og med hensyn pa bakteriefunn.

Max MAADY (ng/mL)

Min Max Gj.snitt Median | Antall kyr
Ikke subklinisk 1 120 331 10 617 2824 114
mastitt?)
Subklinisk 18 93 925 23 424 10516 12
mastitt?
Ikke 1| 105323 8 656 2 692 104
bakteriefunn®
Bakteriefunn® 1 120 331 26 870 7736 22

1)  Max_maa: hver ku sin hgyeste MAA-verdi pa speneniva (den spenen med hgyest verdi av de fire spenene), malt i ng/mL.

2)  Subklinisk mastitt (anyimi): binar variabel som angir om kyrne har subklinisk mastitt eller ikke. Verdi 1 tilsvarer subklinisk

mastitt, etter kriterier satt av Zadoks et al. (Zadoks et al. 2002). Verdi O tilsier at kua ikke er definert til & ha subklinisk mastitt.

3)  Bakteriefunn, (anypat): binzr variabel som angir bakteriefunn pé& spenepravene. Denne variabelen har verdi 1 ved bakteriefunn,

og verdi 0 nar det ikke er noe vekst.

Figur 8 viser grafisk framstilling av gjennomsnittlig MAA (avg_maa) hos kyr med og uten

subklinisk mastitt og bakteriefunn. Figuren gjenspeiler tallene som kom fram av Tabell 7.

Begge panelene viser at hovedtyngden av kyrne har lavere og mindre spredte MAA-verdier i

gruppene uten subklinisk mastitt eller bakteriefunn. Dette kommer ogsa fram av

interkvartilbredden til de ulike gruppene. Kyrne uten subklinisk mastitt har en

interkvartilbredde for avg_maa fra 138 til 4 423 ng/mL, mens kyrne med subklinisk mastitt

har en interkvartilbredde fra 1 826 til 9 155 ng/mL. Kyrne med og uten bakteriefunn hadde

lignende resultater. | begge boksplottene er det en del uteliggere, men verdiene hos disse er
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hayere hos kyrne med subklinisk mastitt og de med bakteriefunn. Det var statistisk signifikant
forskijell i avg_maa bade mellom kyr med og uten subklinisk mastitt (p=0.0134) og kyr med

og uten bakteriefunn (p=0.0132)

Ikke subklinisk mastitt Subklinisk mastitt Ikke bakteriefunn Bakteriefunn
g - 2 -
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Figur 8. Boksplott som viser gjennomsnittlig MAA-verdi (avg_maa)Y hos kyr med og uten
subklinisk mastitt? (venstre panel) og bakteriefunn® (hgyre panel) i en fordypningsoppgave

om Milk Amyloid A i mjglk. Basert pa malinger fra 126 kyr.

1)  Avg_maa: gjennomsnittet av MAA-malingene fra hver spene (det vil si fire malinger), malt i ng/mL.

2)  Subklinisk mastitt (anyimi): binar variabel som angir om kyrne har subklinisk mastitt eller ikke. Verdi 1 tilsvarer subklinisk
mastitt, etter kriterier satt av Zadoks et al. (Zadoks et al. 2002). Verdi O tilsier at kua ikke er definert til & ha subklinisk mastitt.

3)  Bakteriefunn, (anypat): binzr variabel som angir bakteriefunn péa spenepravene. Denne variabelen har verdi 1 ved bakteriefunn,

og verdi 0 nar det ikke er noe vekst.

Celletall og subklinisk mastitt

Celletallsmaling for de siste 7 dagene, avg_occ_7, manglet for 3 av kyrne i studieutvalget pa
totalt 126 kyr. Tabell 9 viser at kyrne med subklinisk mastitt hadde et hgyere gjennomsnittlig
celletall, og en hgyere median, enn kyrne uten subklinisk mastitt. Den hgyeste

celletallsmalingen var a finne i gruppen kyr uten subklinisk mastitt.
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MAA i mjalk

Tabell 9. Ulike framstillinger av celletall (avg_occ_7), hos kyr med og uten subklinisk

mastitt. Basert pa malinger fra 123 kyr, i en fordypningsoppgave om Milk Amyloid A.

CelletallV (1 000 celler/mL)

Min Max Gj.snitt Median
Ikke subklinisk 4 1068 110 30
mastitt?)
Subklinisk 20 601 188 127
mastitt?

1)  Celletall (avg_occ_7): gjennomsnittlige celletallet for hver ku de siste 7 dagene far pravetaking, malt i 1 000 celler/mL.

2)  Subklinisk mastitt (anyimi): bingr variabel som angir om kyrne har subklinisk mastitt eller ikke. Verdi 1 tilsvarer subklinisk
mastitt, etter kriterier satt av Zadoks et al. (Zadoks et al. 2002). Verdi O tilsier at kua ikke er definert til & ha subklinisk mastitt.

MAA og celletall

123 av kyrne i vart studieutvalg hadde en egen verdi for bade avg_occ_7 og avg_maa, da 3

kyr manglet verdi for avg_occ_7. | Figur 9 sammenlignes disse verdiene i et spredningsplott.

Ved visuell vurdering var det ingen tydelig trend ved undersgkelse av sammenhengen mellom

avg_occ_7 og avg_maa. Hos ei ku med hgy OCC-verdi kunne det veere bade hgye og lave

MAA-verdier. Ved de hgyeste MAA-verdiene var det i dette utvalget noksa lave OCC-

verdier.

Vi lagde ogsa et tilsvarende spredningsplott for & undersgke om det var korrelasjon mellom

kyrnes hgyeste MAA-verdi (max_maa) og OCC (avg_occ_7). Heller ikke her var det noen

tydelig sammenheng (resultat ikke vist).
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Figur 9. Spredningsplott som sammenligner gjennomsnittlig MAA-verdi (avg_maa) og
gjennomsnittlig OCC-verdi de siste 7 dagene (avg_occ_7)?. Basert pa malinger fra 123 av de

126 kyrne i studieutvalget, i en fordypningsoppgave om Milk Amyloid A i mjalk.

1)  Avg_maa: gjennomsnittet av MAA-malingene fra hver spene (det vil si fire malinger), malt i ng/mL.

2)  Avg_occ_7: gjennomsnittlige celletallet for hver ku de siste 7 dagene far pravetaking, malt i 1 000 celler/mL.

MAA som diagnostisk test for subklinisk mastitt

For a finne MAA sin egenskap som diagnostisk test for subklinisk mastitt matte vi finne en
aktuell grenseverdi. Vi gjorde en visuell evaluering, ved hjelp av kommandoen roctg for
avg_maa (MAA), for & vise hvordan ulike grenseverdier pavirker sensitivitet (Se) og
spesifisitet (Sp). | Figur 10 visualiseres kurvene for Se og Sp, og forholdet mellom dem, ved
ulike grenseverdier for avg_maa. | Tabell 10 ser man at 9 av de 12 kyrne med subklinisk

mastitt ble korrekt klassifisert ved en grenseverdi for MAA pa 2 459 ng/mL. Denne
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MAA i mjalk

grenseverdien ga hgyest mulig Se og Sp pa samme tid, med Se pa 75 og Sp pa 64. Vi testet ut

ulike grenseverdier for & se hvordan disse pavirket Se og Sp, se Tabell 11.

Specificity
95% confidence bands are shown

100 —

Sensitivity
Smoothing with bw =.2

90 — Spesifisitet
80 —
70
60 —

so4 7 4 N T~_______

40 —

30 — \

o0 — N Sensitivitet

10 — -~ —

I 1
1 2458.75 40963.6
Score of variable avg_maa (Reference Test is anyimi)

Sensitivity and specificity curves

Figur 10. Visuell evaluering av grenseverdier for MAA (avg_maa)Y og pavirkning pa Se og
Sp med hensyn pa & predikere subklinisk mastitt (anyimi)?. Basert pa malinger fra 123 kyr, i

en fordypningsoppgave om Milk Amyloid A i mjglk.

1)  Avg_maa: gjennomsnittet av MAA-malingene fra hver spene (det vil si fire mélinger), mélt i ng/mL.
2)  Subklinisk mastitt (anyimi): binar variabel som angir om kyrne har subklinisk mastitt eller ikke. Verdi 1 tilsvarer subklinisk
mastitt, etter kriterier satt av Zadoks et al. (Zadoks et al. 2002). Verdi 0 tilsier at kua ikke er definert til & ha subklinisk mastitt.
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Tabell 10. Krysstabell av avg_maa mot subklinisk mastitt, der kyr er kategorisert med
subklinisk mastitt etter Zadoks et al. (Zadoks et al., 2002) sin definisjon. avg_maa over 2 459
ng/mL er brukt som grenseverdi for subklinisk mastitt. Basert pa malinger fra 123 kyr, i en

fordypningsoppgave om Milk Amyloid A i mjglk.

MAA
Subklinisk | Negativ | Positiv Sum
mastitt
Negativ 71 40 111
Positiv 3 9 12
Sum 74 49 123

Tabell 11. Tabell som viser ulike grenseverdier og tilhgrende Se og Sp for avg_maa med
hensyn pa a diagnostisere subklinisk mastitt. Basert pa malinger fra 123 kyr, i en

fordypningsoppgave om Milk Amyloid A i mjglk.

Grenseverdi Se Sp
MAA (ng/mL)
1 500 75 52
2000 75 59
2 459 75 64
3000 67 68
3500 58 71
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Celletall som diagnostisk test for subklinisk mastitt

Vi gjorde tilsvarende visuelle evaluering for gjennomsnittlig celletall de siste 7 dagene
(avg_occ_7) som diagnostisk test for subklinisk mastitt. Figur 11 viser ulike grenseverdier for
avg_occ_7 og tilhgrende Se og Sp. Grenseverdien som gir hgyest mulig Se og Sp samtidig er
her 67 840 celler/mL, med Se pa 75 og Sp pa 69. Ved denne grenseverdien ble 9 av 12 kyr
med subklinisk mastitt korrekt klassifisert, se Tabell 12. | Tabell 13 testet vi ut ulike

grenseverdier for celletall ved subklinisk mastitt.

Specificity —— Sensitivity
95% confidence bands are shown Smoothing with bw =.2

100 B : ——
90 :
Spesifisitet
80
70
60
50
40
o N T

20 —

10 —
Sensitivitet

I [
4 67.84 1068
Score of variable avg_occ_7 (Reference Test is anyimi)

Sensitivity and specificity curves

Figur 11. Visuell evaluering av grenseverdier for avg_occ_7% og pavirkning pa Se og Sp med
hensyn pa & predikere subklinisk mastitt (anyimi)? Basert pa malinger fra 123 kyr, i en

fordypningsoppgave om Milk Amyloid A i mjglk.

1)  Avg_occ_7: gjennomsnittlige celletallet for hver ku de siste 7 dagene far pravetaking, malt i 1 000 celler/mL.
2)  Subklinisk mastitt (anyimi): binaer variabel som angir om kyrne har subklinisk mastitt eller ikke. Verdi 1 tilsvarer subklinisk
mastitt, etter kriterier satt av Zadoks et al. (Zadoks et al. 2002). Verdi O tilsier at kua ikke er definert til & ha subklinisk mastitt.

-46 -



Delphin-Solli, Rindalsholt, @ien MAA i mjalk

Tabell 12. Krysstabell med 67 840 celler/mL som grenseverdi for avg_occ_7. Basert pa

malinger fra 123 kyr, i en fordypningsoppgave om Milk Amyloid A i mjglk.

Celletall
Subklinisk | Negativ | Positiv Sum
mastitt
Negativ 77 34 111
Positiv 3 9 12
Sum 80 43 123

Tabell 13. Tabell som viser ulike grenseverdier for avg_occ_7, og tilhgrende Se og Sp. Basert

pa malinger fra 126 kyr, i en fordypningsoppgave om Milk Amyloid A i mjgalk.

Grenseverdi celletall Se Sp

(1000 celler/mL)

50 75 63
68 75 69
100 58 75
200 42 87
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Diskusjon

Var studie

I denne fordypningsoppgaven har vi undersgkt nivaer av MAA og hvordan de pavirkes av
ulike faktorer. Vi har undersgkt verdiene av MAA med hensyn pa dager i laktasjon,
laktasjonsnummer, celletall, bakteriefunn og mastittstatus. Vi estimerte sensitivitet og
spesifisitet for MAA ved ulike grenseverdier, for & se pa MAA sine egenskaper som
diagnostisk test for subklinisk mastitt. Til slutt sasmmenlignet vi MAA sine testegenskaper
med egenskapene til celletallsmalinger i dette utvalget, for & vurdere hvilken av de to

variablene som var best egnet til & detektere subklinisk mastitt.

Studien omfatter kun én besetning ved Senter for husdyrforsgk (SHF) pa As. Dette vil
begrense generaliserbarheten til funnene i studien, men vil likevel kunne gi en indikasjon pa
om malte verdier av MAA kan brukes til & detektere subklinisk mastitt hos mjalkekyr.
Fordelen med at alle kyrne kom fra samme besetning, er at stell- og oppstallingsforholdene

var like, slik at kyrne i utvalget ble utsatt for de samme ytre faktorene.

Alle kyrne som deltok i studien bidro med én prave hver, da vi valgte a kun bruke farste
prgvetaking per ku. Dette ble gjort for & unnga a matte ta hensyn til avhengighet mellom
spenepraver til de enkelte kyrne. Ved a selektere for farste dato hver ku ble pravetatt, endte vi
opp med fem ulike prgvetakingsdatoer, alle mellom januar og mai 2016. Flesteparten av
kyrne ble prevetatt pa den farste av disse datoene. Den begrensede prgvetakingsperioden
gjorde at det var liten mulighet for & fange opp eventuelle sesongvariasjoner i nivaet av MAA.
Ved a kun selektere én pravetakingsdato, og dermed kun én MAA-maling for hver ku, mistet

vi muligheten til & kunne observere variasjon i MAA-niva gjennom laktasjonen.
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De fleste kyrne i vart utvalg var relativt tidlig i laktasjonen, og flesteparten hadde mindre enn
118 laktasjonsdager (DIM) ved prgvetakingsdatoen. Dette skyldes pravetakingsperioden og
den semikonsentrerte kalvingen i besetningen, samt at vi valgte a kun bruke farste
pravetaking per ku. | vart utvalg var det kalvinger i perioden juli 2015 til april 2016, med
hovedtyngde mellom september og desember 2015. Litt under halvparten av kyrne i vart
utvalg var i farstelaktasjon, mens de resterende kyrne hadde laktasjonsnummer fra 2 til 6. |
gruppen med hgyere laktasjonsnummer var de fleste i andre- og tredjelaktasjon. Fordelingen
av laktasjonsnummer i vart utvalg gjenspeiler fordelingen i norske besetninger godt (Dsteras,

2016).

MAA

Det var stor variasjon paA MAA-verdiene pa enkeltspener hos kyrne i vart utvalg, med en
variasjonsbredde fra 0 ng/mL til over 120 000 ng/mL. Det var ogsa store forskjeller mellom
enkeltspeneverdiene hos hver enkelt ku, hver ku hadde i gjennomsnitt en differanse pa over
11 000 ng/mL mellom spenene med hgyest og lavest verdi. Variasjonen pa speneniva er a
forvente, ettersom MAA delvis produseres lokalt i juret (Jacobsen et al., 2005).
Gjennomsnittet for samtlige MAA-variable var hgyere enn medianen, grunnet ekstremverdier
som dro opp snittet. Medianen gir derfor en mer korrekt oversikt over typiske MAA-nivaer
hos kyrne i utvalget. Variabelen som beskrev gjennomsnittlig MAA-verdi for hver enkelt ku
(avg_maa) hadde et gjennomsnitt som var ca. tre ganger hgyere enn medianen, og er et

tydelig eksempel pa at ekstremverdiene pavirker gjennomsnittet.

Vi valgte a hovedsakelig bruke variabelen for gjennomsnittlig MAA hos hver ku (avg_maa) i
var oppgave. En av arsakene til dette var den store individuelle variasjonen i MAA-verdi pa

enkeltspeneniva hos den enkelte kua. | tillegg er det slik at det i dag males celletall fra
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samlemjglk i roboten, slik at det automatisk blir et gjennomsnitt av celletallsverdiene for alle
spenene hos hver enkelt ku. Vi tenker at dette ogsa er en mulighet for MAA-maling i

framtida.

Ifalge Jacobsen et al. (Jacobsen et al., 2005) er MAA-nivaer i mjglk fra friske kyr lavt. Det er
gjort studier som har kommet fram til gjennomsnittsverdier av MAA for friske kyr. | Berry et
al. (Berry et al., 2005) sin studie beskrives det at MAA-verdier over 500 ng/mL indikerer en
inflammatorisk respons i juret. Thomas et al. (Thomas et al., 2015) definerte et basalniva pa
960 ng/mL for kyr uten subklinisk og klinisk mastitt. Kyrne i vart utvalg som ble definert som
friske, altsa som ikke hadde subklinisk mastitt etter Zadoks et al. (Zadoks et al., 2002) sin
definisjon, hadde en gjennomsnittlig MAA-verdi pa 3 503 ng/mL. Dette er en mye hgyere
gjennomsnittsverdi enn det som ble foreslatt i Berry et al. (Berry et al., 2005) og Thomas et
al. (Thomas et al., 2015) sine studier. To andre studier, av Nazifi et al. (Nazifi et al., 2008) og
Haghkhah et al. (Haghkhah et al., 2009) foreslar enda hgyere gjennomsnittsverdier for friske

kyr enn hva vi fant i var studie, pa henholdsvis 6 960 ng/mL og 9 900 ng/mL.

Gjennomsnittsverdien for MAA hos friske kyr i var studie samsvarer altsa darlig med alle
gjennomsnittverdiene i overnevnte studier. Samtlige av studiene som beskriver
normalverdiene for MAA er gjort pa andre kuraser enn NRF, og det er tenkelig at det er
raseforskjeller nar det gjelder MAA-nivaer. Det store spennet i verdiene tyder pa at det trengs

mer forskning for & etablere en referanseverdi for MAA.

Det er flere studier som beskriver individuell variasjon i MAA-niva. | en studie av Grénlund
et al. (Gronlund et al., 2005) ble det funnet stor individuell variasjon i MAA-nivaer mellom

kyr. Akerstedt et al. (Akerstedt et al., 2011) beskriver i sin studie at SAA er et apolipoprotein,
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og dermed muligens vil variere i mjglk med ulik fettprosent. Fettprosenten i mjglka varierer
gjennom laktasjonen og pavirkes av en rekke faktorer, spesielt foringsrelaterte (Heringstad,
2017). Kyr vil dermed ha en individvariasjon nar det kommer til fettprosent i mjglka, som
igjen kan gi forskijellige resultater ved méling av SAA og MAA.. A ta hgyde for denne
variasjonen i fettprosent kan vaere hensiktsmessig ved bestemmelse av faktiske MAA-nivaer

hos enkeltkyr.

Subklinisk mastitt og bakteriefunn

Det var fa kyr i vart utvalg som ble definert til & ha subklinisk mastitt. 22 av de 126 kyrne i
studieutvalget vart fikk pavist bakterier pa speneprgvene, og under halvparten av disse ble
definert til & ha subklinisk mastitt. De resterende kyrne som fikk pavist bakterier hadde altsa
for liten grad av bakterievekst til & ha subklinisk mastitt, etter Zadoks et al. (Zadoks et al.,
2002) sine kriterier. Totalt hadde under 10 % av kyrne i vart studieutvalg subklinisk mastitt.
Det er viktig a huske pa at kyrne ble tatt prgve av ved fem ulike datoer, sa vi kan ikke si noe

om hvor stor andel av kyrne som hadde mastitt pA samme tidspunkt.

Ved & bruke Zadoks et al. (Zadoks et al., 2002) sine kriterier tas det ikke hensyn til celletall. |
Thomas et al. (Thomas et al., 2015) sin studie ble et celletallsniva pa mellom 101 000 og 200
000 celler/mL brukt som grenseverdier for subklinisk mastitt. Van der Borne et al. (van den
Borne et al., 2010) brukte derimot en grenseverdi pa 200 000 celler/mL i sin studie. Om vi
hadde brukt en av disse grenseverdiene i var studie hadde vi mest sannsynlig definert andre
kyr i vart utvalg til & ha subklinisk mastitt, enn vi gjorde ved bruk av Zadoks et al. (Zadoks et
al., 2002) sine kriterier. Dette hadde pavirket vare estimater for Se og Sp for MAA som

diagnostisk test for subklinisk mastitt i vart utvalg.
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MAA og dager i laktasjon (DIM)

Ifalge TINEs Jurhelsebok er celletallet noe hgyere rett etter kalving, og lavere i midtlaktasjon,
for det igjen gker mot slutten av laktasjonen (Sglvergd & Whist, 2017). Vi gnsket a undersgke
om dette ogsa var tilfellet for MAA. Det var stor variasjon i niva av avg_maa og max_maa
hos kyrne, framstilt i Figur 7. Figuren viser imidlertid ikke hvilke av kyrne som har
subklinisk mastitt, sa de hgyeste MAA-verdiene kan tilhgre bade kyr med og uten subklinisk
mastitt. Vi klarte ikke & konstatere at det var ssmmenheng mellom MAA-verdier og dager i
laktasjon, ettersom vi verken sa en positiv eller negativ korrelasjon i spredningsplottet. Det
eneste vi kan si ut fra spredningsplottet er at de hgyeste MAA-malingene, bade for max_maa
0g avg_maa, fant sted tidlig i laktasjonen, og rundt dag 150. Dette kan skyldes tilfeldigheter,
og det ma tas i betraktning at det er et lite utvalg, med kun noen fa kyr som er mot slutten av
laktasjonen. For a bedre undersgke sammenhengen mellom MAA og tidspunkt i laktasjonen
kunne man ha gjennomfart en longitudinell studie, hvor man fglger de samme kyrne gjennom

laktasjonen og ser hvordan MAA-verdiene forandrer seg.

MAA, laktasjonsnummer og subklinisk mastitt

Vi observerte forskjeller mellom kyr i laktasjonsgruppe 1 (1. laktasjon) og kyr i
laktasjonsgruppe 2 (2. - 6. laktasjon), bade i forhold til bakteriefunn og MAA-niva.
Forekomsten av subklinisk mastitt var 7 % i laktasjonsgruppe 1 og 11 % i laktasjonsgruppe 2.
I en studie av van der Borne et al. (van den Borne et al., 2010) var gjennomsnittlig forekomst
pa besetningsniva av subklinisk mastitt 12.8% hos kyr i fgrstelaktasjon og 27.1 % hos kyr i
hagyere laktasjon. Selv om studien til van der Borne et al. (van den Borne et al., 2010)
avdekket en hgyere forekomst av subklinisk mastitt enn i vart utvalg, viser vare funn samme
tendenser til at eldre kyr har en hgyere forekomst av subklinisk mastitt enn kyr i

farstelaktasjon.
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Forskjellen i forekomst var ikke statistisk signifikant (pa 5 % signifikansniva). En av arsakene
til det kan veere det lave antallet kyr med subklinisk mastitt, samt tilfeldigheter rundt hvor

mange kyr som har subklinisk mastitt ved prgvetakingstidspunktet.

| Tabell 6 sammenlignet vi verdier for ulike MAA-variable hos kyr i de to
laktasjonsgruppene. Vi sa at kyrne i laktasjonsgruppe 2 hadde hgyere verdier av bade
gjennomsnitt og median for samtlige MAA-variable. Dette kan ha sammenheng med at denne
gruppen hadde et stgrre antall kyr med subklinisk mastitt. | boksplottet i Figur 6 ser vi den
samme trenden. Variabelen avg_maa hadde en hgyere median for kyrne i laktasjonsgruppe 2,
og det var en starre interkvartilbredde. Det var ogsa flere ekstremverdier i denne
laktasjonsgruppen. Det var ikke en statistisk signifikant forskjell i gjennomsnittlig MAA
mellom de to laktasjonsgruppene, til tross for tilsynelatende store forskjeller bade i Tabell 6

og Figur 6.

MAA, subklinisk mastitt og bakteriefunn

For & kunne benytte MAA som diagnostisk test for subklinisk mastitt i framtida, hapet vi a
finne hgyere MAA-verdier hos kyrne med bakteriefunn og/eller subklinisk mastitt, enn hos de
uten. | Tabell 7 og 8 sammenlignet vi verdier for henholdsvis avg_maa og max_maa hos kyr
med og uten subklinisk mastitt, og hos kyr med og uten bakteriefunn. Hver ku var representert
pa to linjer i hver av tabellene. Ei ku i gruppen med bakteriefunn vil enten veere i gruppen
med eller i gruppen uten subklinisk mastitt. Derimot kan ikke ei ku uten bakteriefunn ogsa

veere i gruppen med subklinisk mastitt.

Hos kyrne med subklinisk mastitt og kyrne med bakteriefunn var det hgyere verdier for

gjennomsnitt og median for bade avg_maa og max_maa. Kyrne med subklinisk mastitt hadde
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et gjennomsnitt pa 20 774 ng/mL for avg_maa, imens kyrne uten subklinisk mastitt hadde et
gjennomsnitt pa 3 504 ng/mL. Det var ogsa hgyere maksimumsverdier for avg_maa i
gruppene av kyr med subklinisk mastitt og bakteriefunn, sammenlignet med de andre
gruppene. Dette er et forventet resultat da vi vet at konsentrasjonen av MAA vil gke ved en
inflammasjon i juret. De store forskjellene i niva av MAA for kyr med og uten subklinisk
mastitt samsvarer godt med funn i andre studier, til tross for at vare MAA-nivaer var noe
lavere. Nazifi et al. (Nazifi et al., 2008) kom fram til gjennomsnittsverdier for MAA pa
henholdsvis 6 960 ng/mL og 54 530 ng/mL for kyr uten og med subklinisk mastitt. | en studie
av Sadek et al. (Sadek et al., 2017) hadde de friske kyrne et gjennomsnittlig MAA-niva pa 13
600 ng/mL. Kyrne med subklinisk mastitt hadde et snitt pa 22 410 ng/mL, som er ganske nart

vart gjennomsnitt.

| studien var fant vi den hgyeste verdien for max_maa i gruppen av kyr uten subklinisk mastitt
og i gruppen av kyr med bakteriefunn. Denne verdien var den samme i de to gruppene, og
tilhgrer ett og samme individ. Denne kua var altsa ett av individene som hadde bakterievekst,
men ikke i stor nok grad til & bli klassifisert som subklinisk mastitt etter Zadoks et al. (Zadoks
et al., 2002) sin definisjon. Det er interessant at denne kua har en sa hgy MAA-verdi uten & ha
diagnosen subklinisk mastitt. Det kan tenkes at mastittagenset som ble funnet i dette tilfellet,
hadde en starre evne til & gi gkt MAA-niva. | en studie av Kovacevi¢-Filipovi¢ et al.
(Kovacevic¢-Filipovi¢ et al., 2012) ble konsentrasjonen av MAA i mjglk fra Holstein-kyr med
subklinisk mastitt forarsaket av Staphylococcus aureus undersgkt. De fant ut at kyr med
denne typen subklinisk mastitt hadde 100 ganger hayere MAA-konsentrasjon i mjglk enn de
uten subklinisk mastitt. De observerte ogsa en stor individuell variasjon i konsentrasjon av
MAA mellom gruppen kyr med subklinisk mastitt og de uten. Som tidligere nevnt kan det

ogsa generelt veere store individuelle forskjeller i MAA-niva (Grénlund et al., 2005).
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For grafisk framstilling av resultatene lagde vi et boksplott, Figur 8, som sammenlignet nivaer
av avg_maa for de ulike grupperingene. Vi sa at interkvartiloredden for MAA var starre hos
kyrne med subklinisk mastitt og bakteriefunn, sammenlignet med kyrne uten dette. Dette ma
ses i sammenheng med utvalget er sveert lite, da det kun er henholdsvis 12 og 22 kyr i
gruppen for kyr med subklinisk mastitt og kyr med bakteriefunn. Vi sa ogsa at det er

forekomst av ekstremverdier i alle gruppene.

Det viste seg a veere statistisk signifikant forskjell i MAA-niva for kyr med og uten subklinisk
mastitt i vart utvalg. Det samme gjaldt for kyr med og uten bakteriefunn. Dette indikerer at
MAA-nivaet pavirkes av om kua har subklinisk mastitt eller bakteriefunn. Til sammenligning
fant ogsa Safi et al. (Safi et al., 2009) i sin studie at gjennomsnittlig MAA-konsentrasjon var
signifikant hgyere hos kyr med bakterievekst enn hos de uten. Den tidligere nevnte studien av
Kovacevi¢-Filipovi¢ et al. (Kovacéevi¢-Filipovi¢ et al., 2012) beskrev en stor gkning i MAA-
konsentrasjon ved subklinisk mastitt forarsaket av Staphylococcus aureus. | var studie har vi
ikke skilt pa bakteriearter, kun pa forekomst av bakterier eller ikke, sa vi kan dermed ikke si

noe om hvorvidt en viss type bakterie forarsaket en hgyere MAA-konsentrasjon i mjglka.

Celletall

For & vise hvilke celletallsverdier de 126 kyrne i vart utvalg hadde valgte vi a bruke
variabelen avg_occ_7. Denne variabelen oppgir hver ku sitt gjennomsnittlige celletall de siste
7 dagene far prevetaking. Kyrne i var studie hadde i gjennomsnitt et celletall pa 117 000
celler/mL, og en median pa 33 000 celler/mL. | 2016 var det pa landsbasis et gjennomsnittlig
celletall pa 131 000 celler/mL, noe som ikke er langt unna vart gjennomsnitt (Jsteras, 2016).
Vart gjennomsnitt er noe lavere enn landssnittet, men det er kjent at gjennomsnittlig celletall

varierer mellom besetninger. Det lave gjennomsnittet kan henge sammen med at flesteparten
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av prevene er innhentet om vinteren. Dohoo et al. (Dohoo & Leslie, 1991) beskriver i sin
studie at celletallet vanligvis er lavere om vinteren enn om sommeren. Celletallsnivaene hos
kyrne i vart utvalg hadde en variasjonsbredde fra omkring 4 000 til 1 068 000 celler/mL.
Dette var ikke uventet, da det er kjent at celletall kan variere mye og raskt (Sglvered & Whist,

2017).

Vi s en stor forskjell pa gjennomsnitt og median for celletallet mellom kyr med og uten
subklinisk mastitt. Verdiene var hgyest hos kyrne med subklinisk mastitt, og medianen var
betraktelig hayere hos disse. Dette er forventet basert pa kunnskap om celletallsgkning ved
infeksjon. Gjennomsnittlig celletall for kyrne med subklinisk mastitt pa om lag 187 000
celler/mL var noe lavere enn den mye brukte grenseverdien pa 200 000 celler/mL ved mastitt
(Dohoo & Leslie, 1991; Sumon et al., 2020; Sglvergd & Whist, 2017; van den Borne et al.,

2010). Medianen var enda lavere, med en verdi pa omtrent 127 000 celler/mL.

Det er ogsa interessant at gjennomsnittlig celletall for kyrne uten subklinisk mastitt var pa litt
over 100 000 celler/mL. Flere studier har foreslatt at et friskt jur har et celletall lavere enn
dette (Petzer et al., 2017; Schwarz et al., 2011). Medianen, som var pa rundt 30 000
celler/mL, samsvarer godt med opplysninger om at friske, norske mjalkekyr oftest har et
normalt celletall pa mellom 10 000 og 50 000 celler/mL (Sglvergd & Whist, 2017). Den
hgyeste celletallsmalingen i vart studieutvalg tilhgrte derimot ei ku uten subklinisk mastitt, ut
fra definisjonen til Zadoks et al. (Zadoks et al., 2002), noe som er interessant. Det er en
mulighet for at den brukte definisjonen for subklinisk mastitt feilaktig ikke fanget opp denne
kua. Det ma allikevel ikke glemmes at celletallet kan stige av andre arsaker enn infeksjon i

juret (Lakic et al., 2009; Pyoréla, 2003; Sglvered & Whist, 2017).
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Det er ogsa viktig & vaere klar over at ulike bakterier forarsaker ulik gkning i celletall hos kua.
Enkelte bakteriearter er kjent for a gi enten hgye eller lave celletall (Reksen, 2015). | var
studie har vi ikke differensiert mellom bakteriearter, men kun sett pa forekomst av bakterier

generelt.

MAA og celletall

Vi gnsket & undersgke om det var en klar positiv korrelasjon mellom MAA-verdi og
celletallsverdi. Det sa vi ikke da vi sammenlignet dem ved hjelp av spredningsplottet i Figur
9. Vi sa heller ingen negativ korrelasjon, men det var ofte noksa lavt celletall ved haye MAA-
verdier, og kyrne med hgyest celletall hadde gjerne lave MAA-verdier. Det var fa kyr som
hadde samtidig haye verdier av bade celletall og MAA, men en del kyr hadde en svak gkning

i begge variable pa samme tid.

Om det var slik at celletall og MAA responderte likt pa samme stimuli, ville vi forventet en
positiv korrelasjon mellom de to variablene. Som tidligere nevnt pavirkes celletallet av en
rekke faktorer, og kan ha en kraftig gkning innenfor en kort tidsperiode (Sglvered & Whist,
2017). MAA gker hovedsakelig ved akutt inflammasjon (Eckersall & Conner, 1988). Dette
betyr at vi vil forvente a se ulike nivaer av celletall og MAA hos ei ku i en gitt situasjon,
avhengig av hvilke faktorer kua pavirkes av. Dette er ingen ulempe hvis malet er a kunne
bruke MAA som et supplement til celletall. Om begge testene diagnostiserer ei ku med
subklinisk mastitt kan man stole mer pa resultatet, ettersom det er mindre sannsynlig at bade

MAA og celletall er samtidig forhgyet av andre arsaker enn en reell inflammasjon.

I likhet med var studie fant Thomas et al. (Thomas et al., 2015) ingen signifikant

sammenheng mellom MAA og celletall. Det ble foreslatt at dette kan skyldes at
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akuttfaseproteinet er mer sensitivt for intramammeer infeksjon enn for gkt celletall. I en annen
studie, av Gerardi et al. (Gerardi et al., 2009) paviste de derimot en signifikant korrelasjon
mellom MAA og celletall. Bade Gerardi et al. (Gerardi et al., 2009) og Thomas et al. (Thomas
et al., 2015), i tillegg til en tredje studie av Hussein et al. (Hussein et al., 2018), foreslar i sine
studier at MAA kan brukes som en markar for subklinisk mastitt. Hussein et al. (Hussein et
al., 2018) konkluderte med at MAA er et mer nyttig hjelpemiddel enn celletall for diagnostikk

av subklinisk mastitt.

Vi gnsket & undersgke MAA sine egenskaper som diagnostisk test for subklinisk mastitt i vart
utvalg, samt sammenligne dette med avg_occ_7 sine egenskaper. Vi valgte ut den
grenseverdien som ga samtidig hayest sensitivitet (Se) og spesifisitet (Sp). Ved a bruke denne
grenseverdien, pa 2 459 ng/mL, fikk vi Se pa 75 og Sp pa 64. Dermed klarte vi & korrekt
klassifisere 9 av de 12 kyrne med subklinisk mastitt. Vi fokuserte pa a ha hgyest mulig Se,
uten at Sp ble for lav, da vi gnsket a kunne ta ut flest mulig kyr med gkte MAA-verdier som
burde undersgkes videre. Faren med for lav Se er at for fa av individene med mulig subklinisk

mastitt hadde blitt fanget opp, som ville gjort MAA darlig egnet som et screeningverktay.

Vi testet ut en rekke andre grenseverdier for & se hvordan Se og Sp forandret seg. Vi sa at Se
forble uendret ved lavere grenseverdier, imens Sp sank. For a kunne fange opp flere kyr med
subklinisk mastitt matte grenseverdien settes mye lavere, men dette ville gatt pa bekostning av
Sp. Ved hgyere grenseverdi gkte Sp, men dette ga en Se som var alt for lav til at MAA kunne

blitt brukt som en diagnostisk test.

Celletall er mye brukt som diagnostisk test i forbindelse med bade klinisk og subklinisk

mastitt. Det er vanlig a bruke en grenseverdi mellom 100 000 og 200 000 celler/mL for &
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skille mellom friske kyr og kyr med subklinisk mastitt. | vart utvalg ga grenseverdien 67 840
celler/mL hgyest Se og Sp samtidig, henholdsvis 75 og 69. Vi testet ogsa etablerte
grenseverdier fra litteraturen, men ingen av disse ga tilsvarende hgy Se og Sp pa samme tid,

for vart utvalg. En grenseverdi pa 200 000 celler/mL ga Se pa kun 42, og Sp pa 87.

Grenseverdiene for bade MAA og celletall var lavere i vart utvalg enn vi hadde forventet,
sammenlignet med grenseverdier brukt i flere andre studier. Dette kan ha sammenheng med at
vi hadde et lite studieutvalg, og fa kyr med subklinisk mastitt. | Safi et al. (Safi et al., 2009)
sin studie, som omhandler bruk av akuttfaseproteiner i diagnostikk av subklinisk mastitt hos
storfe, ble en grenseverdi for MAA pa 16 400 ng/mL brukt for karakterisering av subklinisk
mastitt. Dette ga Se og Sp pa henholdsvis 91 og 98. Grenseverdien pa 16 400 ng/mL for
MAA, ga en grenseverdi for celletall for subklinisk mastitt pa 130 celler/mL. Dette ga
celletall sensitivitet og spesifisitet pa henholdsvis 90 og 72 i Safi et al. (Safi et al., 2009) sin
studie. Jaeger et al. (Jaeger et al., 2017) brukte en lavere grenseverdi for MAA pa 1 600
ng/mL i sin studie, med Se pa 88 og Sp pa 65. | den samme studien hadde celletall som

diagnostisk test Se pa 90 og Sp pa 72, nar grenseverdien ble satt til 150 000 celler/mL.

| vart utvalg ga de foreslatte grenseverdiene for MAA og celletall noksa lik Se og Sp. Begge
klarte & korrekt klassifisere 9 av de 12 kyrne i utvalget vart med subklinisk mastitt. Det vil si
at noksa mange av kyrne med subklinisk mastitt ikke vil fanges opp av verken MAA eller

celletall som diagnostisk hjelpemiddel i vart utvalg.

Validitet og begrensninger

All data som ble brukt i var studie stammer fra kun én besetning, og resultatene er

sannsynligvis ikke representative for andre besetninger. Vi hadde ogsa et noksa lite
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studieutvalg, bestaende av kun 126 kyr. Vi valgte & kun bruke én prgvetaking per ku for a
unnga avhengighet mellom prgvene. Det hadde veert optimalt & beholde alle praveresultater,
for deretter & analysere disse samtidig som man tar hgyde for korrelasjonen mellom dem.
Metodologien som kreves for denne typen analyse var utenfor malet med oppgaven var, men
kan gjeres i framtidige analyser av denne typen malinger. Det lille studieutvalget gjorde at
prgvene fra de 12 kyrne som ble definert til & ha subklinisk mastitt hadde stor innvirkning pa
resultatene i studien. Om vi hadde brukt data fra et starre antall kyr spredt over flere

besetninger, hadde studien fatt bade starre teststyrke og bedre validitet.

Alle kyrne i vart studieutvalg var av rasen NRF, som betyr at funnene kun er generaliserbare
for andre kyr av samme rase. | de fleste andre studiene om MAA er kyr av rasen Holstein
brukt som datagrunnlag, noe som gjer sammenligningene vare med andre studier usikre. Pa
en annen side er det en fordel at det gjares flere studier pa NRF, slik at det er mulig 8 komme

fram til referanseverdier for MAA ogsa hos denne rasen.

Innsamling av data foregikk utelukkende pa vinteren og varen, sa vi kan dermed ikke si noe
om eventuelle sesongvariasjoner i MAA-nivaer. Den korte prgvetakingsperioden gjorde ogsa
at en stor andel av kyrne endte opp med a bli tatt prgve av pa den samme datoen. Det betyr at
de var pavirket av de samme ytre faktorene, noe som kan ha hatt effekt pa resultatene. Ideelt
skulle vi hatt en lengre pravetakingsperiode, der en mindre andel av kyrne ble pravetatt pa

samme tidspunkt.

Det ma ogsa tas hensyn til at det kan ha forekommet bade menneskelige og tilfeldige feil. Det
kan ha skjedd feil ved uttak eller oppbevaring av speneprgvene, slik at det har blitt en

forurensning av prgvematerialet. Feil oppbevaring eller dyrkning kan ogsa ha gitt kyr med
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subklinisk mastitt falske negative svar. Ved manuell avlesing av pravesvar foreligger det ogsa

muligheter for menneskelige feil.

Framtidsperspektiver

Det er tenkelig at det i framtida blir mulig @ male MAA-nivaer i mjglk ved hjelp av
tilleggsutstyr til mjglkeroboter, slik som det i dag er for blant annet celletall og konduktivitet.
Slik oppbygginga av de fleste mjglkeroboter er i dag, vil det veere mest praktisk
gjennomfarbart at MAA males pa samlemjglk. Det kan for eksempel gjeres ved hjelp av
automatiserte ELISA-kit for MAA i mjglkeroboten. En slik type maling av MAA kan bidra til

a ha en kontinuerlig overvakning av jurhelsestatusen i besetningen.

Det er ogsa tenkelig at MAA kan males pa enkeltspeneniva, pa lik linje med Schalmtest. Da
kan man sammenligne resultater for bade MAA og celletall, og avgjere om det burde utfares
videre diagnostikk. Celletallet vil variere mer, og av flere ulike arsaker, enn det MAA
sannsynligvis gjer. Om ei ku har veldig hgyt celletall, men lavt MAA-niva, er det mindre

sannsynlig at det faktisk foreligger en infeksjon i juret.

| framtida hadde det veert interessant a gjennomfgre studier hvor man sa pa sammenhengen
mellom bakteriearter og MAA-nivaene de forarsaker. Da kan MAA i starre grad brukes til a
ansla hvilke typer bakterier det er snakk om ved tilfeller av mastitt, bade klinisk og

subklinisk.

For at MAA skal vare av diagnostisk stette i jurhelsearbeidet, ma det etableres et
referanseomrade for normalt MAA-niva hos mjglkekyr. Under norske forhold vil det vere

mest aktuelt & fa pa plass referanseverdier sarlig for NRF, men gjerne ogsa for andre aktuelle
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mjolkekuraser. A etablere et referanseomréde kan vise seg & vere krevende, ettersom flere
studier konkluderer med at det er stor individuell variasjon i MAA-niva hos kyr. Siden vare
funn viser at niva av MAA og celletall ikke ngdvendigvis korrelerer, i tillegg til at celletall
kan stige av andre arsaker enn infeksjoner i juret, vil det veare av stor interesse a fa MAA som

et supplement for a identifisere kyr som burde undersgkes videre.
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Konklusjon

Vi fant signifikant forskjell i MAA-niva mellom kyr med og uten subklinisk mastitt. Kyrne
med subklinisk mastitt hadde et hgyere gjennomsnittlig MAA-niva. MAA kan ha verdi som
diagnostisk test for subklinisk mastitt, og i denne studien ble sensitiviteten og spesifisiteten
estimert til henholdsvis 75 og 64. Mer forskning behgves for a etablere referanseverdier for

MAA hos NRF.
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The primary aim of this study was to investigate the acute phase protein Milk Amyloid A’s
properties as a diagnostic marker for subclinical mastitis in norwegian dairy cows. The base
of our study was a dataset collected between the years 2016 and 2017 at The Livestock
Production Research Centre (SHF) at the Norwegian University of Life Science. The study
was performed as a cross-sectional study, since we only kept one observation per cow. Only
healthy cows and cows with subclinical mastitis were included in our study. Subclinical
mastitis was defined using set criteria, based on bacterial findings on quarter milk samples. Of

the 126 cows in our study selection, 12 were determined to have subclinical mastitis.

We investigated if days in milk, parity, somatic cell count, bacterial findings and subclinical
mastitis affected the level of MAA. We found statistically significant correlations between
MAA and subclinical mastitis, as well as between MAA and bacterial findings. We also
estimated average MAA levels for cows with subclinical mastitis and healthy cows, at
respectively 20 774 ng/mL and 3 504 ng/mL. We investigated at which cutoff MAA had the
best ability to correctly classify cows with subclinical mastitis. When the cutoff was set to 2
459 ng/ml, MAA had sensitivity 75 and specificity 64, meaning that 9 of the 12 cows in our
study were correctly classified with subclinical mastitis. We compared MAA and cell counts’

abilities as diagnostic tests for subclinical mastitis for the cows in our study. We concluded
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that there is great potential for MAA to be used as a supplement to somatic cell count to

detect cows with subclinical mastitis in the future.
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