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SAMMANFATTNING

Vid bakteriologisk undersékning av ostmassa i svenska getostproducerande besattningar
identifieras ofta den patogena bakterien Staphylococcus (S.) aureus. Bakterien kan spridas till
ostmassan via kontamination fran omgivningen eller via infekterad mjolk fran getterna. For
att minska risken att bakterien hamnar i ostmassan ar det viktigt att hitta smittkéallan. Syftet
med denna studie var att undersdka om celltalsmétning och PCR-analys for S. aureus av
tankmjolk kan vara ett effektivt hjalpmedel for ostproducerande getbesattningar for att
indikera juverinfektion med S. aureus hos getterna i besattningen. Syftet var ocksa att
undersoka huruvida celltalet métt med California Mastitis Test (CMT) eller DeLavals
celltalsraknare (DCC) kan anvéndas for att identifiera juverhalvor infekterade med S. aureus
inom beséttningen. Till studien insamlades 1051 mjdlkprover fran bada juverhalvorna hos 530
getter i de 17 besattningar som deltog i studien. Tjugonio tankmjolkprover samlades ocksa in
fran dessa besattningar. Juverhalvproverna odlades pa blodagar och celltal mattes med CMT
och DCC. Tankmjolken undersdktes med PCR for nérvaro av S. aureus och celltalet mattes
med DCC. Av alla juverhalvprover var 12 % odlingspositiva for koagulasnegativa
stafylokocker (KNS) och 1,2 % (13 prover) for S. aureus. Av de 13 S. aureus-isolaten var ett
penicillinasproducerande. DCC-celltalet for juverhalvor positiva for S. aureus varierade
mellan 141 000 och 6 206 000 celler/ml och fér odlingsnegativa prover mellan 18 000
celler/ml och 6 116 000 celler. DCC-celltalet for juverhalvor infekterade med S. aureus
(medelvérde 2 206 000 celler/ml) var signifikant hogre an for odlingsnegativa juverhalvor
(medelvérde 434 000 celler/ml), juverhalvor infekterade med KNS (medelvdarde 890 000
celler/ml) och juverhalvor infekterade med 6vriga (andra & KNS eller S. aureus) bakterier
(medelvarde 966 000 celler/ml). Signifikant hogre var &ven skillnaden i celltal mellan hoger
och vénster juverhalva inom geten for S. aureus (medelvarde 1 685 000 celler/ml) an for
odlingsnegativa individer (medelvarde 154 000 celler/ml) och individer positiva for KNS
(medelvérde 975 000 celler/ml) eller for 6vriga bakterier i minst en juverhalva (medelvarde
466 000 celler/ml). Det var inte mojligt att finna ett gransvéarde for DCC-celltal som kunde
identifiera S. aureus pa juverniva dar bade sensitivitet och specificitet var godtagbart hoga.
Inte heller kunde ett gransvarde for skillnaden i DCC-celltal mellan hdger och vénster
juverhalva inom get hittas. Signifikanta skillnader i medel-CMT fanns mellan odlingsnegativa
prover (medelvarde CMT 2,3), prover infekterade med S. aureus (medelvarde CMT 4) samt
prover infekterade med KNS (medelvarde CMT 2,8) eller dvriga bakterier (medelvarde CMT
3). For medelskillnaden i CMT sags endast signifikanta skillnader mellan odlingsnegativa
juverhalvor (medelvarde CMT 0,49) och infekterade juverhalvor (medelvarde CMT 1,2). Inga
statistiskt signifikanta samband kunde hittas mellan tankcelltal, eller pavisande av S. aureus
vid PCR av tankmjolk eller vid juverhalvprovtagningen. Dock var 6 av de 8 beséttningar dar
S. aureus hittades i juverhalvprover ocksa PCR-positiva vid minst ett tillfalle. Resultaten
tyder pa att det kanske inte & mojligt att hitta alla S. aureus infekterade juverhalvor och getter
med hjélp av celltalsundersokningar via DCC eller CMT. Dock kan det vara en hjélp vid
forsok att identifiera S. aureus-infekterade getter i besattningen, Tankcelltalet var inte palitligt
for att indikera S. aureus-férekomst hos getterna i beséttningen. PCR-analys av tankmjélken
for S. aureus ar inte helt palitligt, men upprepad provtagning kan ge en indikation pa om
getterna har juverinfektioner med S. aureus.



SUMMARY

In cheese producing goat farms the pathogenic bacteria Staphylococcus (S.) aureus is often
isolated from curd samples. The bacteria can enter the curd as a contamination from the
surroundings or through infected milk from the does. Thus it is important to find the source of
contamination in order to prevent further spreading of the bacteria to dairy products. The aim
of this study was to find out if somatic cell count (SCC) and PCR could be a helpful tool for
cheese producing goat farms to identify herds where does are infected with S. aureus. The
aim was to see whether the SCC measured by CMT or DeLavals celltalsréknare (DCC) could
be used to identify udder halves infected by S. aureus within the herd. In the study 1051 milk
samples from both udder halves of 530 goats were collected as well as 29 bulk tank milk
samples from the 17 participating herds. Milk samples from individual udder halves were
cultured on blood agar plates and the SCC was measured by CMT and DCC. Bulk tank milk
samples were analyzed with PCR for presence of S. aureus and the SCC was measured by
DCC. Approximately 12 % of udder half samples were culture positive for Coagulase
Negative Staphylococci (CNS) and 1.2 % (13 samples) for S. aureus. Of the 13 isolates of S.
aureus, only one produced penicillinase. In S. aureus-positive udder halves the SCC ranged
between 141 000 and 6 206 000 cells/ml and in culture negative halves between 18 000 and 6
116 000 cells/ml. The SCC for udder halves infected with S. aureus (mean 2 206 000
cells/ml) was significantly higher than for culture negative udder halves (mean 434 000
cells/ml) and halves infected with CNS (mean 890 000 cells/ml) or other (neither S. aureus
nor CNS) bacteria (mean 966 000 cells/ml). Furthermore, the differences in SCC between
udder halves within doe were also higher for does infected with S. aureus (mean 1 685 000
cells/ml) than for culture negative does (mean 154 000 cells/ml) and does with CNS (mean
975 000 cells/ml) and other bacteria (mean 466 000 cells/ml) in at least one udder half.
However, neither for the SCC of the udder half nor the difference in SCC between the two
halves was it possible to find a cut off value that could differentiate between udders infected
or not infected with S. aureus. For S. aureus the CMT was significantly higher for udder
halves infected with S. aureus (mean CMT 4) than for culture negative udder halves (mean
CMT 2,3), halves infected with CNS (mean CMT 2,8) and halves infected with other bacteria
(mean CMT 3). However, concerning the difference in CMT between both udder halves
within doe there were only significant differences between culture negative (mean CMT 0,49)
and infected (all bacteria) udder halves (mean CMT 1,2). No significant associations could be
found between bulk tank milk SCC, S. aureus positive PCR of bulk tank milk, or S. aureus
cultured from udder halves within the herd. However, 6 out of 8 herds where S. aureus was
cultured from udder halves were PCR positive for S. aureus at least at one occasion. It might
not be possible by measuring SCC by DCC or CMT to find all udder halves or does infected
with S. aureus, but it can be a help in identifying at least some of them. Bulk tank milk SCC
was not reliable in detecting S. aureus infected herds. However, PCR for S. aureus of BTM
might with repeated sampling give anindication of whether or not the does carry S. aureus in
their udders



LITTERATUROVERSIKT

Internationellt sett &r geten ett mycket viktigt produktionsdjur. Varldens getpopulation har
sedan 1970 mer an fordubblats och uppgar nu till 6ver 800 miljoner djur (Earth policy
institute 2011). De flesta av getterna finns i Afrika och Asien. | Europa finns omkring 20
miljoner getter (Aziz 2010). Den storsta getproducenten inom EU &r Grekland, som 2007 stod
for 37 procent av getterna inom unionen, foljt av Spanien och Frankrike (Dias et al., 2008).

| Sverige ar getndringen liten och det huvudsakliga syftet ar framstallning av getost. Dock har
det 6kade intresset for narproducerade och klimatsmarta produkter varit positivt for mindre
mejerier som tillverkar ostar fran egna ravaror. Getostproduktionen har historiskt varit ett
viktigt tillskott for landets jordbrukare som levde under svara forhallanden. Nar
levnadsstandarden forbattrades minskade intresset for getosten. Under den senare delen av 70-
talet paborjades dock en process for att aterinféra och modernisera den traditionella
getostproduktionen, framfor allt i Jamtland. Detta ledde inte bara till getostens uppsving pa
marknaden utan har dven, genom att bland annat paverka forandringar i lagstiftningen, 6ppna
nya marknader och ¢ka allménhetens intresse, banat védg fér andra typer av lokalproducerade
och traditionella produkter (Rytkdnen et al., 2012).

Ar 2001 fanns i Sverige totalt 80 mjolk- och mjolkproduktsanlaggningar for alla
mjolkproducerande djur sammanlagt, varav cirka halften var gardsmejerier (Livsmedelsverket
2002). Ungefar 10 ar senare fanns cirka 100 gardsmejerier, och av dem producerade omkring
80 ost av getmjolk (Hogberg 2011). Hur manga getter som anvands till denna produktion ar
dock svart att uppskatta pa grund av avsaknaden av heltackande register. Idag uppskattas det
finnas cirka 6000 getter i landet, varav omkring halften bestar av svensk lantras (Raf 2012).
Detta ar en tydlig 6kning sedan 1987 da den svenska getpopulationen bestod av 3500 getter
(Cornell 1987).

Ostproduktion och livsmedelshygien

Inom EU har producentens ansvar for att silja sakra livsmedel okat genom krav pa
egenkontrollprogram och HACCP-planer (Hazard Analysis Critical Control Point)
(Livsmedelsverket 2001). Vid framstéllning av ost finns risk for kontaminering av bakterier
som kan vara hélsofarliga for konsumenten eller ge forsamrad kvalitet pa slutprodukten.
Risken for forekomst av otnskade bakterier kan minimeras genom att kombinera flera
faktorer som avdddar bakterier eller gér miljén mindre trivsam for dem, exempelvis
pastorisering, snabb pH-sankning och mikrobiell konkurrens (Alomar et al., 2008).

Sedan 1937 har det i Sverige funnits ett pastoriseringskrav for forsaljning av mjolkprodukter,

vilket uppkom for att forhindra smittspridning av tuberkulos (Livsmedelsverket 2012b).

Sedan 2005 har dock detta krav lattats och géller numera endast for konsumtionsmjélk och

gradde i storskalig produktion (LIVSFS 2005:20). Pastorisering ar en metod som gar ut pa att

hetta upp mjolken med avsikt att avddda bakterier som kan finnas i mjolken. Bade dnskvérda

saval som oonskade bakterier avdodas (Holsinger och Rajkowskij, 1997). Avsikten med att
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inte pastorisera mjolken ar att behalla den ofarliga floran av mjolksyrabakterier som finns i
tankmjolken och att detta ska ge osten en godare smak (Lindblad och Rosengren, 2008). Vid
tillverkning av opastoriserade ostar 0kar dock risken for tillvéxt av patogena bakterier som
Listeria monocytogenes, Escherichia coli/EHEC, salmonella och stafylokocker (Holsinger
och Rajkowskij, 1997).

Stafylokocker kan bland annat spridas till ostmassan via infekterad mjolk fran djur med
juverinfektioner (Bergonier et al., 2003, Jargensen et al., 2005) Den stafylokock som anses
vara av storst betydelse for livsmedelssakerheten i ost och andra livsmedel &r Staphylococcus
(S.) aureus. | en svensk studie av Rosengren (2010) d&r ostar provtogs i olika stadier av
produktionen, aterfanns S. aureus i 69 % av proverna fran opastoriserade ostar, men bara i 6
% av proverna fran pastdriserade ostar.

Staphylococcus aureus ar en bakterie som ofta isoleras fran getmjolk men den har dven hittats
pa spenhud, slemhinnor och sar hos getter (Jorgensen et al., 2005). Bakterien producerar
sjukdomsframkallande toxiner nar den vaxer till i livsmedel. Stafylokocker vaxer som bést
och har en hdg toxinbildning kring de temperaturer som anvénds vid ystning, det vill sdga 30-
40°C, men kan vaxa och bilda toxiner aven vid lagre temperaturer (Schelin et al., 2011).
Under ostens lagringstid dor stafylokockerna av gradvis, men om toxiner bildats kan dessa
finnas kvar langt efter att bakterierna dott (Alomar et al., 2008). Toxinerna som bildas &r
dessutom varmestabila, vilket innebéar att de inte neutraliseras vid upphettning och kan pa sa
vis orsaka sjukdom &ven efter tillagning (Contreras et al., 2007).

Mastit

Infekterade juver ar en smittkélla for bakterier som kan spridas till mjélk och mjélkprodukter
(Danielsson et al., 1980). En inflammation i juvervévnaden kallas for mastit och kan ha
manga olika orsaker, dar bakterieinfektion &r vanligast. Mastit kan ge symtom som véarme,
svullnad och smérta och kallas da klinisk mastit. | vissa fall, sa kallad subklinisk mastit, ses
inga kliniska symtom och inga synliga férandringar som missfargning eller flockbildning i
mjolken. Mastit kan aven klassificeras efter forlopp och delas da in i akut mastit med ett
hastigt forlopp samt kronisk mastit som pagar under en langre tid. Klinisk mastit kan dven
delas in i lindrig, mattlig och hoggradig utifran hur allvarliga symtomen ar. Akut mastit som
orsakats av vissa agens, som S. aureus, kan latt verga till att bli kronisk. Oftast leder en
klinisk mastit till smarta och lidande for djuret och bakterier som S. aureus kan ge sa kraftig
allmanpaverkan att djuret avlider (Radostits 2006).

Klinisk mastit hos mjolkkor leder till ekonomiska forluster till foljd av bland annat minskad
mjolkproduktion, kasserad mjolk, 6kat behov av nyrekrytering och veterindrkostnader. Vid
subkliniska mastiter sker forlusterna framst pa grund av minskad mjolkproduktion (Bendali et
al., 1997) Det har visats aven hos get att subkliniska juverinfektioner ger en nedgang i
mjolkproduktionen (Leitner et al., 2004b, Koop et al., 2012b), men studier finns ocksa dar
ingen nedgang i mjolkproduktion har skett (Koop et al., 2010). Eftersom subkliniskt
infekterade djur &r svara att hitta kan de fungera som effektiva smittspridare. Dessutom finns
alltid en risk att en subklinisk infektion kan blossa upp och bli klinisk, (Radostits 2006).
8



Bakterier i mjolken innebdr en risk for livsmedelssakerheten och produktens kvalitet (Bendali
et al., 1997, Leitner et al., 2004b, Koop et al., 2012b). Ostuthytet paverkas av manga faktorer,
bland annat kaseinhalten och sammansattningen av olika typer av kasein (Pretto et al., 2012,
Wedholm et al., 2008). Vid mastit forandras proteinsammansattningen sa att kaseinhalten
minskar och mjolken far daliga syrningsegenskaper. Detta kan ge ett minskat ostutbyte samt
dalig kvalitet pa ost och syrade produkter och dalig syrning kan aven underlatta invaxt av
oonskade bakterier (Auldist et al., 1995, Svensk Mj6lk 1998, Ogola et al., 2007).

Enligt en enkétundersdkning utford av Brandt (2009) upplever svenska getbonder sjalva att
den vanligaste akomman hos mijolkgetter ar mastit. Hos getter &ar subkliniska mastiter
vanligare dn kliniska (Danielsson et al., 1980, Zottola och Smith 1993, Jagrgensen et al.,
2005). Koagulasnegativa stafylokocker (KNS) ar de bakterier som oftast isoleras fran
getmjolksprover, foljt av S. aureus (White och Hinckley 1999, Byeng Min et al., 2007).
Emedan KNS svarar for den storsta andelen av subkliniska mastiter (Hunter 1984, Ryan och
Greenwood 1990, Contreras et al., 1995, Moroni et al., 2005b, Moroni et al., 2005c) &r S.
aureus den vanligaste orsaken till klinisk mastit hos get (Bergonier et al., 2003, Contreras et
al., 2007). S. aureus kan ge gangrands (kallbrandsartad) mastit med perakut forlopp pa grund
av produktion av sa kallade alfatoxiner, vilket kan orsaka avsevart lidande hos djuret (White
och Hinckley 1999, Contreras et al., 2003, Contreras et al., 2007).

Enigt de behandlingsrekommendationer som &r framtagna for mjolkkor kan bakterieorsakade
mastiter behandlas med antiinflammatoriska preparat och antibiotika. Enligt Nordiska
riktlinjer for mastitbehandling (2009) och Sveriges Veterindrmedicinska Sallskaps (SVS)
Riktlinjer for anvandning av antibiotika till produktionsdjur (2011) ska endast akut klinisk
mastit behandlas under pagaende laktation. Den antibiotika som anvéands ar i forsta hand
bensylpenicillin. Aven om S. aureus oftast ar penicillinkanslig svarar den ibland daligt pa
antibiotikabehandling och kan 6éverga till att bli kronisk juverinfektion som kan leda till att
smittan sprids i besattningen om inte forebyggande atgarder infors (SVA, 2012).

Enligt riktlinjerna for behandling av mjolkkor med subklinisk mastit (Riktlinjer for
anvandning av antibiotika till produktionsdjur, 2011) bor kroniska subkliniska mastiter slas
ut, framfor allt djur infekterade med S. aureus. Enligt samma riktlinjer bor
antibiotikabehandling av subkliniska mastiter utféras under sintiden.

Bakteriologisk odling vid diagnos av juverinfektioner

Bakteriologisk undersokning av mjolk genom odling ar en beprévad metod som innebér att
mjolkprover tas sterilt for att sedan odlas pa en agarplatta. Bakterieodling av mjolkprover
anvands i de flesta studier for att diagnostisera forekomst av juverinfektioner. Trots att det ar
en dyr och tidskrdvande metod anses odling fortfarande vara den bésta tillgdngliga metoden
for att identifiera juverinfektion (Torres, 2009).



Celltalet som inflammationsmarkor

Manga mastiter &r subkliniska och i dessa fall forsvarar avsaknaden av symtom for djurégaren
att stélla diagnos. Vid inflammation i juvret 6kar antalet leukocyter i mjolken, varfér dessa
kan anvandas som markorer pa inflammation och darigenom indirekt som indikation pa att
infektion kan foreligga (Radostits 2006).

Celltalet kan matas optiskt med till exempel Fossomatic (Robertson och Muller, 2007) eller
DelLavals celltalsréknare (DCC) (Berry och Broughan, 2007) vilka réknar antalet celler med
DNA i mjolken. California Mastitis Test (CMT) ar ett indirekt test dar reaktionsvatskan
reagerar med DNA i cellerna och ger upphov till gelbildning som kan graderas enligt en fast
skala, oftast graderad ett till fem eller noll till fyra (Radostits 2006). Till skillnad fran kor har
getter apokrin utsondring av mjolk, vilket resulterar i celliknande cytoplasmatiska partiklar
som kan misstas for celler n&r man réknar celltal med metoder som inte &r beroende av DNA
(Dulin et al., 1982, Dulin et al., 1983, Paape et al., 2001, Haenlein 2002). Darfér bor DNA-
specifika metoder anvandas, som till exempel Fossomatic eller DCC som rdknar bade
leukocyter och epitelceller, men inte de cytoplasmatiska partiklarna som saknar karna (Dulin
et al., 1982, Poutrel och Lerondelle 1983, Berry och Broughan, 2007). D4 Fossomatic
anvands ar det viktigt att instrumentet ar kalibrerat med getmjolk da komjclkskalibrering kan
ge upp till 25 % hdgre celltal &n vid getmjolkskalibrering (Zeng 1996, Zeng et al., 1999). Vid
analys med DCC behover instrumentet dock inte kalibreras med getmjélk. Dessutom ar denna
apparat barbar, vilket gor att den kan anvandas for analys direkt pa plats i besattningen och
eftersom analysen sker i separata kassetter for varje mjolkprov finns ingen risk att foregaende
prov paverkar resultatet i nasta (Berry och Broughan, 2007).

Hos getter &r dock vérdet av att anvanda celltal for att diagnostisera subklinisk mastit
omdiskuterat. Getter har jamfort med kor generellt hogre celltal i mjolken (Nesbakken 1976,
Lerondelle och Poutrel 1984, Park 1991, Droke et al., 1993, Zeng och Escobar 1995,
Bergonier et al., 2003, Contreras et al., 2007, Paape et al., 2007). Deras celltal paverkas av
manga andra faktorer an bakterieinfektion (Luengo et al., 2004) och icke-infektiosa faktorer
kan utgéra sa mycket som 90 % av fluktuationen (Wilson et al., 1995). De viktigaste
faktorerna for 6kat celltal har visat sig vara laktationsstadium och laktationsnummer (Zeng
och Escobar 1995, McDougall et al., 2001, Paape et al., 2001, Gomes et al., 2006, Paape et
al., 2007 Olechnowicz och Sobek 2008, Koop et al., 2009). Ostrus har ocksd visats kunna
orsaka hoga celltal (McDougall och Voermans 2002, Moroni et al., 2007, Talafha et al.,
2008), liksom stress, da celltalshojningen sannolikt kan bero pa utspadningseffekt till foljd av
minskad mjolkproduktion (Lerondelle et al., 1992). Getter infekterade med Caprint artrit-
lencefalitvirus (CAEV) har ocksa visats kunna ha upp till dubbelt sa hoga celltal som friska
djur (Lerondelle et al., 1992, Wilson et al., 1995, Sanchez et al., 2001, Turin et al., 2005).

Celltalsgréanser for att indikera juverinfektion hos getter

Att getternas celltal kan vara sa olika hogt vid olika tillfallen i laktationen gor det svart att

hitta en grans for celltal som kan indikera juverinfektioner i alla stadier av laktationen

(Hanlein and Hinckley 1994, Zeng och Escobar 1995a McDougall et al., 2001, Paape et al.,

2001, Luengo et al., 2004, Gomes et al., 2006, Paape et al., 2007, Olechnowicz och Sobek
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2008, Koop et al., 2009). Vissa studier har kommit till slutsatsen att métning av celltal &r en
opalitlig metod som kan ge manga falskt positiva och falskt negativa provsvar (Sheldrake
1981, Vihan 1989, White och Hinckley 1999). Andra studier har visat att det finns ett
statistiskt signifikant samband mellan celltal och juverinfektion (Leitner et al., 2004a, Moroni
et al., 2005b, Hall och Rycroft 2007). Undersokningar har ocksa visat att 6kningen av celltal
vid subklinisk mastit ar hégre for S. aureus &n for andra patogener (Deinhofer och Pernthaner
1995, Moroni et al., 2005b, Koop et al., 2012a).

Flera studier har forsokt hitta ett gréansvéarde for att identifiera friska och infekterade
juverhalvor, men med varierande resultat. Zeng visade 1995 att juverhalvor med sa hoga
celltal som 1 000 000 celler/ml kan vara friska, vilket visades patologiskt och histologiskt.
Andra studier har kommit fram till samma slutsats (Poutrel och Lerondelle 1983, Hanlein och
Hinckley 1995, Perrin et al., 1997, White och Hinckley 1999). Wilson visade 1995 att getter
frekvent kan ha celltal éver 1 000 000 celler/ml i sitt juver och samtidigt vara negativa vid
odling. Sa hoga celltal hos friska djur &r dock vanligast i sen laktation (Park et al., 1991, Zeng
och Escobar 1995). Exempel pa gransvarden som foreslagits for att skilja mellan icke
infekterade och infekterade juverhalvor har varit 345 000 celler/ml (Persson och Olofsson
2011), 500 000 celler/ml (Contreras et al., 1996, Hall och Rycroft 2012), 1 000 000 celler/ml
(Poutrel och Lerondelle 1983, Lerondelle et al., 1984, Hall och Rycroft 2012), 1 100 000
celler/ml (Sanchez 1999) och 1 500 000 celler/ml (Koop et al., 2011). | en studie av Koop
(2011) var syftet att finna en celltalsgrans specifik for juverinfektion orsakad av S. aureus.
Denna studie visade att ett gransvarde pa 1 500 000 celler i juverhalvorna gav hog sensitivitet
och specificitet (90 % respektive 95 %).

En metod som tidigare anvants for mastitdiagnostik hos notkreatur gar ut pa att jamfora
celltalet i alla juverdelar istéllet for att bara beakta det absoluta celltalet. Meningen med detta
ar att kunna bortse fran fysiologiskt orsakade okningar i celltalet. 1 en studie pa mjolkgetter
av Neshakken (1976) visades att fysiologiska forandringar i celltal sker samtidigt i bada
juverhalvorna. En 6kning av celltalet i en juverdel med mastit paverkade dock inte celltalet i
den friska halvan. | en senare studie foreslog Lerondelle (1992) av samma anledning att getter
med skillnader i celltal mellan juverhalvorna samt juverhalvor med celltal 6ver 1 000 000
celler/ml bor undersokas for misstanke om juverinfektion. Inga studier finns dock gjorda pa
get for att testa denna hypotes och Maisi (1990b) sag att &ven den icke infekterade
juverhalvan hade en signifikant 6kning av celltalet.

CMT vid mastitdiagnostik hos get

CMT har anvénts lange i mastitdiagnostiken eftersom det ar en billig och snabb metod som
kan utforas pa plats (McDougall et al., 2001, Persson och Olofsson 2011). Trots att nagra
studier har utdémt CMT som opalitligt for diagnos av subklinisk mastit hos get (Schaeren och
Maurer 2006) har flera andra studier visat att det finns en god korrelation mellan CMT, celltal
maétt med celltalsrdknare och juverinfektioner (Pettersen et al., 1981, Collins et al., 1982,
Karzis 2007, Petzer 2008, Persson och Olofsson 2011). Maisi (1990a) visade att CMT var
hogre for infekterade juverhalvor an for odlingsnegativa juverhalvor genom hela laktationen.
CMT-undersokningar kan identifiera manga infekterade individer, men testet resulterar dven i
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manga falska positiva prover (Contreras et al., 1996, Perrin et al., 1997). CMT bor anvéandas
med forsiktighet vid lag mjoélkproduktion da utspadningseffekten kan paverka celltalet och i
slutet av laktationen, da celltalet i mjélken fysiologiskt & som hogst (Perrin 1997).

Manga studier pa mjolkgetter har foreslagit att gransen for sannolik infektion ska utga fran
CMT-poéng 2 i en skala fran 1-5, vilket innebar att CMT 1 tyder pa frihet fran infektion och
CMT 2-5 innebédr mojlighet att infektion foreligger (Contreras et al., 1996, McDougll et al.,
2001, McDougall et al., 2010, Persson och Olofsson 2011). CMT kan darfor anses vara en bra
metod for att identifiera friska djur snarare an att med stor sakerhet identifiera individer med
juverinfektion (Karzis 2007, Petzer 2008).

PCR- och celltalsanalys av tankmjolk som indikator pa beséattningens juverhalsa

Som redan namnts har bakterieodling av mjolkprover pa blodagarplattor i manga ar anvants
som standardmetod for att identifiera mastitpatogener (SVA 2011a). Polymerase Chain
Reaction (PCR) &r en annan teknik som kan anvandas istéallet for odling for att detektera
forekomst av bakterier i mjolkprover. PCR-tekniken gar ut pa att ett visst DNA kanns igen
med Kkorta bitar av arvsmassa, sa kallade primrar som &r specifika for ett sarskilt agens. Nar
dessa primrar bundit in kan arvsmassan uppforokas i stora kvantiteter och darigenom kan man
upptacka aven mycket lag forekomst av bakterien. Till skillnad mot odling &r forutsattningen
for PCR en bestamd fragestallning, eftersom de primrar som anvands &r specifika for ett visst
agens (Fohlman et al., 2004, SVA 2011a). Vid odling kan en mangd olika bakterier véxa pa
samma agarplatta. Vid PCR kan dock olika primrar kombineras och pa sa vis leta efter flera
agens samtidigt (Fohlman et al., 2004). Med realtids-PCR fas dven en kvantitativ uppfattning
om hur hog forekomsten dr, till exempel sparsam, mattlig eller riklig forekomst (SVA 2011a).

Nackdelen med PCR ar att eftersom sensitiviteten dr sa hog kan aven mycket laggradig
kontaminering ge falskt positiva prover. Om provet ar taget till exempel pa hud eller spenar
dar det normalt forekommer bakterier, maste en klinisk beddmning géras om huruvida
positiva fynd &r relevant eller inte (Fohlman et al., 2004). Kontaminering med miljébundna
bakterier kan ge falskt positiva provsvar, liksom redan avdddade bakterier. Om bakterien
redan férekommer normalt i miljon &r PCR saledes av mindre nytta (SVA 2011b).

Hos mjolkkor har molekyldra metoder som PCR sedan 90-talet fatt en 6kad anvandning inom
mastitdiagnostiken pa grund av den okade sensitiviteten jamfort med odling, vilket okar
sannolikheten att mastiter identifieras (Katholm et al., 2012). I en studie av Koskinen et al.
(2010) pa komjolk visades att sensitiviteten 0kade vid anvandning av PCR jamfort med
odling for flera olika mastitpatogener, bade vid klinisk och vid subklinisk mastit.

PCR kan anvandas for undersékning av samlingsprover eller individprover och ar lampligt att
anvanda till exempel for att undersoka tankmjolksprover da dven bakterier som forekommer i
mycket lag koncentration kan detekteras (Katholm et al., 2012). Sensitiviteten for odling ar
begransad vid provtagning pa stora volymer sasom en hel mjolktank. Da bakterien endast
forekommer i liten mangd kravs upprepad provtagning for att uppna god sensitivitet pa
besattningsniva och detektera forekommande patogener (Riekrink et al., 2006).
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Maétningar av tankmjolkens celltal kan anvandas som ett matt pa beséttningens juverhélsa.
Bakterier som kan tillféras tankmjolken senare genom kontamination paverkar inte celltalet i
tankmjolken efter mjolkningen. Ett flertal studier pa kor har visat att det finns en korrelation
mellan forekomst av juverpatogener i tankmjélk och tankmjolkscelltal samt totalantal
bakterier (Keefe et al., 1997, Phuektes et al., 2003, Rysanek et al., 2009). | en studie pa
mjolkkor av Riekrink (2006) visades ett statistiskt signifikant samband mellan tankmj6lkens
celltal och forekomst av S. aureus. | Riekrinks studie anvéndes odling som metod for att
identifiera mastitpatogener och ett samband sags dven mellan tankmjdlkens celltal och hur
ofta S. aureus isolerades vid odling. Jayaro sag liknande resultat i sin studie fran 2004. Studier
pa get har dock inte kunnat hitta ndgon korrelation mellan celltal och olika mikrobiella
grupper i tankmjolk fran getter (Tirard-Collet et al., 1991, Foscino et al., 2002), daremot har
celltalet i getmjolk kunnat relateras till totalantal bakterier (Koop 2009). Hos mjélkkor har
flera studier visat att en hdg frekvens av juverinfektioner med S. aureus i beséttningen kan
associeras med en okning av celltalet i tankmjolken (Jayaro et al., 2004, Rysanek et al.,
2009). Tidigare studier pa mjolkgetter har dock visat att forekomst av S. aureus i tankmjolken
inte ar korrelerat med celltalet (Tirard-Collet et al., 1991, Foscino et al., 2002, Phuektes et al.,
2003).
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SYFTE

Det ar inte ovanligt att den sjukdomsframkallande bakterien S. aureus hittas vid mejeriernas
egenkontroll. Det ar viktigt bade med tanke pa livsmedelssakerheten och for kvaliteten pa
produkterna att kallan identifieras sa att risken att bakterierna hamnar i osten kan minskas.
Bakterierna kan harréra direkt fran getterna eller fran en kontaminering i senare steg i
produktionen. For att utreda var bakterierna kommer ifran kravs omfattande provtagningar,
men bakteriologiska provtagningar &r tidsddande och kostar pengar. Det vore darfor dnskvart
om en enkel och forhallandevis billig analys av celltal i kombination med PCR for detektion
av S. aureus kunde ge svar pa om getterna ar infekterade eller inte.

Syftet med denna studie var darfor att utreda huruvida

e Celltalsméatning och PCR-analys av tankmjélk kan vara ett effektivt hjalpmedel for
ostproducerande getbeséttningar for att indikera juverinfektion med S. aureus hos
getterna i beséttningen.

e Ett hogt celltal métt med DCC eller CMT kan anvéndas for att identifiera juverhalvor
infekterade med S. aureus inom besattningen.

e Stora skillnader i celltal m&tt med DCC eller CMT mellan en individs juverhalvor kan
anvandas for att identifiera individer med juverinfektion orsakad av S. aureus.

14



MATERIAL OCH METODER

Besattningar och getter

Mijolkprover samlades in fran 17 besattningar fran mellersta och norra Sverige.
Besdttningarna hade upp till 180 mjélkande getter. Av besattningarna hade 3 stycken férre &n
10 mjolkande getter. Medelantalet mjolkande getter per besattning var 50 djur. Av
beséttningarna hade 14 endast getter av svensk lantras. En beséttning hade getter av finsk
lantras, en hade jamtgetter och en besattning hade en blandning av svensk lantras och jamtget.
Pastorisering av mjolken utfordes pa 6 av gardarna. Pa 2 av gardarna anvandes pastorisering
ibland och i 7 besattningar pastoriserades inte mjolken. Getternas dagliga mjélkproduktion
uppskattades uppga fran 1 till 5 liter om dagen, med ett medeltal pa 2,3 liter per dygn for alla
beséttningarna sammantaget.

Inom beséattningarna valdes individer som skulle provtas slumpmadssigt och proverna
fordelades ungefar lika mellan getter som kom forst och sist till mjélkning. 1 mindre
besattningar (under 50 djur) provtogs alla individer och i storre beséttningar provtogs mellan
40 och 60 djur. Detta innebér att 25 till 100 % av besattningarnas mjolkande getter provtogs
(se tabell 1 for detaljerad information). | 15 av beséttningarna uppgick andelen provtagna
getter till mellan 50 % och 100 %. Sammanlagt togs juverdelsprover fran 530 mjolkgetter. Av
dessa getter hade 9 endast en lakterande juverhalva, vilket resulterade i 1051 mjdlkprover.
Laktationsmanaden registrerades inte for varje enskild get utan var en uppskattning pa
besattningsniva av vilken laktationsmanad majoriteten av getterna befann sig i vid
provtagningen.

Med undantag av en av de minsta besattningarna som inte hade nagon tankmjolk att tillga
togs aven 1-3 tankmjolksprover per besattning. De tankmjolksprover som togs var fran
laktationsmanad 1 till 8 baserat pa den manad majoriteten av getterna killade.

Provtagning

Varje besattning besoktes vid ett tillfalle under mitt- till senlaktation (juni till oktober). Endast
Kliniskt friska djur provtogs. Juverdelsprover togs fére morgonmjoélkningen i alla besattningar
utom en dar prover samlade fore eftermiddagsmjolkningen. Efter att de forsta mjolkstralarna
mjolkats ur i kontrollkérl undersoktes mjolken med CMT och darefter togs ett mjolkprov for
celltalsrdkning med DCC och bakteriologisk odling. Provtagningen for celltalsrékning och
bakteriologi utférdes aseptiskt efter sprittvatt av spentoppen och omkring 2 ml mjolk
samlades darefter upp i sterila mjolkror. | de besattningar dar personalen hade for vana att
tvatta av spenarna fore mjolkning gjordes detta fore sprittvatt. Proverna forvarades kylda eller
skickades kylda med post till eget labb pa SVA for analys senare samma dag eller nasta dag i
de fall dar de skickades med post.

Tankmjolksprover togs i bronopolrér av djurdgarna enligt skriftlig instruktion och skickades
med post till SVA for analys av celltal och bakterieférekomst. Alla besattningar utom den
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minsta skickade in minst ett tankmjolkprov under mitt- till senlaktation. Sex beséattningar
skickade dessutom in ett tankmjolksprov i tidig laktation.

Undersdkning av celltal
| samband med provtagningen ute i besattningen undersoktes alla prover med CMT-vétska.
CMT-klass beddmdes av provtagaren och graderades enligt en skala 1-5 enligt nedan:
1. Negativ. Franvaro av reaktion, homogen blandning
Spar, svag fortjockning
Svagt positiv. Tydlig fortjockning, men ingen tendens till gelbildning
Tydligt positiv. Distinkt gelbildning med konvex yta under rotation
Starkt positiv. Distinkt gelbildning med kvarstaende topp efter rotation.

ar wn

DelLavals celltalsraknare anvandes pa labb for analys av celltalet i mjolkproverna efter att
provet blandats med vortex (Berry och Broughan 2007). Mj6lkprovet drogs upp i
engangskassetter innehallande propidiumjodid, en flourescerande fargning som binder till
cellkérnan. Under analysen utsattes provet for LED-ljus, vilket fick de infargade cellkarnorna
att avge fluorescerande ljus som sedan registreras av apparaten. Samma metod anvandes for
prover fran individuella juverhalvor och tankmjdlksprover.

Bakteriologisk undersdkning

Fran varje mjolkprov stroks 10 ul mjolk med steril 6gla pa eskulinagarplattor (5 % nétblod).
Dessa inkuberades sedan vid 37°C och lastes av efter 24 timmar. Plattor som var negativa vid
forsta avlasningen inkuberades pa nytt och avlastes en andra gang vid 48 timmar. Agarplattor
med minst tre tydliga bakteriekolonier skickades till mastitlaboratoriet, SVA, for typning
enligt protokollet for kvalitetsforsakran SS-EN ISO/IEC 17025. S. aureus identifierades genom
typiskt morfologiskt utseende pa blodagarplatta med a-hemolys och -hemolys eller genom
positiv koagulasreaktion. KNS identifierades utifran typiskt morfologiskt utseende pa
blodagarplatta och negativ koagulasreaktion. Streptokocker identifierades genom
morfologiskt utseende pa blodagarplatta och CAMP-test. Streptokockerna typades pa artniva
biokemiskt genom 12 olika tester (esculin, glycerin, natriumhippurat, inulin, laktos, mannitol,
raffinos, sackaros, salicin, sorbitol, starkelse och trehalos). Gramnegativer undersoktes med
oxidastest och API 20 E (bioMe" rieux, Craponne, France) och APl 20 NE (bioMerieux
Craponne, France). Bacillus spp. identifierades genom typiskt morfologiskt utseende pa
agarplatta och gramfargning. Blandflora bedomdes som fler &n tva kolonier med olika
utseende. Alla prover positiva for stafylokocker vid odling analyserades for
penicillinasproduktion med kloverbladsmetoden. Tankmjolksproverna undersoktes med
realtids-PCR med det fasta Kittet PathoProof Mastitis Major-3 Kit (Finnzymes Oy, Espoo,
Finland), vilket inkluderar patogenerna Staphylococcus aureus, Mycoplasma bovis och
Streptococcus agalactiae.

Statistiska metoder

Den minsta beséttningen uteslots fran de statistiska analyserna da endast tva mjolkande getter
fanns vid provtagningen och tankmjolk saknades. Proverna fran denna besattning
inkluderades dock i odlingsresultaten.
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Statistiska berdkningar utférdes med hjélp av programmet SAS (ver 9.2) och Microsoft Excel
2007. Medelvarden berdknades med minsta kvadratmetoden i SAS. Undersokningar av
statistiska samband mellan olika variabler utfordes med chi*test (PROC FREQ) for
kvalitativa variabler och t-test samt ANOVA (PROC GLM) for kontinuerliga variabler.

Vid analys av celltal grupperades mjoélkproverna efter odlingsresultat i

1) Odlingsnegativ, 2) Blandflora, 3) Infekterad eller

1) Odlingsnegativ, 2) Blandflora, 3) Infekterad med S. aureus, 4) Infekterad med KNS och 5)
Infekterad med Ovriga specifika patogener.

Variabler som analyserades for mjolkprover fran individuella juverhalvor var: 1)
Laktationsmanad, 2) Infektionsstatus (enligt ovan), 3) Besattning, 4) Juverhalva (hoger eller
vanster), 5) CMT, 6) DCC-celltal, 7) Skillnad i CMT mellan juverhalvor, 8) Skillnad i DCC-
celltal mellan juverhalvor. Vid analys av tankmjolksproverna undersoktes fdljande
parametrar: 1) Laktationsmanad, 2) Besattning, 3) Forekomst av S. aureus vid
juverhalvprovtagning, 4) Foérekomst av S. aureus vid PCR av tankmjélk, 5) Procentandel
infekterade juverhalvor i besattningen, 6) Tankcelltal, 7) Datum for provtagning av tankmjolk
och 8) Datum for provtagning av individuella juverhalvor.

Ett forsok gjordes att berékna ett gransvarde for celltal for att skilja mellan juverhalvor
infekterade eller icke infekterade med S. aureus. Detta grénsvéarde definierades som
medelvardet for juverhalvprover infekterade med S. aureus minus 2 ganger medelvérdets
medelfel (SE) for detta medelvarde (SE = SD \/n_) Antalet djur infekterade respektive icke
infekterade med S. aureus som Oversteg detta gransvarde berdknades med PROC FREQ.
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RESULTAT

Odlingsresultat

Av proverna var 822 stycken (78 %) negativa vid odling och i 67 prover (6,4 %)
konstaterades vaxt av blandflora. Fran 162 av proverna (15 %) kunde renkultur med olika
bakterier odlas fram. De bakterier som identifierades var KNS, S. aureus, Bacillus cereus,
Streptococcus (Str.) agalactiae, Str. uberis, Enterococcus spp, Pantoea spp, Enterobacter
cloacae, samt Bacillus spp och Str. spp. Majoriteten av de odlingspositiva proverna utgjordes
av KNS (80 %) och S. aureus var det nést vanligaste fyndet (8 %). Av alla 129 prover positiva
for KNS var 44 prover (34 %) penicillinasproducerande medan motsvarande siffra for S.
aureus var 1 av 13 (7,7 %). Mer detaljerad information om odlingsresultaten redovisas i
Tabell 2 och Figur 1.

B Negativ vaxt

1%
1% 1%
1%
1%—‘ [ /‘
1% 3%

M Blandflora W KNS

W KNS M Staphylococcus aureus

m Staphylococcus aureus M Bacillus, ej cereus
MW Bacillus, ej cereus M Bacillus cereus

m Bacillus cereus Streptococcus agalactie

Streptococcus agalactie
Streptococcusuberis
Enterococcusspecies

Ovrigastreptokocker

Streptococcus uberis
Enterococcusspecies
Ovriga streptokocker

Pantoea species

Pantoea species Enterabacter clocae

Enterobacter clocae

Figur 1 - Odlingsresultat franjuverhalvsprover fran 530 getter i procent av samtliga prover (n=1051)
till vénster och i procent av positiva odlingar (n=162) till hoger.

Totalt var 132 getter positiva for nagon patogen i minst en juverhalva. Andelen getter som var
odlingspositiva i minst en juverhalva varierade mellan besattningarna. 1 de tre minsta
besattningarna (under 10 getter) hittades inga bakterier vid odling. Pa 5 av de 17 gardarna var
mellan 1 % och 15 % av de provtagna getterna infekterade med nagon bakterie i minst en
juverhalva. 1 9 av beséttningarna uppgick andelen provtagna getter med juverinfektion till
mellan 25 % och 50 % (se Tabell 1). KNS var den vanligaste bakterien i alla besattningar
utom i tre. | tva besattningar vaxte inga KNS. | den tredje besattningen var Enterobacter
cloacae den mest frekvent isolerade bakterien (42 % av prover positiva for specifika
patogener inom beséttningen). 1 5 av 15 beséttningar dar KNS véxte i minst ett prov var alla
KNS-isolat penicillinasnegativa. | en av besattningarna var alla isolerade KNS
penicillinasproducerande.
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Tabell 1. Oversiktlig sammanstallning av insamlade prover och provtagningsresultat for
mjolkprover tagna fran individuella juverhalvor fran 530 lakterande getter samt
tankmjolksprover i 17 besattningar

Besattni Mjolkan  Provtag Infektera  Infektera  Juverhalv  Antal PCR- Antal tank  Medelvdr  Medelvér
ng de getter na de de or med S.  positiva mjélkspro de de for
Antal getter individer  juverhalv  aureus tankmjélkspro  ver Tankeellt  getternas
Antal Antal or Antal (%) ver for S. al celltal,
(%) (%) Antal aureus Celler/ml  Celler/ ml
(%)
A 91 49 (54) 5 (10) 5(5,2) 1(1,0) 3 4 989 000 275710
B 100 39 (39) 11 (28) 12 (15,4) 2(2,6) 1 1 74 000 382 650
© 4 4 (100) 0 (0) 0(0) 0 (0) 0 1 966 000 1784120
D 58 46 (79) 4(9) 4(4,3) 0(0) 0 1 534 000 500 390
E 15 15 (100) 6 (40) 10 (33,3) 1(3.3) 1 ) 327000 1249500
F 58 58 (100) 1(2) 1(1,2) 0 (0) 2 2 395 000 536 810
G 7 7 (100) 0 (0) 0(0) 0 (0) 0 3 884 000 128 000
H 80 52 (65) 26 (50) 31(30,4) 3(2,9) 2 3 223000 1018600
1 47 47 (100) 14 (30) 15 (16,0) 2(21) 1 2 926 000 814 300
J 180 45 (25) 17 (38) 18 (90) 2(2,2) 2 2 672 000 639 960
K 2 2 (100) 0 (0) 0(0) 0 (0) 0 0 - 831500
L 50 42 (84) 21 (50) 27 (32,5) 0 (0) 0 1 1887000 1200010
M 59 42 (71) 4 (10) 5 (6,0) 0(0) 0 1 1092 000 590 510
N 15 15 (100) 2 (13) 3(10) 0(0) 0 1 477 000 915 440
O 16 16 (100) 8 (50) 11 (37,9) 1(34) 0 1 2122000 1021960
P 58 39 (67) 15 (38) 15 (19,2) 1(13) 0 2 80 000 211350
Q 12 12 (100) 3 (25) 5 (20,8) 0 (0) 0 1 312 000 395370
Totalant 841 530 137 162 13

al

Tabell 2. Odlingsresultat for mjélkprover tagna fran individuella juverhalvor fran 530
lakterande getter i 17 besattningar

Antal Andel av alla Andel av odlingar
prover prover (n=1051) positiva for specifika
patogener (n=162)

Negativ vaxt 822 78,0 -

Blandflora 67 6,4 -

KNS 129 12,3 79,6

Staphylococcus aureus 13 1,2 8,0

Bacillus, ej cereus 5 0,4 3,1

Bacillus cereus 2 0,2 1,2

Streptococcus agalactiae 1 0,1 0,6

Streptococcus uberis 2 0,2 1,2

Enterococcus species 2 0,2 1,2

Ovriga streptokocker 2 0,2 1,2

Pantoea species 1 0,1 0,6

Enterobacter cloacae 5 0,5 3,1

Totalt 1051 100 100
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S. aureus identifierades i 8 av 17 besattningar (Tabell 1). | dessa besattningar hittades 1-3 S.
aureus-positiva getter. Inga getter var dubbelsidigt infekterade med S. aureus, men en get var
enspent, en get hade KNS i motsatt juverhalva, en get var infekterad med Str. uberis och fran
3 getter isolerades blandflora. Ovriga getter var odlingsnegativa i motsatt juverhalva.

Celltal matt med DelLavals celltalsraknare

Merparten av besattningarna (10 av 16) provtogs i laktationsmanad 6-7. Celltalet 6kade med
laktationsmanad, men signifikanta skillnader sags inte mellan alla laktationsmanader (Figur
2). Ingen systematisk effekt av laktationsmanad sags for celltalet matt med DCC.
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Celltal

Figur 2. Celltalets medelvarde relaterat till laktationsmanad for mjélkprov (n=1051) tagna
fran juverhalvor fran 530 getter i 17 besattningar.

DCC-celltalet for juverhalvor med specifik infektion var signifikant hdgre (p<0,0001) &n for
negativa juverhalvor (Figur 3). For juverdelar infekterade med S. aureus var celltalet
signifikant hogre an for KNS (p<0,0001) och 6vriga bakterier (p<0,0001). Ingen signifikant
skillnad i celltal fanns mellan juverdelar infekterade med KNS och Ovriga bakterier eller
mellan negativa juverhalvor och juverhalvor med blandflora.

For negativa prover varierade celltalet mellan 18 000 och 6 116 000 celler/ml. Prover som var
positiva for S. aureus hade ett lagsta celltal pa 141 000 celler/ml och ett hogsta varde pa 6 206
000 celler/ml. Prover positiva for 6vriga bakteriegrupper varierade mellan 42 000 och 4 971
000 celler/ml.
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Figur 3. Celltalets medelvarde for juverhalvor indelade efter odlingsresultat (n=1051 prov

fran 530 getter)

Skillnader i celltal mellan hdger och vénster juverhalva inom get berdknades. Statistiskt
signifikanta skillnader (p<0,0001) fanns mellan alla odlingsresultatsgrupper, utom mellan
KNS och blandflora. Individer infekterade med S. aureus i en juverhalva hade den storsta
skillnaden i celltal mellan juverhalvorna (Figur 4). Nast hogst lag individer infekterade med
ovriga bakterier medan den lagsta skillnaden sags hos negativa individer.
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Figur 4. Medelvarde for skillnad i celltal mellan hdger och vanster juverhalva inom getter,

grupperat efter odlingsresultat (n=511)
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Celltalet understkt med CMT
For CMT sags ingen paverkan av laktationsmanaden.

For bakteriologiskt negativa juverhalvor var medelvérdet for CMT 2,3, vilket var samma som
for gruppen blandflora (Figur 5). Majoriteten av negativa prover hade CMT 2 (48 %) eller 1
(16 %), men CMT 4 (9 %) och 5 (2 %) var mindre vanligt (Figur 6).

CMT var signifikant hogre 1 infekterade jamfort med negativa juverhalvor (p<0,0001) (Figur
5). Juverhalvor infekterade med S. aureus hade signifikant hogre CMT an KNS och 6vriga
bakteriegrupper (p<0,0001) medan juverhalvor infekterade med KNS hade signifikant l&agre
CMT &n ovriga bakteriegrupper.

M Negativa juverhalvor

M Juverhalvor med blandflora

m Juverhalvor med KNS

M Juverhalvor med S. aureus

CMT-klass

m Juverhalvor infekterade med 6vriga
bakterier

Alla juverhalvor med specifika infektioner

Figur 5. Medelvarde for CMT for juverhalvprover indelat i grupper efter odlingsresultat
(n=1046)

Majoriteten av juverhalvorna infekterade med KNS hade CMT 3 (32 %) eller 2 (29 %) medan
ett fatal prover hade CMT 1 (11 %) eller 5 (9 %) (Figur 6). Gruppen 6vriga bakterier var jamt
fordelade over CMT 2 (25 %), 3 (30 %), 4 (25 %) och 5 (20 %). Ingen av juverhalvorna
infekterade med Ovriga bakterier hade bedémts som CMT 1.

Bland prover positiva for S. aureus hade (46 %) CMT 4, ovriga prover fordelades mellan
CMT 2 (15 %), 3 (15 %) eller 5 (23 %). Ingen S. aureus hade CMT 1.
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Figur 6. Fordelning av CMT for juverhalvor grupperat efter odlingsresultat (n=983)

Skillnader i CMT mellan hdger och vénster juverhalva inom varje get beréknades. Statistiskt
signifikanta skillnader fanns mellan infekterade och odlingsnegativa juverhalvor (p<0,0001).
Inga signifikanta skillnader kunde dock ses mellan getter med olika typer av juverinfektioner.
Skillnaden i CMT var lagst for djur utan infektion i nagon av juverhalvorna och hogst for de
djur dar minst en halva var infekterad med S. aureus (Figur 7). Skillnad i CMT mellan 0 och 1
var vanligast for odlingsnegativa djur (92 %), individer med KNS (87 %) och individer med
ovriga infektioner (82 %)(Figur 8). For S. aureus-positiva individer var skillnaden i CMT
ungefar jamt fordelad mellan 0 (33 %), 1 (20 %) och 2 (33 %). Endast en till tva individer ur
varje kategori hade sa stora skillnader som 4 poéng mellan juverhalvorna.

14 B Negativa individer
1,2
1 M Individer med KNS i minst en
" juverhalva
808 . -
= M Individer med S. aureusi minst en
E 0.6 juverhalva
© 04 M Individer med andra bakterier i
! minst en juverhalva
0,2 Alla juverhalvor med specifika
0 infektioner

Figur 7 - Medelvéarde for individens skillnad i CMT mellan hoger och vanster juverhalva,
grupperat efter odlingsresultat (n=513)
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Figur 8. Fordelningen av skillnaden i CMT mellan hdger och vanster juverhalva inom get,
grupperat efter odlingsresultat, blandflora ej redovisat (n=493)

Gréansvarden for celltal

Ett forsok gjordes att faststalla ett gransvarde for nar DCC-celltalet kan indikera sannolik
infektion med S. aureus i en juverhalva. Ett gransvérde beraknades utifran medelcelltalet for
S. aureus och sattes till 1 400 000 celler/ml. Sedan beraknades hur manga juverhalvor i de
olika kategorierna negativa juverhalvor, juverhalvor infekterad med 6vriga bakterier och
juverhalvor infekterade med S. aureus som skulle placeras under respektive Over det
berdknade vardet (Tabell 3).

Tabell 3. Fordelning av juverhalvor dver och under celltalsgransen 1 400 000 celler/ml,
indelade efter odlingsresultat (n=966)

Negativa Ovriga bakterier S. aureus Totalt
Antal (%) Antal (%) Antal (%) Antal (%)
<1400 000
celler/ml 735 (90,5) 105 (74) 5(38,5) 845 (87,5)
> 1400 000
celler/ml 77 (9,5) 36(25,5) 8 (61,5) 121 (12,5)
Totalt 812 141 13 966 (100)

Sensitiviteten och specificiteten for en celltalsgrans pa 1 400 000 celler/ml var 0,62 respektive
0,88. Det prediktiva vardet for ett negativt test (NPV) var 0,99 medan det prediktiva vérdet av
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ett positivt test (PPV) var 0,1 for S. aureus-infekterade juverhalvor. Av proverna positiva for
S. aureus hade 5 stycken (38,5 %) lagre celltal &n grénsvérdet och av dessa prover hade 4
celltal under 300 000 celler/ml. Vid detta gransvarde pa 1 400 000 celler/ml sags redan ett
stort antal falska negativa prover (93 %).

For skillnaden i celltal mellan juverhalvor inom get berédknades gransvardet for getter
infekterade eller inte infekterade med S. aureus till 1 350 000 celler/ml. Om detta gransvarde
anvandes var sensitiviteten 0,58 och specificiteten 0,94. NVP var 0,99 och PPV 15,4.

Eftersom skillnaderna i CMT mellan odlingsgrupperna var sa sma berdknades inget
grénsvarde for S. aureus-infektion. Inga prover positiva for S. aureus hade dock CMT under
2.

Tankprovsresultat

Laktationsmanad paverkade celltalet i tankmjolken signifikant (p<0,001), vilket steg med
okande laktationsmanad (Tabell 4). Medelvérdet for celltalet i alla tankmj6lksproverna (n=29)
var 685 000 celler/ml (Tabell 2).

Tabell 4. Medelvarde for tankcelltalet fordelat pa besattningarnas ungefarliga
laktationsmanad (n=29)

Uppskattad laktationsmanad for majoriteten av alla  Medelvarde for Antal
getter i besattningarna tankcelltal, celler/ml -10°  tankmj6lksprover

176
217
547
0
550
1391
966
611

0o ~No ol wWN B
A O N J O DN WD

N
(o]

Av 29 tankmjolksprover var 17 PCR-positiva for S. aureus. Av de 16 beséttningar som
skickade tankmjolksprover var tankmjolken fran 7 besattningar positiv for S. aureus vid minst
ett tillfalle (Tabell 2). 1 beséttning O och P hittades getter infekterade med S. aureus vid
juverhalvprovtagningen, men PCR av tankmjolken var negativ for S. aureus. | beséttning F
provtogs alla lakterande getter utan att nagon S. aureus kunde isoleras, men PCR for bakterien
var positiv vid de tva tillfallen tankmj6lksprover togs

Inga statistiskt signifikanta samband kunde identifieras mellan tankmjolkcelltal och férekomst
av S. aureus vid odling av juverhalvprover eller PCR av tankmjolk. Signifikanta samband
hittades inte heller mellan tankmjolkscelltal och forekomst av andra juverinfektioner vid
odling av juverhalvprover i beséttningarna.
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DISKUSSION

Eftersom S. aureus inte bara aterfinns i juvret hos getter, utan aven till exempel pa hud och i
sar (Jorgensen et al., 2005), ar det nog inte mojligt att helt utrota bakterien fran landets
getbesattningar. Dock vore det 6nskvart att med enkel diagnostik kunna identifiera getter som
bar patogenen i sina juver for att pa sa sétt minska risken for smittspridning till andra getter
samt minska risken att denna sjukdomsframkallande bakterie Overfors till
konsumtionsprodukter.

Forekomst av juverinfektioner

| denna studie var KNS den vanligaste bakterien som framodlades fran juverhalvprover, foljt
av S. aureus. Forekomsten av juverinfektioner i var studie liknar den i en tidigare svensk
studie (Persson och Olofsson 2011), &ven om prevalensen for S. aureus var nagot hogre i den
aldre studien. Forekomsten av juverinfektioner i studier fran Storbritannien (Hall och Rycroft
2012) och Nederlanderna (Koop 2012a) var hogre &n i de svenska studierna, dven om
prevalensen av KNS var ungefdr densamma i alla studierna (12,3-15,5 %). Den l&agre
forekomsten i svenska studier kan bero pa god juverhalsa i de provtagna besattningarna.
Besattningarna i de svenska studierna var ocksa forhallandevis sma jamfort med de utlandska
studierna. Besattningsstorleken i den brittiska studien varierade mellan 100 och 1 000
mjolkande getter (medeltal cirka 440 getter). | den nederlandska studien anges inte
besattningsstorleken, men medelbesattningarna i landet anses ligga pa mellan 400 och 600
mjolkgetter (Heidrich 2009). Enligt Bergonier (2003) kan en lag djurtathet ge ett lagre
smittryck och gora det enklare att halla en god juverhalsa.

Av alla isolat med S. aureus var endast ett penicillinasproducerande. | en norsk studie pa
getmjolk av Mgark (2005) var 3 (5 %) av 60 S. aureus-isolat penicillinasproducerande, vilket
ar jamforbart med denna studie. Var studie hade dock ett mindre totalantal S. aureus-positiva
prover. | en iransk studie (Ebrahimi 2010) var samtliga 14 isolat av S. aureus fran infekterade
getter penicillinasproducerande.

Matning av celltal for att identifiera juverhalvor infekterade med S. aureus

| denna studie hade juverhalvor infekterade med S. aureus signifikant hogre DCC-celltal
jamfért med odlingsnegativa juverhalvor, juverhalvor infekterade med KNS och juverhalvor
infekterade med specifika patogener. Odlingsnegativa juverhalvor hade signifikant lagre
DCC-celltal &n infekterade juverhalvor (alla bakterier). Dessa resultat stammer mycket val
overens med en tidigare svensk studie (Persson och Olofsson, 2011) och liknar dem fran
andra lander (Hall och Rycroft, 2007, Contreras et al., 1996, Lerondelle och Poutrel, 1984,
Poutrel och Lerondelle 1983) dven om nagra av dessa studier visade ett hogre celltal.
Provtagningsperiod och metod for att mata celltalet skiljde sig at mellan studierna (Tabell 5),
men i alla fanns signifikanta skillnader i celltal mellan negativa och infekterade juverhalvor.
Variationen i celltal mellan studier skulle dven kunna bero pa andra faktorer, sasom forekomst
av Caprint Artrit-/Encephalit(CAE)-virus (Lerondelle et al., 1992, Sanchez et al., 2001, Turina
et al., 2005). Prevalensen av CAE i Sverige &r i dagslaget okénd, men var mycket hdg fore

inforandet av kontrollprogram i Sverige 1998 (Nilson 1993).
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Tabell 5. Medelvarden for infekterade (alla bakterier) och odlingsnegativa juverhalvor i

tidigare studier pa get

Studie

Medelvarde for
odlingsnegativa

juverhalvor

Celler/ml

Medelvarde
for
infekterade

juverhalvor

Celler/ml

Foreslaget gransvarde
for att skilja mellan
icke infekterade och
infekterade juverhalvor

Celler/ml

Var studie, Sverige

530 getter provtagna i mitt- till
senlaktation, analyserat med
DCC

Persson och Olofsson (2011),
Sverige

111 getter provtagna i mitt- till
sen laktation, analyserat med
DCC

Hall och Rycroft (2007),
Storbritannien

Endast en juverhalva provtagen
fran 159 getter, alla
laktationsstadier, analyserat med
Fluorescens flédescytometer

Contreras et al. (1996), Spanien

369 provtagna getter i
laktationsmanad 2-3, analyserat
med Fossomatic

Lerondelle och Poutrel (1984),
Frankrike

1217 getter provtogs bade i
bdrjan och slutet av laktationen,
analyserat med Coulter Counter

Poutrel och Lerondelle (1983),
Frankrike

153 getter provtagna i tidig till
mittlaktation, analyserat med
Fossomatic (Ovre vérdet) och
Coulter Counter (nedre vardet)

434 000

481 000

428 000

1115000

1540 000

1 404 000
614 000

1 148 000

711 000

2785000

1909 000

2 858 000
1293 000

345 000

1 000 000

500 000

1 000 000

1 000 000
1 000 000

Ett av syftena med denna studie var att undersoka om det gar att identifiera en celltalsgrans
som kan skilja mellan juverhalvor infekterade med S. aureus och juverhalvor som inte &r
infekterade med bakterien. Trots att signifikanta skillnader fanns i celltal for juverhalvor
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infekterade med S. aureus och andra juverhalvor gick det dock inte att identifiera en sadan
celltalsgrans. Resultaten i var studie skiljer sig fran en nederlandsk studie (Koop, 2011) i
vilken en grans pa 1 500 000 celler/ml gav hog sensitivitet och specificitet (0,9 respektive
0,95). | tidig laktation och med 6kande laktationsstadium sags 6kad sensitivitet och minskad
specificitet for att identifiera S. aureus-infektion (Koop, 2011). I var studie var bade
sensitiviteten och specificiteten lagre (0,62 respektive 0,88).

Orsaken till att ett tillforlitligt gransvarde inte gick att identifiera i denna studie berodde pa att
det fanns S. aureus-infekterade juverhalvor med celltal under 300 000 celler/ml. Detta &r
under det lagsta gransvarde som foreslagits i ndgon studie for att skilja mellan negativa
juverhalvor och juverhalvor med juverinfektioner (Poutrel och Lerondelle 1983, Lerondelle
och Poutrel, 1984, Contreras et al., 1996, Hall och Rycroft 2012, Persson och Olofsson 2011).
Det ar ocksa lagre an medelcelltalet for negativa juverhalvor i var och andra studier (Persson
och Olofsson, 2011, Hall och Rycroft, 2007) En grans som inkluderat alla S. aureus-positiva
prover skulle i denna studie behdva ligga under 300 000 celler/ml. En sadan gréans skulle dven
inkludera en stor andel av negativa juverhalvor och juverhalvor infekterade med andra agens.
Att Koops studie (2011) kunde identifiera ett anvandbart varde skulle kunna bero pa att
stammarna av S. aureus i den studien var mer aggressiva och saledes gav en storre 6kning av
celltalet.

Att istéllet forsoka anvénda ett gransvarde som kan identifiera icke infekterade juver skulle
fungera battre eftersom det negativa prediktiva véardet (NPV) var mycket hogt (0,99), vilket
innebdr att en stor andel av de juverhalvor som enligt testet inte var infekterade med S. aureus
verkligen inte var det. Att NPV var sa hogt beror framst pa den laga prevalensen av den
eftersokta bakterien. Dessutom hade en stor andel av juverhalvor infekterade med S. aureus sa
laga celltal att de skulle vara testnegativa. Vad galler S. aureus ar det viktigt att hitta alla
infekterade individer for att forhindra smittspridning inom beséttningen, vilket enligt denna
studie inte skulle kunna dstadkommas genom att anvéanda en celltalsgrans.

I denna studie undersoktes &ven om en stor skillnad i celltal mellan juverhalvorna kunde vara
en indikator pa juverinfektion med S. aureus. Skillnaderna i celltal mellan juverhalvorna var
signifikant hogre for getter med S. aureus an for odlingsnegativa getter, getter infekterade
med KNS och getter infekterade med 6vriga bakterier. Precis som for det absoluta celltalet
gick det dock inte att finna ett gransvarde som kunde skilja mellan getter med eller utan S.
aureus-infektion. Fysiologiska celltalsokningar borde paverka bada juverhalvorna i samma
utstrackning, men infektion i en juverhalva borde inte paverka den motstaende juverhalvans
celltal. Skillnaden i celltal borde darfor vara ett béttre redskap an det absoluta celltalet, men
det finns motsagelsefulla uppgifter rérande detta. Enligt en studie (Maisi 1990b) kunde
celltalet i motsatt juverhalva paverkas, medan en annan studie inte visade nagon sadan effekt
(Nesbakken 1976). Ett annat problem vid analys av skillnader i celltal kan vara dubbelsidiga
juverinfektioner. Vid dubbelsidiga infektioner kan celltalet i bada juverhalvorna 6ka och
celltalsskillnaden mellan juverhalvorna minskar darfor. 1 denna studie hittades inga individer
som var dubbelsidigt infekterade med S. aureus. Dock forekom getter som var positiva for S.
aureus i en juverhalva och for andra patogener i den andra juverhalvan.
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Ute i beséattningar & CMT ett mer praktiskt test for att beddéma celltalet &n DCC. Det ar
enkelt, snabbt och billigt och kan utféras pa manga djur. Juverhalvor infekterade med S.
aureus hade signifikant hogre CMT &n negativa juverhalvor, juverhalvor infekterade med
KNS och juverhalvor infekterade med andra bakterier. For skillnaden i CMT fanns
signifikanta skillnader mellan infekterade och odlingsnegativa juverhalvor, men inte mellan
juverhalvor infekterade med S. aureus och andra bakterier. Resultatet indikerar dock att
CMT-unders6kning och skillnaden i CMT mellan getens juverhalvor kan vara ett bra verktyg
for att hitta juverinfektioner i besattningen, &ven om inget gransvarde kunde hittas for att
identifiera S. aureus. Att skillnaderna mellan odlingsresultaten i DCC-celltal var storre &n
skillnaderna i CMT kan bero pa att celltalet matt med DCC ér ett kontinuerligt matt med ett
stort spann mellan hogsta och minsta vardet medan CMT &r en fast skala mellan 1 och 5 och
darigenom mindre flexibelt. Med en kontinuerlig skala kan &ven mindre skillnader i celltalet
iakttas. Majoriteten av proverna bedémdes i denna studie av samma person, men totalt
beddmdes CMT av tre olika personer. Bedémningen av CMT ér subjektiv och tolkningen kan
darfor bero pa den som laser av testet. Om samma person bedomt alla proverna hade det blivit
mer standardiserat.

Okande laktationsmanad gav ett hogre tankcelltal. Dock sdgs inga signifikanta skillnader i
celltalet hos juverhalvproverna mellan olika laktationsmanader. Laktationsstadium har i
tidigare studier visats ha en viktig paverkan pa celltalet hos mjolkgetter (Zeng och Escobar
1995, McDougall et al., 2001, Paape et al., 2001, Gomes et al., 2006, Paape et al., 2007,
Olechnowicz och Sobek 2008, Koop et al., 2009). Orsaken till att signifikanta skillnader inte
kunde ses i denna studie kan vara att getternas egna individuella laktationsstadium inte
registrerades utan laktationsstadiet berdknades som ett medelvdarde for beséttningen.
Dessutom var endast en besattning provtagen i laktationsmanad 3 och 5 och ingen i
laktationsmanad 4.

Materialet som anvandes till denna studie utgjordes till stor del av friska djur och darfor var
en lag prevalens av S. aureus forvantad. For bakteriell undersokning av mjolkprover saknas
idag en guldstandard, men odling av mjélkprover anvands i de flesta studier som referens och
anses vara den bésta tillgangliga metoden for att identifiera juverinfektion (Torres 2009). Det
ar dock ingen perfekt metod (Erskine och Eberhart 1988) eftersom det inte alltid speglar de
patogener som finns i juvret (Buelow et al., 1996, Sol 2002). Vissa bakterier som S. aureus
utsondras intermittent (Sears et al., 1990) eller i sa sma mangder att de inte foljer med i den
lilla provmangd som inokuleras pa blodagarplatta vid odling (Buelow et al., 1996). Koop
visade 2011 att trots att specificiteten for bakteriologisk odling &r sa gott som 100 % é&r
sensitiviteten mycket lag, vilket skulle betyda att infektionsprevalensen egentligen &ar hogre én
uppskattat. Sears et al. (1990) visade i en studie pa mjolkkor att sensitiviteten for att med
bakteriologisk odling korrekt kunna identifiera S. aureus i en infekterad juverdel inte var
hogre &n 0,74. Om fler prover togs 6ver tid kunde sensitiviteten okas till 0,94 vid sammanlagt
2 prover och 0,98 om totalt 3 mj6lkprover odlades fran samma juverdel. Detta innebar att
odling kan ha resulterat i en falskt lag prevalens av S. aureus i var studie och innebara att en
andel av vara odlingsnegativa prover var falskt negativa. Detta skulle kunna forklara varfor
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nagra av de negativa proverna hade lika hoga celltal som de hdgsta celltalen hos S. aureus-
positiva prover (6 116 000 respektive 6 202 000 celler/ml). Om getterna provtagits vid
upprepade tillfallen skulle sensitiviteten for odlingen ha kunnat forbattras i var studie.
Anvandning av PCR istallet for odling skulle kunna forbattra sensitiviteten ytterligare
(Koskinen et al. 2010).

Celltal och PCR-undersdkning for S. aureus av tankmjolk

Ett av syftena med denna studie var att se om celltalsundersékning med DCC eller
bakteriologisk undersékning av férekomst av S. aureus med PCR av tankmjélken kan
indikera att getterna i besattningen har juverinfektioner med S. aureus. | var studie kunde
dock inga signifikanta samband ses mellan tankmjolkscelltal och férekomst av S. aureus vid
juverhalvprovtagning eller vid PCR-analys av tankmjolk. Inga samband kunde heller ses
mellan tankcelltal och hog prevalens av andra juverinfektioner i besattningen. Ar 2004
utforde Jayaro en studie dar 126 mjolkkobeséttningar vid fyra tillfallen skickade in
tankmjolksprover for analys av tankcelltal och bakterieodling. Denna studie visade att om S.
aureus isolerats fran mjolktanken vid bakterieodling vid flera tillfallen skilda i tid i samma
beséttning kunde en signifikant (p<0,05) ékning i celltal ses hos tankmjolken. Samma resultat
sag Riekrink (2006) i en liknande studie som omfattade 258 besattningar och Rysanek (2009)
som undersokte tankmjolksprover fran 268 mjolkkobesattningar. Alla dessa tre studier visade
aven samma resultat for Str. agalactiae och de anvénde alla bakterieodling for att identifiera
forekomst av bakterien. | en liknande studie pa get dar 3 tankmjolksprover togs med 2
veckors mellanrum kunde man inte se nagon korrelation mellan tankcelltal och isolering av S.
aureus vid bakteriologisk odling av tankmjolkprover. Daremot fanns en korrelation mellan
tankcelltal och totalantal stafylokocker i tankmjolken (Koop et al., 2010).

Att S. aureus-infektioner, som kan ge en signifikant hojning av celltalet hos individen, inte
ger utslag pa tankmjdlkscelltalet i studierna pa get kan bero pa att prevalensen av infekterade
juverhalvor &r sa lag att tankmjolkscelltalen inte paverkas namnvart (Deinhofer och
Pernthaner, 1995, Luengo et al., 2004). | var studie utfordes bakteriologiska undersokningar
av tankmjolken med PCR istallet for odling, da sensitiviteten &r hogre an for odling och
studien var fokuserad pa S. aureus. Eftersom de tidigare studierna (Jayaro 2004, Riekrink et
al., 2006, Rysanek et al., 2009) pa mjolkkor anvant sig av odling istallet for PCR kan det
betyda att en hogre andel infekterade individer behdvdes i beséttningen for att en besattning
skulle klassas som positiv for S. aureus. Detta skulle kunna vara en orsak till att ett hojt
tankmjolkscelltal kunde ses i studierna pa mjolkkor, men forklarar inte varfor ingen héjning
av celltalet kunde ses i Koops et al. (2010) studie pa mjolkgetter. Eftersom sensitiviteten for
odling ar lag kan det vara nodvandigt med upprepad provtagning over tid for att forbattra
sensitiviteten (Sears et al., 1990), vilket inte gjordes i nagon av de tidigare studierna (Riekrink
et al., 2006, Koop et al., 2010).

Det har setts hos mjolkkor att tankmjolkscelltalet kan forbli lagt trots hog forekomst av S.

aureus-mastiter om mastiter upptacks tidigt eller om individer med hoga celltal utesluts och

den infekterade mjolken saledes inte inkluderas i tankmjélken (Torgerson et al., 1992). Pa
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mjolkkosidan finns det exempel pa besattningar dar man sett att tankcelltalet paverkats
(Edmondson 2012) eller inte paverkats (Torgerson et al., 1992) av hog forekomst av S. aureus
bland korna i besattningen. | en studie av Edmondson (2012) kunde S. aureus isoleras fran 34
(25 %) mjolkkor i en beséttning med 135 lakterande kor. | den beséttningen hade tankcelltalet
okat fran 91 000 celler/ml till 554 000 celler/ml under en niomanaders period och den hdga
forekomsten av S. aureus-mastiter berodde pa att den automatiska spendoppningen i
mjolkroboten hade slutat fungera. | en annan studie av Torgerson et al. (1992) sags trots en
hdg incidens av S. aureus-mastiter bland korna ingen 6kning av beséttningens tankcelltal.
Detta ansags dock bero pa djurskotarnas formaga att tidigt hitta kliniska mastiter bland korna i
besattningen och saledes kom den infekterade mjélken med hoga celltal aldrig med i
tankmjolken. | dessa studier undersokte man inte tankmjélken bakteriologiskt, infektion med
S. aureus hittades via bakteriologisk undersokning av mjolken fran kor med hdga celltal.

Prevalensen av juverinfektion med S. aureus i beséttningarna i de tre tidigare namnda
studierna pa tankmjolk fran kor (Jayaro et al., 2004, Riekrink et al., 2006, Rysanek et al.,
2009) skulle alltsa kunna vara hogre an i de positiva besattningarna i var studie och saledes ha
storre mojlighet att paverka tankcelltalet. | de tre studierna som utférdes pa mjolkkor togs
inga individuella juverdelsprover och inga data finns 6ver hur manga djur i besattningarna
som hade juverinfektioner med S. aureus. | var studie hittades som mest tre infekterade
juverhalvor i samma getbesattning.

PCR-undersokning av tankmjolk for att detektera S. aureus var i var studie inte en palitlig
metod for att identifiera gardar med forekomst av S. aureus hos getterna, trots att 6 av 8
beséttningar dér S. aureus hittades vid juverhalvprovtagning vid minst ett tillfalle var PCR-
positiva vid tankmjolksanalys. Inga signifikanta samband kunde ses mellan fynd av S. aureus
vid odling av juverhalvprover och vid PCR av tankmjolksprover.

Ett negativt svar for S. aureus vid PCR-analys var inte heller palitligt. Aven om PCR-testet
var negativt vid ett provtagningstillfalle kunde det vid en annan tidpunkt i samma beséttning
vara positivt och getter med S. aureus-infekterade juver hittas vid juverhalvprovtagningen.
Detta var fallet i 4 av de 16 besattningarna. Det forekom &ven att tankmjolksprovet var
positivt vid PCR, trots att inga S. aureus-infekterade getter hittades vid
juverhalvprovtagningen och alla mjélkande getter i besattningen provtogs.

Vissa bakterier, som S. aureus, utsondras intermittent (Sears 1990) eller i sa sma mangder att
de inte foljer med i den lilla provméangd som analyseras (Buelow et al., 1996). Den
intermittenta utsondringen skulle kunna forklara varfor PCR inte var positivt for S. aureus vid
varje tankprovtagning, trots att bakterien hittades i besattningen vid den individuella
provtagningen. Eftersom inte alla tankmjolksprover skickades i néra anslutning till den
individuella provtagningen kan naturligtvis infektionslaget i besattningen ha férandrats och
det &r svart att jamfora prover tagna vid olika tillfallen. | de fall dar PCR-testet for S. aureus
var positivt, men inga positiva djur hittades vid juverhalvprovtagningen, skulle det positiva
provsvaret kunna bero att infekterade djur missades vid provtagningen. Det skulle d&ven kunna
bero pa kontamination av mjolkprovet vid provtagning och hantering eller fran en reservoar,
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till exempel i rorsystemet till mjolktanken. | de fall déar S. aureus-positiva djur identifierats
vid individprovtagning och tankmjdlksprover sedan insamlats senare finns det en risk att
djurdgaren slagit ut positiva djur mellan provtagningarna och att mjoélken fran dessa getter
saledes inte kom med i tankmjolksprovet. Detta skulle mojligen kunna vara fallet for
besattningarna O och P. Bakterierna kan ocksa komma fran exempelvis hud, mjclkare eller
mjolkledningar.

Konklusion

Resultaten i denna studie visar att juverinfektion hos get med S. aureus leder till hogre
mjolkcelltal &4n andra bakterieinfektioner. Celltalet métt med DCC eller CMT kan saledes vara
en hjalp att identifiera S. aureus-infekterade getter i besattningen. Dock &r det inte mgjligt att
med celltalsundersokning identifiera alla S. aureus-infekterade getter. Skillnaden i celltal matt
med DCC och CMT mellan getens bada juverhalvor kan ocksa vara ett verktyg for att
identifiera juverinfektion, men med CMT var det inte en specifik indikator for juverinfektion
orsakad av S. aureus. Tankcelltalet var inte ett palitligt matt for att indikera S. aureus-
forekomst hos getterna i besattningen. PCR-analys av enstaka tankmjolksprov avseende
forekomst av S. aureus var inte heller en helt palitlig indikator for S. aureus-forekomst hos
getterna. Upprepad tankmjolksprovtagning och bakterieundersékning kan dock troligen ge en
indikation pa om getterna i besattningen har juverinfektioner med S. aureus eller inte.
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RAD TILL DJURAGARNA

Vi rekommenderar att juverhalvor med hogt celltal (méatt med CMT eller DCC) bor
provtas och undersokas for forekomst av S. aureus. Det kan dock vara sa att alla
juverhalvor infekterade med S. aureus inte kan hittas med hjélp av celltalsundersékningar.

Vi rekommenderar att djur med stora skillnader i celltal (matt med CMT eller DCC)
mellan juverhalvorna bor provtas och undersdkas for forekomst av S. aureus. Vid
dubbelsidig infektion kan dock skillnaden mellan juverhalvor bli mindre eftersom bada
halvorna far ett 6kat celltal. Skillnader i CMT mellan getens bada juverhalvor &r inte specifikt
for S. aureus, men kan indikera att juverinfektion med denna eller nagon annan bakterie
foreligger.

Vi rekommenderar att PCR-undersdkning av tankmjolken avseende férekomst av S.
aureus utfors upprepade ganger under laktationsperioden for att resultatet ska vara
tillforlitligt. Resultatet av ett enda prov ar inte tillforlitligt pa grund av bakteriens
intermittenta utséndring och risken for kontamination av provet.

Vi kan inte rekommendera att ett hogt tankmjélkscelltal anvands som en indikator pa
att getterna ar infekterade med S. aureus.

For att fa en sa god helhetssyn som mojligt 6ver halsolaget i besattningen bor alla fynd,
bade fran tankmjolk och individuella juverhalvor vagas samman.

Tack

Ett stort tack till mina engagerade handledare Ylva och Karin som tidlmodigt stéttat och
pushat mig for att gora detta arbete sa bra som majligt. Tack till Patrice som hjélpt mig att
hitta ratt vdg genom den statistiska djungelns dunkla stigar. Ett stort tack till Maja som varit
en ovarderlig hjéalp i labbet och en sann expert pa fina Excel-filer. Tack till Sandbergs
forskningsfond som gjort denna studie mojlig. Slutligen ett stort tack till alla getter och
djuragare som sa val bemétt mig och visat intresse for projektet.
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