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Bakgrund
Paratuberkulos dr en kronisk tarmsjukdom hos notkreatur och andra idisslare, som orsakas av

bakterien Mycobacterium paratuberculosis, eller mera korrekt Mycobacterium avium ssp
paratuberculosis (MAP). Sjukdomen har ett langdraget, smygande forlopp och djuren kan
vara infekterade i manga ar innan de visar nagra symtom. Symtomen hos notkreatur dr
avmagring och diarré. Sjukdomen ger ekonomiska forluster p.g.a. produktionsminskning,
utslaktningen av infekterade djur, hoga kostnader for tester och kontrollprogram.
Paratuberkulos dr vanlig runt om i vérlden. Sverige ir ett av de fa lander som ér fria (eller
har mycket 1ag forekomst). Paratuberkulos betraktas i Sverige som en epizooti, vilket innebér
att staten maste vidta atgérder for att forhindra smittspridning och forsoka utrota smittimnet.

Det tar oftast flera ar innan man ser nagra symtom vid paratuberkulos. Inkubationstiden dr
6 manader — mer &dn 10 ar. Sjukdomsprocessen startar i bakre delen av tunntarmen och dess
lymfknutor. Utskiljningen av bakterier i tricken kommer sent och &r forst oregelbunden och
det tar alltsa oftast flera ar innan man kan pavisa bakterien i trickprover. Nir djuret vil visar
symtom &r bakterie-utskiljningen i regel riklig. Det sdkraste sittet att avgdra om ett
symtomfritt djur dr infekterat med MAP ir att vid slakt eller obduktion undersoka prover fran
tarmslemhinna och tarmlymfknutor fran bakre delen av tunntarmen med odling.

Pa senare ar har man visat att MAP ibland ocksa kan finnas i blod, mjolk och sperma och
darfor kan dessa provmaterial ocksa vara av intresse for screening och diagnostik. I det har
projektet planerade vi att utveckla agens-diagnostiken pa mjolk for att kunna screena svenska
mjolkbesittningar genom att testa tankmjolken.

Crohns sjukdom. Det har linge ocksa hivdats att MAP kan orsaka till Crohns sjukdom, ett
kroniskt tarmlidande pa ménniska. Detta dr dock dr mycket kontroversiellt. Medan en del
forskare anser sambandet sa starkt att det visar att MAP orsakar Crohns sjukdom, foresprakar
de flesta bara att det finns ett visst samband mellan sjukdomen och mikroorganismen och att
orsakssammanhanget &r oklart. Det foreslagna sambandet mellan MAP och Crohns sjukdom
kan ocksa bero pa att MAP ar en opportunistisk samexisterande kolonisator. Emellertid dr det
faktum att man har pavisat MAP i mjolken fran infekterade kor anledning att bevaka fragan
om eventuell zoonos-status for MAP.

Den viktigaste smittkillan for ménniska anses vara mjolk och mjolkprodukter, eftersom
bakterien kan pavisas i mjolken och Gverleva pasteuriseringen. MAP har pavisats i
pasteuriserad konsumtionsmjolk i bl. a. England, Nordirland och USA. Fragan om
forekomsten av MAP i konsumtionsmjolk och kopplingen till Crohns sjukdom har tidvis
uppméirksammats i massmedia i Storbritannien och USA.



Projektets syfte var att forbittra och effektivisera metodiken att pavisa M. avium ssp.
paratuberculosis 1 mjolkprover och att validera och dokumentera tekniken for att ge
trovirdighet at testresultaten. Ett mal var ocksa att tillimpa PCR-testning pa tankmjolk i
Sverige for screening av svenska besittningar och svensk mjolk.

Material och metoder

PCR-metoder. En realtids-PCR (MP-systemet), som utnyttjar [IS900-genen hos MAP, dr
redan tidigare inford i rutindiagnostiken (Herthnek et al. 2006).

Tre alternativa realtidsPCR-system har utvecklats for att anvéndas for konfirmering vid
positivt utslag med rutinPCR-metoden (MP). Tva av de alternativa systemen (DH1 och DH2)
utnyttjar andra delar av IS900-genen, medan det tredje (DH3) utnyttjar F57-genen, som ocksa
anses vara specifik for MAP, och didrmed dr DH3 ett helt oberoende system (Herthnek &
Bolske 2006).

I samtliga tillimpningar anvinds rutinmissigt realtids-PCR MP och vid positiv test anvinds
i forsta hand DH3 for att konfirmera, men for prover med sma miangder MAP kan DH1 eller
DH2 behdva anvinds eftersom DH3 har ldgre kénslighet. (Orsaken #r att F57 finns i endast en
kopia, medan IS900 finns i ca 18 kopior hos MAP.)

Extraktionsmetoder for mjolk. Forbehandlingsprotokollen innefattar lysering med bead-
beating och direfter foljer rening och extraktion av DNA.

Under forsta aret utgick vi fran en modifierad metod efter Corti och Stephan 2002.
Metoden bygger pa centrifugering och fenol-extraktion i flera steg (Bull et al. 2003). Metoden
anvindes i en screening av tankmjolksprover fran Schweiz (Corti & Stephan 2002). Vi
modifierade metoden med bittre lysering och ytterligare ett extraktionssteg, eftersom
reningen visade sig vara otillricklig. I de ursprungliga metodbeskrivningarna anvénds en
nistad PCR (dubbel PCR) for den slutliga analysen. Nistad PCR har hog kénslighet, men har
okad risk for falskt positiva resultat, och darfor anvinde vi istdllet var egen realtids-PCR MP
for den slutliga analysen.

Under andra aret utvecklades en forbittrad metod for extraktion, som i korthet innefattar
centrifugering vid 10°C och avskiljning av bade griaddlock och bottenpellet. Inkubering av
dessa vid 37°C och efter centrifugering, franskilja och kasta eventuell upplost kaseinfraktion.
Efter upplosning av griddfasen med lysisbuffert och proteinas K poolades den med
bottenpelleten och behandlades med beadbeating for att 6ppna cellviggen och frigéra DNA.
DNA-extraktion utférdes sedan automatiskt i en BioRobot EZ1 workstation. (Herthnek et al.
200x)

Den analytiska sensitiviteten bestimdes med hjilp av spikades mjolkprover. Till MAP-fri
mjolk tillsattes en ridknad kultur av MAP. Mingdbestimningen skedde genom rikning av
bakterierna i Biirkerkammare med mikroskop.

Mjolkprover fran paratuberkulosbesittningar erholls fran Séren Saxmose Nielsen,
KVL, Kopenhamn och kom fran beséttningar som ingick i ett projekt med Erik Rattenborg,
Dansk Kvaeg.

Forsta aret erholls tankmjolksprov och 65 individuella mjolkprover fran en besittning, som
testades med modifierad Cortis metod.

Under andra aret utvecklades en forbéttrad metod for extraktion, som i korthet
innefattade centrifugering vid 10°C och avskiljning av griaddlock och bottenpellet. Inkubering
av dessa vid 37°C och darefter vid centrifugering franskilja och kasta eventuell upplost



kaseinfraktion. Efter upplosning av gradden med lysisbuffert och proteinas K poolades den
med bottenpelleten. (Herthnek et al. 200x)

Tankmjolkprover fran paratuberkulosfria besittningar erholls via Svenska
Djurhilsovarden fran besittningar inom Paratuberkuloskontrollen med mjolkkor. Ett fatal av
dessa har mjolkkor, varfor vi endast fick in 8 tankmjolksprover fran dem.

Resultat

PCR-system for konfirmering

De tidigare utvecklade PCR-systemen for konfirmering av PCR-positivt prov har provats
praktiskt vid tillimpning pa trickprover och viavnadsprover. De alternativa PCR-systemen
visade god tillforlitlighet och kunde bekrifta positivt testresultat med direkt-PCR pa organ
eller trickprov (Herthnek & Bolske 2006). De konfirmerande systemen har nu ocksa provats
pa positiva mjolkprover, som varit svarare att konfirmera pga de laga halterna MAP i dessa
prover (Herthnek et al. 200x).

Mjolk-PCR

Den modifierade PCR-metoden efter Corti, som anvints for tankmjolkprover i Schweiz,
provades forst. Forbehandlingsmetoden kunde, efter modifieringen, tillfredsstillande avldgsna
PCR-himmande substanser fran mjolken. Metoden provades pa mjolkprover fran en dansk
besittningar med paratuberkulos. MAP pavisades da i mjolken fran 2 av 14 kor som hade haft
positiv trickodling. Mjolken fran dvriga 51 kor i besittningen var negativ. En mycket svag
PCR-reaktion pavisades i prov fran besittningens tankmjolk.

Den egenutvecklade extraktionsmetoden utvirderades mot spikade mjolkprover och
bestimdes ha en sensitivitet pa 100 bakterier/ml fér prover om 10 ml, men MAP kunde dven
detekteras i tre av fyra prover som spikats med 10 organismer/ml. Hér ska man observera att
100 mikroskopi-riknade MAP/ml kan motsvara mindre dn 5 CFU/ml. (Herthnek et al. 2006).

Nir extraktionsmetoden med efterféljande realtids-PCR provades pa 143 tankmjolks-
prover fran 56 beséttningar, blev 19 prover fran 17 besittningar (30%) PCR-positiva i det
priméra MP real-tids PCR-systemet. Resultatet vid odling av miljoprover, som var positivt
fran 38 besittningar (68%), anviandes som referens. Av de 89 tankmjolkproverna fran dessa
odlingspositiva beséttningar var 18 prover (20%) mjolkPCR-positiva. Pa besittningsniva var
16 (42%) av de 38 odlingspositiva gardarna positiva med mjolk-PCR.

Vid den kvantitativa mitningen med PCR visade det sig att halten av MAP i mj6lken séllan
oversteg 100 bakterier/ml, vilket ocksa dr i narheten av metodens detektionsgrins. Detta
stimmer ocksa vil med det faktum att positiva PCR-reaktioner ofta var svara att konfirmera
och i vissa fall kunde inte konfirmering ske pga brist pa prov-material for att testa ytterligare
replikat. Andelen odlingspositiva prover bland de mellan 6 — 18 miljéprover, som odlades per
besittning, var positivt korrelerad till andelen PCR-positiva tankmjolksprover och ocksa till i
vilken grad de positiva mjolkproverna kunde konfirmeras. I gruppen dir mer &n hilften av
miljoproverna var positiva var 54% positiva med mjolk-PCR. Fran gardar dér alla
miljoproverna var positiva var 67% av mjolkproverna PCR-positiva.

Tankmjolksproverna fran de svenska besittningarna var alla negativa med PCR.

Diskussion

Cortis forbehandlingsmetod ir omstindig och arbetskrivande. Var modifiering av
metoden for att bittre eliminera PCR-hdmning fran provet gjorde metoden dn mer
arbetskridvande. For 6vrigt var metoden inte sérskilt robust och det skulle behdvas en hel del
utvecklingsarbete innan metoden kan fungera bra. Ett bittre alternativ var att ga over till en
helt annan férbehandligs-metod, helst robotiserad metod.



Eftersom endast mjolkproverna fran en gard var tillrickligt firska for att kunna analyseras
med den metod som anvindes dr materialet for litet for att dra nagra slutsatser.
Undersokningen gav dérfor inte nagon klarhet i hur mycket paratuberkulosbakterier det kan
finnas i mjolken fran infekterade kor. Inte heller kan man dra nagra sékra slutsatser om den
anvinda PCR-metodens diagnostiska sensitivitet, alltsa hur kdnslig den ar i praktiken. Det &r
dock troligt att PCR-testning av tankmjolk inte &r en sa kinslig metod som antyddes av den
schweiziska screeningen dir 19,7 % av tankmjolkproverna blev positiva. Att det var en
betydande del falskt positiva resultat bekréftades ocksa vid den schweiziska gruppens
presentation pa Paratuberkulosmoétet i Kopenhamn i augusti 2005 (Tasara & Stephan 2005).
Sammanfattningsvis kan man siga att det inte var meningsfullt att testa svenska
tankmjolksprover med Cortis forbehandlingsmetod. En bittre metod maste forst provas och
valideras.

PCR-metoder for konfirmering. Den rutinmissigt anvinda PCR-metoden (MP-systemet),
som pavisar en del av IS900-genen hos paratuberkulosbakterien r inte fullstindigt specifik,
utan kan i enstaka fall reagera med liknande gener hos nérbesldktade bakterier (Englund et al.
2002). Man maste darfor alltid konfirmera en positiv PCR for paratuberkulos. Om man utfor
PCR-testen direkt pa provet maste man konfirmera med en annan lika kénslig
detektionsmetod. Det kan vara en annan oberoende PCR, som t ex ir riktad mot en annan gen
hos bakterien. Vi har tagit fram en sadan konfirmerande PCR, som utnyttjar en annan specifik
gen (F57) hos paratuberkulosbakterien. Den dr dock inte lika kinslig som MP-systemet, vilket
ar forklarligt med tanke pa att IS900-genen forekommer i ca 18 kopior hos bakterien, men
F57-genen endast i 1 kopia. Vi har darfor utvecklat tva alternativa realtids-PCR mot andra
delar av IS900-genen. Dessa alternativ har lika hog kidnslighet som MP-systemet. I praktisk
anvindning av realtids-PCR F57 for konfirmering har vi dock kunnat kompensera for detta
genom att vid behov testa flera replikat av provet. Pa sa sitt har vi i de flesta fall lyckats
konfirmera dven svagt positiva prov med PCR F57.

Vi har ddrmed tillgang till sikra konfirmerande metoder dven nir vi anvinder realtids-PCR
direkt pa provmaterialet for att pavisa M paratuberculosis, vilket ir mycket viktigt i Sverige
ddr ett pavisat nytt fall av paratuberkulos far mycket allvarliga konsekvenser. Beskrivning och
validering av vara konfirmerande PCR har nu publicerats (Herthnek & Bolske 2006).

Utveckling av extraktionsmetoden for mjolk.

Den egenutvecklade extraktionsmetoden visades ha en detektionsgrins under 100 bakterier/ml
nir man testade mjolk som tillsatts kidnd mingd bakterier. For en del tidigare rapporterade
PCR-metoder for mjolk har man visat lagre detektionsgrénser vid métning pa spikad mjolk.
Bakterierdkningen i den tillsatta kulturen sker dock vanligen i de flesta rapporter genom
kolonirdkning efter odling och anges da som CFU (colony forming units). Det &r ett sitt att
rikna bakterier som for MAP underskattar mangden bakterier mellan 10 och 1000 ganger.
Nir det 4r mer bakterier i provet &n vad man uppmiitt, leder det till att den provade metodens
kénslighet 6verskattas, for MAP med mellan 10 till 1000 ganger. Vi har riknat bakterierna
med mikroskop i en riknekammare och anser diarfor vara uppmétta viarden bor vara mera
korrekta dn de som réknats med CFU.

I den egenutvecklade extraktionsmetoden sker en forsta rening med centrifugering och bade
bottenpelleten och griddlocket samlas upp for vidare behandling. Detta 6kar metodens
kinslighet eftersom den fettrika cellviggen hos MAP gor att en del av bakterierna finns i
graddfasen. Liksom i alla vara forbehandlingsmetoder for PCR pa MAP utfors sedan en
effektiv mekanisk behandling med bead-beating for att fa ut allt DNA fran de mycket
motstandskraftiga paratuberkulosbakterierna. Den egentliga DN A-extraktionen utfors sedan
med en lab-robot.



Ett av projektets syften var att undersoka om PCR tester pa tankmjolk skulle kunna vara en
enkel och bra metod for screening av MAP i mjolkbesittningar. I samarbete med det danska
projektet hade vi mojlighet att jamfora PCR-test av tankmjolk med en annan metod for
besittnings-screening, ndmligen odling av miljoprover. Med reservation for att antalet prover
fran varje besittning inte var matchade kan man dnda konstatera att det var stor skillnad i
kanslighet mellan metoderna. Med miljoprovsodling pavisades MAP i 68% av de 56
besittningarna medan mjolk-PCR blev positiv i 30% av besittningarna.

For att kunna detektera MAP i tankmjolken krévs att bakterien utskiljs i mjolken eller
genom kontamination tillfors i tillrdcklig midngd for att komma upp till detektionsgrinsen,
dven efter utspadning med MAP-fri mjolk fran andra kor. Uppenbarligen var, i de flesta av de
undersokta paratuberkulosbesittningarna, koncentrationen av MAP i tankmjolken for 1ag for
att sakert pavisas, och nér proven blev positiva var koncentrationen vanligen ldgre @n 100
MAP/ml. Dirfor dr den diagnostiska kinsligheten i det hér fallet 1ag, 4ven om den analytiska
kinsligheten dr hog. Det kan finnas beséttningar i andra linder med andra kliniska
forhallanden och andra skotselrutiner dir en storre andel av korna i en beséttning utskiljer
MAP i mjolken och/eller kontaminerar mjolken mer pga simre rengdring av juver och spenar,
resulterande i hogre koncentrationer av MAP i tankmjolken. Man kan dock inte utga ifran att
sa dr fallet. Det &r darfor inte troligt att PCR-testning av tankmjolk kan vara en tillforlitlig
metod fOr att screena besittningar avseende forekomst av MAP. Det giller i hog grad dven for
Sverige, dir eventuella paratuberkulosbeséttningar kan forvintas ha fa smittade djur och lag
utskiljning av MAP.

Diremot kan mjolk-PCR vara anvéndbar for att kontrollera MAP i mjolk avsedd for
konsumtion. Nir mjolkproverna testas parallellt med spikad mjolk med kénda halter av MAP
kan man utnyttja realtids-PCRs mojlighet att méta kvantitativt och tillsammans med data om
overlevnaden av MAP efter pasteurisering har man majlighet att bedoma risken for viabla
MAP i konsumtionsmjolken. I en dversikt av pasteuriseringsstudier (Rademaker et al. 2007)
framgar att man har uppnatt mellan 4 och 7 log reduktion med pasteuriseringen. Utan att
spekulera om den mojliga risken for konsumenten med 6verlevande MAP, kan man dra
slutsatsen att i tankmjolk fran beséttningar med sjukdomslige och hygieniska forhallanden
som i de i Danmark testade, skulle det vara mycket osannolikt med 6verlevande MAP efter
pasteuriseringen.

Ovrig resultatformedling till niiringen

e Bolske informerar om mjolkPCR-projektet och metodutvecklingen for representanter
for Svensk Mjolk, Svenska Djurhdlsovarden och Dansk Kvaeg vid planeringsméte i
Kopenhamn 2005-01-27.

e Bolske och Herthnek informerar om mjolkPCR-projektet och de forsta resultaten av
testerna pa dansk mjolk 2006-11-17.

e Bolske och Herthnek informerar Svensk Mjolk och Svenska Djurhélsovarden om de
forsta resultaten pa danska mjolkproverna med den schweiziska metoden vid méote
2006-02-21.

e Information till Svensk Mjolk och Svenska Djurhélsovarden om resultat av utforda
tester pa dansk mjolk pa ett mote 2007-05-24.

¢ Information till Svensk Mjolk, Svenska Djurhidlsovarden och Jordbruksverket om
mjolkPCR-metoden och slutresultatet av utvirderingen pa danska mjolkprover vid
moten 2007-09-05 och 2007-11-07.

e  Sirskild resultatformedling via Jonas Carlsson i referensgruppen till Svensk Mjolk och
ddri ingdende foreningar.



e For ovrigt har vi hallit kontakt och informerat referensgruppens medlemmar om
resultat via e-mail och telefon.
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