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Mastitdiagnostik — nar, var, hur?

Idag anvands olika metoder i landet
vid analys av mjolkprov fran kor.
Artikeln beskriver kort metoderna
och foreslar riktlinjer for nar respek-
tive metod bdr anvandas.

INLEDNING

Mastit dr den vanligaste och mest for-
lustbringande sjukdomen hos Sveriges
mjolkkor (12). Bakteriologisk analys av
mj6lkprov dr en viktg del av under-
sokningen for att fortlopande folja vilka
smittimnen som forekommer i ko-
besittningen men ocksd for att stddja
likemedelsvalet vid behandling av akut
klinisk mastit. Bide Nordiska Mejerier-
nas Samarbetsorganisation for Mjélk-
kvalitet och Djurhilsa (NMSM) och
Sveriges Veterinirmedicinska Sillskap
(SVS) har publicerat antibiotikarike-
linjer som freskriver att bakteriologisk
analys regelmissigt bor ske savil vid kli-
nisk som vid subklinisk mastit hos not-
kreatur (5, 6). I denna artikel kommer vi
att berdra grundliggande mastitepide-
miologi pd girdsnivd, i Sverige tillging-
lig mastitdiagnostik och limna forslag
pa val av diagnostik vid olika frigestill-
ningar i juverhilsoarbetet.

OLIKA MASTITBAKTERIER SPRIDS
PA OLIKA SATT

Fér att kunna arbeta férebyggande
behéver veteriniren kunskap om vilka
bakterier som finns i besittningen. I
Figur 1 dterfinns typiska kobundna bak-
terier ldngt ut dll vinster och typiska
miljsbundna bakterier lingt ut till
héger. De kobundna bakterierna sprids
oftast i nira anslutning till mjolkning
fran ko till ko. De miljobundna sprids
istillet frimst i tidsperioden mellan
mj6lkningarna frin miljs tll ko. De
kobundna bakterierna leder inte sillan
till kroniska infektioner och stindigt
forhojt celltal hos drabbade kor. De
miljsbundna infektionerna ir oftast mer

kortvariga och drabbar olika kor vid
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FIGUR 1. De vanligaste mastitbakterierna, deras smittreservoarer och spridningsménster
(2). Typiska kobundna bakterier aterfinns langt ut till vdnster och typiska miljdbundna
bakterier langt ut till héger.

varje tillfille. Smittreservoaren for de
kobundna bakterierna kan siledes mins-
kas genom att sl3 ut kroniska smittbirare,
ndgot som inte ir en framkomlig vig nir

ar tillbaka de kobundna bakterierna som
orsak till bade klinisk mastit och subkli-
nisk mastit (3, 9). Figur 2 visar fordel-
ningen mellan kobundna och miljs-

bundna mastitbakterier fér mastitod-
lingar utforda vid SVA 2012.

det giller miljobundna smittimnen.
I Sverige dominerar sedan mer 4n 30
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FIGUR 2. Bakteriologiska prover i procent av juverdelsprover med pavisad véxt analyserade
vid mastitlab, SVA. Alla insdnda prover under kontrolléret 2012/13. Férdelning mellan ko-
bundna och miljiébundna smittdmnen framgar av gra respektive grén fargnyans.
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Det finns flera former av mastitdiagnos-
tik tillginglig idag. Vanlig mastitodling
utfors dessutom bdde av allminprakti-
serande veterinirer och av specialutbil-
dad laboratoriepersonal. 1 det féljande
beskrivs de olika diagnostiska metoderna
samt ndgra av deras for- och nackdelar
oversikdligt.

Bakteriologisk odling
i faltlaboratorium
Traditionellt har bakteriologisk odling
av aseptiskt uttagna juverdelsprover varit
praxis i svenska filtveterinirers arbets-
metoder sedan 1970-talet. Tekniken
innebidr att man med en steril ogla
ytsprider 10 pl av mjélkprovet pd en
blodagarplatta med eller utan eskulin-
tillsats. Efter inkubering i vdrmeskép i
24-36 timmar avlises plattan och pi
grundval av bakteriekoloniernas utseende
stills en preliminidr diagnos som kan
bekriftas med enkla biokemiska tester
eller via odling dven pa selektiva sub-
strat. Ofta sker odlingen pé selektiva
substrat parallellt redan frin bérjan for
att spara tid (t ex SELMA och BS3).
Fordelar med metoden ir att den ir
snabb och tillrickligt kinslig nir det gil-
ler akut klinisk mastit eftersom mycket
stora mingder av samma bakterie di
forekommer i renkultur i provet. Efter
en upplirningsperiod kan filtveterini-
ren inom ett till tvd dygn vanligen skilja
pa fyra dll fem olika etiologiska agens:
(Staphylococcus aureus, koagulasnegativa
stafylokocker (KNS), streptokocker, koli-
bakeerier och Trueperella pyogenes) (person-
ligt meddelande Charlotta Fasth, 2014).
Nackdelar med filtlabbet 4r att det
har betydligt ligre sensitivitet och speci-
ficitet 4dn ett ackrediterat laboratorium.
Metoden ir dirfor direkt olimplig for
all odling av subklinisk mastit. I allmin-
het innefattas heller ingen siker diffe-
rentiering av de olika streptokockerna
eller en korreke virdering av eventuell
penicillinresistens, vilket kan ha stor
betydelse vid val av forebyggande at-
girder i besittningen. Laboranten kan
ocks3 formodas ha svirt att identifiera
ovanliga smittdmnen.

Ackrediterat mastitlaboratorium
Ackreditering dr en kvalitetssikring
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enligt europeiska och internationella
standarder. Veterinirmedicinska labora-
torier 4r ackrediterade enligt SS-EN
ISO/IEC 17025: 2005. Syftet med
ackreditering ir att sikerstilla att labora-
toriets verksamhet bedrivs med hég kva-
litet under iakttagande av stor hinsyn
till sivil miljo som folkhilsa (11). Ett
ackrediterat laboratorium anvinder sig
av standardiserade metoder, deltar i
internationella ringtester samt anvinder
standardiserade och kontrollerade sub-
strat, utrustning och kontrollstammar.
Oberoende granskningar av kvalitets-
systemen gors regelbundet.

Férdelar med ackrediterade analyser
ir sikerheten i metodiken och kompe-
tensen bakom diagnosen samt att doku-
mentationen av varje steg i analyspro-
cessen ger hog spérbarhet vid vidare
tolkning av provtagningsresultaten. Den
lspande &vervakningen #r ocksd en
garant for att kvalitetsnivin bibehélls
oférindrat hog.

Nackdelar 4r férdréjningen i prelimi-
nir diagnos och det faktum att hég kva-
litet oftast ocksd betingar ett hégre pris.

Ackrediterat mastitlaboratorium
med maldi-tof

"Matrix Assisted Laser Desorption Ioni-
zation Time of flight” (maldi-tof) 4r en
automatiserad masspektrometri ur-
sprungligen utvecklad fér att snabbt
kunna artbestimma bakterier vid pro-
blem med mulitresistens inom human-
vérden. Provet odlas som vanligt tills
kolonier bildats. Kolonierna beskjuts
sedan med laser i ett matrix, joniseras
och passerar genom ett elekeriske filt
for att slutligen analyseras av en kollek-
tor (Figur 3). Olika bakterier uppvisar
egna unika monster som jimfors mot
en databas inne-

stimma flertalet bakterier, iven om
dessa tidigare inte isolerats pé laboratoriet
ifriga. Det blir dven mojligt att typa
betydligt fler bakterier till artniva. Detta
kan ha stor betydelse for t ex de koagu-
lasnegativa stafylokockerna hos mjslk-
kor som innefattar minst ett tiotal olika
arter med stora skillnader nir det giller
smittspridning och kronicitet. Eftersom
maldi-tof i mindre omfattning anvinder
olika reagenser ir metoden ocksd mer
miljovinlig.

Nackdelar med metoden ir svéra att
finna, férutom den hoga kostnaden for
inkép av utrustningen.

PCR-analys

Sedan 2010 ir det i Sverige mojligt att
med hjilp av "Polymerase Chain Reac-
tion” (PCR) identifiera de vanligaste
mastitbakterierna i komjolk. Metoden
detekterar forekomsten av for bakterie-
typerna unikt DNA i mjslkprovet.
Eftersom metoden replikerar DNA i
provet nds en mycket hog kinslighet si
att analys kan ske pa juverdels-, ko- eller
tanknivd. Man riknar med att PCR
oftast hittar en enda smittférande ko i
en besittning med 100 djur i ett tank-
mjolksprov. Sedan starten har PCR
anvints frimst vid smittsaneringar av
girdar som drabbats av Streprococcus aga-
lactiae (SRA) och inom projektet Siker
Livdjurshandel for att vervaka samma
bakterie.

Viktigt vid tolkning av PCR-resultat
4r att svaret i forsta hand bor tolkas som
forekomst men inte mingd av bakterien
ifrdga. Endast typiskt kobundna bakterier
kan kopplas till individ om det ir ett ko-
prov — for de miljobundna bakterierna
ror det sig lika ofta om en férorening i
samband med provtagningen (4, 7, 8, 10).
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FIGUR 3. Schematisk skiss éver maldi-tof-principen. Bakteriekolonier
beskjuts med laser i ett matrix, joniseras och passerar genom ett
elektriskt félt for att slutligen analyseras av en kollektor.
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Férdelarna med PCR ir att den inte
kriver en odling vilket forkortar analys-
tiden till mellan fyra och fem timmar
totalt. Den ir ocksd sd kinslig att den
kan goras pd tanknivd och den kriver
heller inte levande bakterier i provet
utan kan och bor utféras pd prover med
konserveringsmedlet bronopol.

Nackdelarna ir att den héga kinslig-
heten gor att kontaminering litt kan
leda till falskt positivt utslag. Det ir
ocksd risk for att man vid analys pd
kokontrollprover fir falskt positive
utslag till f5ljd av spill frin féregiende
ko som provmjslkats. Andra nackdelar
4r att man bara hittar de bakterier som
ingdr i testet och att det inte finns levande
bakterier kvar for att t ex kunna utféra
resistensbestimning. Det faktum att
dven doda bakeerier detekteras kan vara
en nackdel som vid kontroll av utlik-
ning av en inflammation.

DISKUSSION

Som framgir av denna kortfattade
beskrivning har olika former av mastit-
diagnostik bide for- och nackdelar. Det
finns inte en metod som alltid #r bist
och orsaken till undersskningen bor dir-
for styra valet av diagnostik. Hir listas
punktvis forstahands- och eventuellt
andrahandsval fé6r nio férekommande
undersékningsorsaker.

Akut klinisk mastit
Vid akut mastit dr det ibland viktigt
med ett snabbt svar for att kunna stddja
likemedelsvalet. Det dr dock limpligt
att regelmissigt parallellt skicka prover
dven till ett ackrediterat laboratorium
for act konfirmera den lopande filt-
diagnostikens kvalitet. PCR bér inte
anvindas eftersom antalet diagnoser ir
begrinsat och resistensbestimning inte
ir mojlig.

Férstahandsval: Filtodling.

Andrahandsval: Ackrediterat mastit-
laboratorium med maldi-tof.

Subklinisk mastit (celltalskor)

Dessa prover ir svirare bidde att provta
och att bedéma eftersom si i bakterier
finns i mjslken och risken f6r blandflora
ir hogre. Subklinisk mastit kan orsakas
av minst ett 50-tal olika bakterier och
vatken PCR eller filtlaboratoriet bor
dirfor anvindas pd grund av den be-
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FIGUR 4. PCR pé koniva kan nyttjas vid Iag misstanke om att bakteriell resistens férekommer.

grinsning av diagnoser som dessa meto-
der for med sig.
Férstahandsval: Odling pa ackredite-
rat mastitlaboratorium med maldi-tof.
Andrahandsval: Odling pa ackredite-

rat mastitlaboratorium.

Uppfoljning av behandling
Uppféljning av behandling borde goras
oftare. Limplig tidpunkt ir cirka fyra
veckor efter att insatt behandling av-
slutats. Samma resonemang som vid
subklinisk mastit giller. Om en vanligt
forekommande kobunden bakterie for-
anledde behandlingen ir dven PCR pd
konivé ett méjligt alternativ.

Férstahandsval: Odling pa ackredite-
rat mastitlaboratorium med eller utan
maldi-tof.

Andrahandsval: PCR-analys.

Infor sinlaggning
Syftet infér sinliggning #dr frimst att
detektera forekomst av kobundna strep-
tokocker och stafylokocker. PCR pi
konivé kan nyttjas vid lig misstanke om
att bakteriell resistens forekommer.
Férstahandsval: Odling pa ackredite-
rat mastitlaboratorium med eller utan
maldi-tof.
Andrahandsval: PCR-analys.

Kontroll av nykalvade

Syftet med kontroll av nykalvade kor ir
dven hir frimst att detektera forekomst
av kobundna streptokocker och stafylo-
kocker. PCR p4 koniva kan nyttjas vid
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lag misstanke om att bakeeriell resistens
forekommer (Figur 4). Vid misstanke
om SRA eller Mycoplasma bovis (M bovis)
bér PCR-analys anvindas i férsta hand.

Forstahandsval: Odling pa ackredite-
rat mastitlaboratorium med maldi-tof
alternativt PCR-analys.

Screening vid sanering

For att identifiera alla birare av en
kobunden smitta undersoks alla mjsl-
kande kor i besittningen vid ett och
samma tillfille. Resultatet utgdr under-
lag for en kommande smittskyddsgrup-
pering och utslakening av kroniker.
Provtagningen sker inledningsvis oftast i
samband med provmjslkning. Manuell
aseptisk provtagning bor viljas under
det fortsatta utredningsarbetet for att
minska andelen falske positiva eller osikra
provtagningsresultat. I vissa forsikrings-
former som innefattar mjslkavbrott
ersitts delar av livvirdet vid utslaktning
av kor infekterade med SRA, § aureus pc+
och M bovis. For att kunna faststilla
penicillinresistensen hos § aureus krivs
odling pa ett ackrediterat mastitlabora-
torium (1).

Foérstahandsval: PCR-analys pa ko-
kontrollprover (SRA och M bovis) och
ackrediterat mastitlaboratorium med
eller utan maldi-tof (S aureus).

Overvakning efter smittsanering

PCR p4a tankmjslk ir ett kostnadseffek-
tive sitt att vervaka besittningen nir
alla kinda smittbdrare har avligsnats »
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Mastitis Council Annual Meeting. Fort
Tabell 1. VAL AV MASTITDIAGNOSTIK | JUVERHALSOARBETET UPPDELAT PA HUVUDSAKLIG ORSAK TILL Worth, Texas, USA, 2014.
ANALYSEN. +++ = FORSTAHANDSVAL, ++ OCH + = GRAD AV ANDRAHANDSVAL. 5. Landin H et al. Nordic guide lines for

mastitis therapy. Poster session, 49th

Analysorsak Veterinar Ackrediterat PCR- National Mastitis Council Annual

odling laboratorium* analys* Meeting. S:t Louis, USA, 2010.

6. Landin H, Persson Y & Persson Waller K.

Akuta mastiter +++ + Prudent mastitis therapy — a winner in
Kroniska mastiter + +4+ Sweden. Proc, XXVII World Buiatrics
Celltalskor +++ Congress. Lisbon, 2012, 147.
Uppfélining behandling +++ + 7. Nyman A-K. PCR-analys eller bakterie-
Infér sinldggning ++ ++ odling? Kompendium Veterinarkon-
Kontroll nykalvade +++ ++ gressen. Uppsala, 2013, 293-296.
Juverhalsodeklaration ot ++ 8. Nyman A-K, Persson Waller K &
Screening vid sanering R b Emanuelson U. Diagnostics of intra-
Overvakning besattning Tt mammary bacterial infections —
Odling pa juverdukar, stromedel +4+ comparison between a PCR assay

* Resultat fran SVA och Eurofins stansas automatiskt i kokontrollen.

** Géller for Staphylococcus aureus.

» eller behandlats framgingsrike. Vid

sanering av SRA klassas besittningen
som fri frin smitta ett &r efter det sista
positiva tankmjolksprovet nir minst fyra
provtagningar jimnt férdelade under
tidsperioden genomférts och uppvisat
negativt resultat.

Férstahandsval: PCR-analys pa tank-
mjolk.

Ovrig provtagning (pa juverdukar,
stromedel m m)
Vid dessa typer av udda provtagningar
krivs forutsittningslds diagnostik och
hogsta mojliga sikerhet.

Forstahandsval: Odling pé ackredite-
rat mastitlaboratorium med maldi-tof.

SAMMANFATTNING

For att kunna tillimpa effektiva forebyg-
gande dtgirder mot mastit hos mjslkkor
behévs god kunskap om spridnings-
monster och smittreservoar fér de mastit-
bakterier som ligger bakom klinisk och
subklinisk mastit i respektive kobesitt-
ning. I detta sammanhang ir en kvali-
tetssikrad mastitdiagnostik en nédvin-
dig grundférutsitening. Veteriniren bor
dirfor alltid komplettera, eller i vissa fall
helt ersitta, egna filtodlingar med dia-
gnostik pd ackrediterade mastitlaborato-
rier. PCR-analys 4r ett i sammanhanget
viktigt komplement till traditionell bak-
terieodling och anvinds med fordel
framfr allt vid screening vid sanering
och dvervakning efter smittsanering av
besittningar med SRA och M bovis.
Tabell 1 kan tjina som vigledning i
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veterindrens val av mastitdiagnostik i
juverhilsoarbetet.

SUMMARY

Mastitis diagnostics — when, where
and how?

In order to determine the most effective
against
among dairy cows, the veterinary advi-

preventive actions mastitis
sor has to be familiar with basic epide-
miology for the bacteria causing clinical
as well as subclinical mastitis in the herd.
High quality mastitis diagnostics is a key
issue concerning this matter. The veteri-
narian should always compare the clini-
cal diagnosis and on farm culturing with
analysis on a certified mastitis labora-
tory. PCR analysis is a new tool, merely
to be used for screening and eradication
of Streptococcus agalactiae and Myco-
plasma bovis. It is crucial for the veteri-
narian to choose the most informative
and reliable diagnostic method for diffe-
rent kind of purposes.
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