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SAMMANFATTNING

Mastit hos mjolkkor ar en viktig sjukdom bade ur ekonomisk synpunkt och
djurhélsosynpunkt. Att snabbt stélla réatt diagnos ar en forutsattning for korrekt
behandling och andra férebyggande atgarder sdsom gruppering av mjélkkorna och
korrekt mjolkningsordning. Idag sker den bakteriologiska diagnostiken med hjalp
av konventionell odling, bade i falt och pa laboratorium. Att anvanda PCR,
Polymerase Chain Reaction, for bakteriell diagnostik av mjélkprov fran djur med
mastit & dock pa frammarsch och idag finns ett kommersiellt test tillgangligt
vilket detekterar de 11 vanligaste juverpatogenerna samt genen for beta-
laktamasproduktion, blaZ. Nagra kanda fordelar med PCR &r den korta
analystiden och dess formaga att detektera mycket sma mangder bakterier.
Nackdelar med metoden ar t ex att den detekterar ett begransat antal patogener
samt svarigheter att utfora vidare analyser sasom undersokning av andra typer av
antibiotikaresistens, da detta kraver en levande bakteriekultur.

| denna studie undersoktes totalt 133 mjolkprov med bade konventionell odling
och PCR. Resultaten tyder pa att PCR-metoden detekterar fler prov med specifik
infektion an odlingen och att formagan att detektera Streptococcus agalactiae i
bade juverdels- och samlingsprov ar battre med PCR. PCR-resultaten rérande
detektion av Staphylococcus aureus samt penicillinas-produktion var dock
svartolkade. For att faltveterinaren ska kunna tolka PCR-resultaten korrekt behovs
noggranna instruktioner och utbildning.

Den okade analyskostnad som PCR-tekniken innebdar bor beaktas nér nyttan med
metoden utvarderas. PCR-analysen har potential som komplement till
konventionell odling men bor utvecklas vidare innan den helt kan ersétta odlingen
som rutinmetod vid bakteriologisk diagnostik av mastit.



SUMMARY

Mastitis in dairy cows is an important disease for economic reasons as well as for
animal health. To quickly make a correct diagnosis is essential for adequate
treatment and other preventive measures such as grouping of animals and correct
milking order. Today, bacteriological diagnostics is based on conventional
culture, both in the field and at the laboratory. To use PCR, Polymerase Chain
Reaction, for bacteriological diagnostics of milk samples from animals with
mastitis is, however, coming more and more. Today, a commercial test is
available, which detects the 11 most common udder pathogens, and the gene for
beta-lactamase production, blaZ. Some known advantages of PCR are the short
analysis time and its ability to detect very small amounts of bacteria. Limitations
with the method are for example that it detects a limited number of pathogens and
difficulties to perform further tests such as evaluation of other types of
antimicrobial resistance, as this requires a bacterial culture.

In this study 133 milk samples were analyzed using conventional culturing and
PCR. The results indicate that the PCR method detects specific infection in more
samples than culturing, and that the ability to detect Streptococcus agalactiae in
both udder quarter samples and cow composite samples is better with PCR. The
PCR results regarding detection of Staphylococcus aureus and beta-lactamase
production were, however, difficult to interpret. To ensure that the field
veterinarian interprets the PCR results correctly detailed instructions and
education is needed.

The increased cost of analyses for PCR should be considered when evaluating the
value of the method. The PCR analysis has potential as a complement to
conventional culturing, but should be developed further in order to completely
replace culturing as the standard method for bacteriological diagnostics of
mastitis.



INLEDNING

Mastit  (juverinflammation) & idag den vanligast fdérekommande
infektionssjukdomen hos vara svenska mijolkkor. Sjukdomen orsakar stora
problem for bade djurens hélsa och for mjélkproducenternas ekonomi. | Sverige
har kostnaderna for producenterna till foljd av mastit beréknats till ca 450
miljoner kronor. Utslagning pa grund av nagon typ av mastit star sammanlagt for
omkring 25 % av de totala utslagningssorsakerna (Djurhélsovard Svensk Mjolk,
2007/2008). Forlusterna orsakas primért av mindre mjélkproduktion, férsamrad
mjolkkvalité och hogre produktionskostnader (Riffon et al, 2001).

Det finns manga olika bakteriella juverpatogener och diagnostik av dessa ar av
stor betydelse for t ex val av behandling, beddmning av prognos samt insattande
av strategier for minskad smittspridning i en besattning. Idag sker diagnostiken i
Sverige med hjalp av konventionell odling vilket inkluderar anvéndning av
biokemiska tester vid behov. Flertalet mjolkprov fran kor med klinisk mastit odlas
av faltveterinaren sjalv, medan prover fran subkliniska mastiter bor skickas till ett
ackrediterat laboratorium for analys.

Konventionell odling har sedan lange varit den enda tillgdngliga metoden for att
diagnostisera den bakteriella orsaken bakom juverinflammationen. P& senare tid
har dock flera studier gjorts dar molekylar metodik, Polymerase Chain Reaction
(PCR), utvérderats som ersattning eller komplement till odling (Riffon et al, 2001,
Phuektes et al, 2003; Gillespie & Oliver, 2005; Koskinen et al, 2009; Taponen et
al, 2009). Det finns bade single-PCR, dar endast en bakteriell patogen pavisas,
och multiplex-PCR, dar flera agens kan identifieras samtidigt. Anvandandet av sa
kallad realtids-PCR, dar bakteriernas DNA pavisas bade kvalitativt och
kvantitativt, har lett till ytterligare framsteg.

| dagslaget finns en kommersiell multiplex realtids-PCR, PathoProof™ Mastitis
PCR Assay (Finnzymes Diagnostics), tillgdnglig som alternativ till konventionell
odling. Denna metod ar en av de forsta i sitt slag som anvands kommersiellt och
inte enbart i forskningssyfte (Koskinen et al, 2009). Denna realtids-PCT kan
detektera de 11 vanligast forekommande mastitpatogenerna samt genen blaZ som
ar ansvarig for pencillinasproduktion hos stafylokocker.

Négra av de kanda fordelarna med PCR-metoden &r den korta analystiden (3-4
timmar), mojligheten att detektera genen for beta-laktamasproduktion samt
mojligheten att detektera sma mangder bakterie-DNA i ett prov. Metoden har
dock dven vissa nackdelar och det finns i vissa fall osakerhet om hur resultatet ska
tolkas, vilket har betydelse for val av behandling och atgérder i falt. Nyttan och
behovet av PCR-tekniken jamfort med konventionell odling utifran
faltveterinarens perspektiv &r inte heller klarlagda.



BAKGRUND
Mastit
Allméant om mastit

Mastit ar en multifaktoriell sjukdom vilken ar svar att kontrollera da orsakerna
kan vara manga, trauma, kemisk irritation eller infektion med olika agens
(Cremonesi et al, 2006). Vanligtvis orsakas sjukdomen av att bakterier invaderar
juvret via spenkanalen och ger upphov till inflammation. Detta sker da djurets
forsvarsmekanismer sviker och bakterier multipliceras och retar till att initiera
kroppens immunforsvar. Syftet med inflammationsreaktionen ar att pa sikt
aterstalla juvrets normala funktion (Sandholm et al, 1995).

Sjukdomen kan yttra sig som klinisk eller subklinisk mastit. Vid klinisk mastit ses
ofta forandringar i mjolkens utseende, svullnad i juvret och nedsatt
mjolkproduktion. | vissa fall dr dven kons allmantillstand nedsatt. Vid subklinisk
mastit ses inga kliniska symtom men vid provtagning av mjélken ses bland annat
hdga celltal.

Hur vanligt det ar att en ko veterindrbehandlas for mastit (ffa klinisk mastit) i
Sverige framgar av Djursjukdata fran Svensk Mjolk for 2007/2008. Enligt Tabell
1 kan man se att mastit ar vanligare hos aldre kor &n hos yngre. Medelvardet i
Sverige under namnd period var 14,3 sjukdomstillfallen/100 kor. Dessa siffror
anger dock endast veterindrbehandlade och rapporterade fall och &r en
underskattning av det totala antalet kor som drabbats av mastit. Enligt Mork
(2009) veterinarbehandlas cirka 78 % av alla fall av klinisk mastit medan ungefar
75 % av de veterindrbehandlade fallen rapporteras till djursjukdatabasen. Om man
tar hansyn till dessa faktorer skulle den sanna incidensen f6r 2007/2008 varit cirka
23 kor/ 100 kor (Mork, 2009).

Tabell 1. Hur vanligt det ar att en ko behandlas av veterinar for mastit fordelat pa
laktationsnummer. Presenterat som antal sjukdomstillfallen/100 kor och ar (efter Svensk
Mjolk 2007/2008)

Laktationsnummer Antal sjukdomstillfallen/100kor/ar
1 9,1

2 14,0

3 18,7

4 22,3

5 23,9

>5 25,8

Totalmedel 14,3

Vanliga juverpatogener

Varje land har sitt panorama vad galler juverpatogener, vilket bland annat kan
bero pé skillnader i behandlingsstrategier (Ericsson Unnerstad et al, 2009). Ar
1994-1995 utfordes en undersokning avseende vilka bakterier som lag till grund
for kliniska mastiter i Sverige (Nilsson et al, 1997). En liknande undersékning
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rorande akut klinisk mastit utférdes 2002-2003 (Ericsson Unnerstad et al, 2009).
Eftersom fler besattningar gatt 6ver till 16sdrift istallet for uppbundna stallar samt
att besattningarna okat i storlek var forvantningen att bakteriepanoramat hade
forandrats jamfort med den tidigare undersokningen. Enligt studien gjord 2002-
2003 kunde dock ingen vasentlig fordndring av fordelningen mellan de olika
bakterierna vid klinisk mastit ses jamfort med den tidigare studien. Stafylokocker,
streptokocker och koliformer ar fortfarande de vanligaste bakteriegrupperna som
orsakar mastit i Sverige men det finns dven manga andra bakterier som potentiellt
kan infektera juvret (Ericsson Unnerstad et al, 2009). Férdelningen mellan olika
infektionsagens ges i Tabell 2. Fran tabellen kan utlasas att 8 patogener stod for
over 80 % av alla kliniska mastiter.

Det finns ingen aktuell undersékning som speglar de vanligast forekommande
mastitbakterierna vid subklinisk mastit i Sverige. Istallet har resultat fran prover
analyserade vid SVA 2002/2003 (Svensk Mjolk, 2003) anvants for att ge en bild
av hur laget ser ut i Sverige idag (Tabell 2). Det materialet tyder pa att
stafylokocker och streptokocker star for den dominerande andelen patogener éven
vid subklinisk mastit.

Tabell 2. De vanligaste mastitpatogenerna vid klinisk mastit under aren 2002-2003
(Ericsson Unnerstad et al, 2009) samt férdelning bland bakteriologiskt positiva (specifik
infektion) mjolkprov fran subklinisk mastit analyserade vid SVA 2002-2003 (Svensk
Mjolk, 2003) hos svenska mjolkkor

Kliniska mastiter Subkliniska mastiter
Patogener Procent Procent
Arcanobacterium pyogenes 6 % 1%
Escherichia coli 16 % 3%
Klebsiella spp. 4% 2%
Koagulasnegativa stafylokocker 6 % 23 %
Staphylococcus aureus 21 % 41 %
Streptococcus agalactiae 1% 2%
Streptococcus dysgalactiae 16 % 13 %
Streptococcus uberis 11 % 11 %
Ovriga bakterier® 3% 1%
Ovriga streptokocker 1% 3%
Kontaminerade 5% -
Ingen vaxt 11% -

%inkl enterokocker och dvriga koliformer

Juverpatogenerna kan klassificeras som antingen kobundna eller miljébundna
beroende pa deras priméra reservoar och smittsatt. Den primara reservoaren for
kobundna patogener &r kons juver och dessa agens smittar vanligtvis via kontakt
med infekterad mjolk. Viktiga bakterier inom denna grupp &r Staphylococcus
aureus och Streptococcus agalactiae. Utnyttjande av sintidsbehandling,
spendesinfektion  efter ~ mjélkning, allmdn  mjolkningshygien  och
mjolkningsordning &r viktiga atgarder som kan hjalpa till att minska

5



smittspridningen. For de miljébundna patogenerna sker smittspridningen vanligen
mellan mjolkningarna da djuren utsatts for en miljo med dalig hygien. Dessa
patogener &r sk opportunister och for att hindra att djuren blir infekterade &r det
viktigt att minska exponeringen for bakterierna (god hygien) samt att stimulera
djurens motstandskraft mot infektioner. De viktigaste bakterierna inom denna
grupp &r Escherichia coli, Klebsiella spp och Streptococcus uberis (Makovec &
Ruegg 2003).

Antibiotikaresistens

Antibiotikaresistens ar ett standigt okande problem inom bade human- och
veterindrmedicinen (Bengtsson et al, 2009). Av den totala antibiotika-
anvandningen till mjolkkorna star mastiterna fér en betydande del.

Bengtsson et al (2009) visade att de flesta av bakterierna associerade med akut
Klinisk mastit i Sverige ar kénsliga for de preparat som anvands fér behandling.
Idag behandlas 80 % av alla mastiter i Sverige med penicillin (Landin, 2006),
vilket stimmer vél med fordelningen av bakterieagens angiven i Tabell 2. Vart att
namna ar att majoriteten av stafylokockerna och alla streptokockerna var kansliga
for penicillin. Resistens mot penicillin i form av beta-laktamasproduktion, &ven
kallat penicillinas, patraffades hos 7,1 % av alla Staphylococcus aureus och hos
12,5 % av alla koagulasnegativa stafylokocker isolerade fran klinisk mastit
(Bengtsson et al, 2009). Penicillinasproducerande bakterier &r resistenta mot
penicillin eftersom de bryter ner beta-laktamringen i penicillin vilket gor det
verkningslost. BlaZ &r den gen i stafylokockernas genom som kodar for beta-
laktamasproduktion (Lowy, 2003). Pavisande av blaZ-genen vid realtids-PCR
korrelerar val till penicillinasproduktion och kan darfor anvandas som diagnostisk
metod (Haveri et al, 2005).

Konventionell bakteriologisk odling av mjdlkprov
Nar, var och hur?

Diagnostiken av mastitorsakande bakterier i Sverige sker idag med hjalp av
konventionell odling, vilken fortfarande &r den gyllene standarden for
identifikation av bakterier fran mjolk. Identifiering av bakteriespecies sker baserat
pa fenotyp samt biokemiska och enzymatiska egenskaper (Gillespie & Oliver,
2005).

En stor del av proverna fran kor med klinisk mastit odlas i falt av praktiserande
veterindr. | féalt anvands ibland vanliga blodagarplattor men oftast anvands
selektiva agarplattor for att pa ett smidigt satt kunna skilja pa streptokocker,
stafylokocker samt koliformer. Plattorna inkuberas vanligen 6ver natten i 37°C
och néasta dag far djuragaren ett preliminarsvar angaende vad som véaxer och
utvardering av insatt behandling sker. Genom bedémning av koloniutseende och
véxt eller inte vaxt pa selektiva agar samt i vissa fall narvaro eller franvaro av
hemolyszoner kan den praktiserande veterinaren vanligen skilja pa de vanligaste
bakterierna eller bakteriegrupperna. Det huvudsakliga malet med denna
diagnostik ar att skilja pa gramnegativa och grampositiva bakterier for val av
behandling samt detektion av smittsamma bakterier for insdttande av
besattningsatgarder. Prover fran mijolkkor med subklinisk mastit skickas med
fordel till ett ackrediterat laboratorium for diagnostik da analysen av dessa prover
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ofta ar mer kravande. Det ar i dessa fall ocksa viktigt att identifiera olika
bakteriespecies och inte bara bakteriegrupp.

Kanda for- och nackdelar

Nagra troliga anledningar till att odling lange har varit den gyllene standarden for
mastitdiagnostik ar att det ar relativt enkelt att utfora och att det inte behdvs nagon
dyr utrustning, endast odlingsplattor, dglor och ett 37° C skdp for inkubation.
Enkla kompletterande tester sasom  gramfargning, katalastest och
kaliumhydroxidtest kan underlatta diagnostiken. Kostnaden for odling ar lagre an
nya molekylara metoder, vilket kan vara en viktig faktor nér en bonde beslutar om
provtagning eller inte i sin besattning. En annan férdel med odling &r att man har
en levande bakteriestam vilken kan testas med avseende pa olika typer av
antibiotikaresistens (Gillespie & Oliver, 2005). Det innebar ocksa att det ar
mojligt att frysa in och spara bakteriestammen for eventuella senare
undersokningar.

En mycket viktig foérdel med konventionell odling ar att den har potential att
upptacka de flesta mastitorsakande bakterierna. Over 135 olika mikroorganismer
har isolerats fran djur med mastit (Bradley, 2002). De ovanliga juverpatogenerna
orsakar vanligen inte stora utbrott i Sverige, men diagnostik av dessa ar anda
viktig pa grund av deras potential att spridas inom en besattning. Dessutom &r en
del av dessa ovanliga patogener potentiella zoonoser. Exempel pa mer ovanliga
patogener som kan patraffas ar Enterobacter spp, Citrobacter freundii, Serratia
spp, Proteus mirabilis, Candida spp (jastsvamp), Listeria spp, Pseudomonas
aeruginosa och Mycoplasma spp. De flesta av ovan ndmnda patogener finns i
kons miljo (Lindhagen & Persson Waller, 2006).

Exakt identifiering av flera mastitorsakande bakterier med konventionell odling &r
dock svar och kraver erfaren personal. Att t ex skilja mellan vissa streptokocker
och enterokocker ar svart dven med hjalp av biokemiska tester (Riffon et al,
2001). Som en konsekvens av detta kan resultat fran olika laboratorier variera och
felaktiga identifikationer & mojliga (Pitkalé et al, 2005; Koskinen et al, 2009).
Dessutom ar konventionell odling tidskravande, tar allt frdn 24-48 timmar och
uppat, beroende pa behov av ytterligare kompletterande tester vilka i sig ofta &r
tidskravande (Koskinen et al, 2009). Tidskravande bakterieidentifikation leder till
fordréjning i ingripandet vid sjukdomsutbrott (Gillespie & Oliver, 2005).

Enligt Pitké&ld et al (2005) finns det inga bestdmda standarder idag utan enbart
riktlinjer for hur mastitbakterier bor identifieras och resultaten konfirmeras. NMC,
National Mastitis Council, har publicerat riktlinjer for hur mastitdiagnostiken bor
ga till (National Mastitis Council, 1999). Laboratorierna bor vara ackrediterade
for att sdkerstélla korrekthet och kompetens.

Enligt rekommendationerna beddéms prover i vilka det vaxer 3 eller fler olika
bakteriespecies (baserat pa koloniutseende) som blandflora. Undantag fran regeln
gors vid SVA om Staphylococcus aureus alternativt Streptococcus agalactiae
misstanks pa grund av deras dignitet som smittspridare. | vissa fall ansvarar en
misstdnkt juverpatogen for en dominerande del av véxten. Dessa kolonier
analyseras da vidare och provsvaret anges som vaxt av patogen i blandflora. | och
med att alla specifika bakterier inte selekteras fram och analyseras vidare med
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biokemiska analyser vid blandflora finns risken att viktiga patogener missas, dvs
risk for falskt negativa prover. For att fa en rattvisande bild av
bakterieforekomsten i provet rekommenderas omtagning av prover med
blandflora.

Negativa prover vid odling kan vara ett dilemma bade for djurens hélsa och for
behandlande veterinar. Andelen negativa prover vid klinisk mastit varierar kraftigt
I olika studier men ligger runt 30 % i snitt dven efter 48 timmars konventionell
odling (Taponen et al, 2009). Bradley et al (2007) fann i sina studier i
Storbritannien ingen véxt vid 26,5 % av alla prover med klinisk mastit, medan
Koivula et al (2007) fann ingen véxt i 23,7 % av fall av klinisk mastit medan de
subkliniska fallen var negativa i nagot storre utstrackning, 28,7 %. Makovec &
Ruegg (2003) visade pa negativt resultat vid 30,7 % av alla prover fran kliniska
mastiter. Vid ovan ndmnda svenska studie av akut klinisk mastit aterfanns ingen
vaxt dock i enbart 11 % av fallen (Ericsson Unnerstad et al, 2009).

Om ingen vaxt aterfinns i ett prov kan resultatet vara sant negativt eftersom dven
annat an mikroorganismer kan orsaka mastit. Trauma mot juvret samt
virusinfektion kan ge en inflammatorisk reaktion i juvret (Taponen et al, 2009).
Ytterligare en anledning till sant negativa prover kan vara att patogenen redan
eliminerats fran juvret och att endast inflammationsreaktionen kvarstar nar provet
tas (Taponen et al, 2009).

Det &r dock troligt att en inte oansenlig andel av proverna utan bakterievaxt &r
falskt negativa, vilket kan innebdra att viktiga patogener missas och
smittspridningen i beséttningen kan oka. | vissa av dessa fall kan orsaken vara
bakteriearter eller andra mikroorganismer som inte vaxer pa standardmedium
(Taponen et al, 2009) eller som vaxer langsamt och eventuellt kraver tillsats av
tillvaxtfaktorer (Makovec & Ruegg, 2003). Exempel pa en patogen som kréaver
specialmedium ar Mycoplasma spp, dock ar detta ett litet problem da mykoplasma
ar en mycket ovanlig juverpatogen i Norden (Taponen et al, 2009).

Lag bakteriekoncentration i mjélken har namnts som en annan mdjlig anledning
till negativ véaxt (Gillespie & Oliver, 2005). Vid vissa bakterieinfektioner kan
bakterieutskiljningen vara intermittent och variera fran dag till dag (Phuektes et
al, 2001). Tas provet da inga bakterier utséndras blir provet naturligtvis negativt.
Aven nérvaro av bakteriehammande substanser i mjélken kan hamma tillvixten
vid odling (Taponen et al, 2009). Mjélken innehaller olika antimikrobiella
faktorer sasom immunoglobuliner, vilka verkar opsonerande och hindrar
bakterierna fran att kolonisera och neutraliserar toxiner. Laktoferrin, lysozym,
laktoperoxidas och komplementfaktorer ar alla &mnen som hindrar bakteriernas
tillvaxt pa olika satt (Pyorala, 2002; Taponen et al, 2009). Andra orsaker till
negativ véxt kan vara felaktig milj0 under transporten, kvarvarande
antibiotikametaboliter fran tidigare behandling eller desinfektionsmedel fran
spentvatt som kontaminerat mjolkprovet.



PCR for bakteriologisk diagnostik av mjélkprov
Hur fungerar PCR?

PCR-tekniken gar ut pa att en given nukleotidsekvens selekteras och snabbt
replikeras upp till stora volymer (Viljonen et al, 2005). PCR-metoden baseras pa
anvandning av DNA-polymeras vilken kopierar DNA genom upprepade cykler.
Var DNA-polymeraset faster in pa DNA och inleder replikationen bestdms av
specifika primers. Dessa primers ar sma DNA-fragment, ca 20 nukleotider langa,
vilka ser olika ut beroende pa vilken patogen man vill identifiera. En forutsattning
for att utveckla specifika primers &r att patogenens genom &r sekvenserat. Den del
av genomet som valts maste vara specifik for den enskilda patogenen for att inte
andra patogener ska korsreagera vid analysen. PCR-analysen inleds med att DNA
separeras med hjalp av hog varme foljt av tillsats av primers vilka faster till den
valda sekvensen. DNA-polymeraset féster till primers och inleder DNA-syntesen.
Tillsats av DNA byggstenar kréavs for att nytt DNA ska kunna bildas. Nar DNA-
syntesen ar avslutad ar forsta cykeln avklarad, varpa samma procedur upprepas
igen och igen tills 6nskad méangd ar detekterad. Vid varje cykel fordubblas
mangden DNA. Efter 30 cykler finns ca 1 miljon kopior av DNA-sekvensen.
DNA-fragmenten i provet kan analyseras med hjalp av gelelektrofores, vilken
baseras pa de negativt laddade DNA-partiklarnas formaga att vandra mot en
positiv katod i ett elektriskt falt. Olika stora partiklar separeras och delas upp
beroende pa molekylens storlek. Da den valda DNA-sekvensens langd &ar kéand,
forvantas ett band upptrada pa ett specifikt stalle.

PCR finns i manga olika varianter och utvecklingen gar standigt framat. Initialt
kunde inte kvantiteten berdknas utan pavisande av patogen eller inte var det svar
som angavs. Realtids-PCR &r en kvantitativ metod vilken mater méngden PCR-
produkt i realtid, dvs direkt efter varje cykel, och anvands allt mer vid all
bakteriologisk diagnostik. Andra fordelar med realtids-PCR ar att analysen ger ett
resultat utan gelelektrofores vilket ger ett snabbare analyssvar. Singel-PCR
detekterar en specifik patogen at gangen medan en multiplex-PCR anvénder
multipla primers varpa flera patogener kan detekteras simultant (Quinn et al,
2005). Fordelarna med en multiplex PCR jamfort med enskild PCR-analys &r dess
formaga att pa endast nagra timmar detektera flera patogener samtidigt (Gillespie
& Oliver, 2005). Gillespie & Oliver (2005), beskriver att de i sin studie av
multiplex-PCR visade att denna hade nagot lagre sensitivitet for varje individuell
patogen jamfort med en individuell PCR. For att nd samma detektionsniva
behdvdes ett extra anrikningssteg.

Kéanda for- och nackdelar

Flera publicerade studier visar att PCR-analys skulle kunna vara ett komplement
till eller eventuellt kunna ersétta konventionell odling vid mastit hos mjolkkor
(Riffon et al, 2001; Phuektes et al 2003; Gillespie & Oliver, 2005; Koskinen et al,
2009; Taponen et al, 2009). Koskinen et al (2009) visade t ex att PCR-analysens
sensitivitet och specificitet var 100 % vid identifiering av ett stort antal
bakterieisolat isolerade fran bovin mastit. Detektion av blaZ-genen med PCR
visade dven den pa 100 % specificitet och sensitivitet (Koskinen et al, 2009). Nar
Pitkala et al (2007) jamforde olika tester for detektion av beta-laktamasproduktion
hos stafylokocker, var en PCR-metod (Pathoproof™ Mastitis PCR assay) en av de
metoder som utvérderades med positiva resultat.
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Fordelar med PCR-metodik for detektion av bakterier ar dess formaga att
detektera valdigt sma mangder DNA, dess precision, hoga sensitivitet samt
specificitet (PathoProof, 2009). Ytterligare nagra kéanda fordelar ar den korta
analystiden (3-4 timmar) vilket kan innebara snabbare insattning av rétt
behandling. Andra fordelar a&r mdojligheten att detektera avdddade bakterier samt
bakterier som har en hdmmad tillvaxt vid konventionell odling. Dessutom blir
PCR-resultaten desamma oavsett vem som laser av analysen till skillnad fran vid
odling dar personlig erfarenhet har stor betydelse for bedémning av vaxt. Da
PCR-analysen identifierar specifika baspar i en bakteries DNA-kedja kan den
skilja mellan sma variationer i genomet pa bakterier som annars &ar svara att
differentiera med hjéalp av konventionell odling (Riffon et al, 2001).

Med PCR ar det ocksa mojligt att detektera bakterier i bronopolkonserverad
mjolk, vilket moéjliggor att prover kan skickas utan kylning utan risk for tillvaxt av
blandflora. Mjolkprov som konserveras direkt efter provtagning representerar det
sanna bakterieinnehdllet, oberoende av hur provet forvaras och transporteras
innan analys. Bronopol &r ett bevisat effektivt konserveringsmedel som undviker
att patogener i provet vaxer till under felaktiga transportforhallanden. Dessutom
kan bakteriellt DNA detekteras dven om djuret blivit antibiotikabehandlat
(PathoProof, 2009).

Resultaten tyder vidare pa att PCR-analys kan minska risken for falskt negativa
resultat. Taponen et al (2009) visade att PCR-analys kunde detektera bakterier i
nastan halften av alla prover fran klinisk mastit som svarats ut med negativ vaxt
vid odling. Bakterienivaerna i dessa prover var inte speciellt 1aga, vilket talar
emot hypotesen att det vaxer daligt pa en agarplatta for att det finns for lite
bakterier i provet.

PCR-analys av tankmjolksprover kan vara ett billigt och mindre arbetskravande
alternativ vid screening av en besattning (Phuektes et al, 2003). Vid konventionell
odling av tankmjolk &r risken mycket stor for kontamination av omgivnings-
bakterier och att hitta en speciell patogen i en riklig blandflora ar svart. PCR-
analys av tankmjolk kan anvandas for att fa status pa besattningen, t ex
nyinfektion av Streptococcus agalactiae pga inkép av djur i en tidigare fri
besattning (Phuektes et al, 2003).

Mojligheten att en PCR-analys helt skulle kunna ersétta konventionell odling
anses dock begransad da antalet agens som kan ge upphov till mastit ar véldigt
manga och genetiskt lika (Koskinen et al, 2009). Dessutom finns PCR-hammande
substanser i mastitmjcélk som ytterligare dkar kraven pa analysens kvalité. For att
kunna anvanda PCR pa mastitmjolk maste darfor bland annat vél utarbetade
extraktionsreagenser inkluderas i analysen (Koskinen et al, 2009). Enligt Gillespie
& Oliver (2005) &r dock kunskapen om PCR-hd&mmande substanser i mjolken
fortfarande begransad. | deras studie blev tva prover innehallande Staphylococcus
aureus upprepat negativa med multiplex PCR vilket pekar pa att PCR-inhibitorer
fanns i ursprungsprovet. | mjolk anses Ca**, proteinaser, fett och mjolkproteiner
blockera DNA och hindra polymeraset fran att binda och darmed hamma PCR-
reaktionen (Wilson et al, 1997).
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En annan nackdel med PCR ér att det inte & mojligt att ga vidare med annan
diagnostik, sasom full resistensundersokning, eftersom detta kraver att man har en
levande bakteriekultur (Gillespie & Oliver, 2005). Av samma skal kan inte heller
bakterieisolatet enkelt sparas for eventuella senare analyser.

Flera av tidigare namnda patogener vilka PCR-analysen kan pavisa é&r
miljobundna och kan darfér forekomma i provet till féljd av en kontamination. |
provsvaret anges alla patraffade bakterier oavsett hur manga och i vilken méangd.
Detta innebér en risk for falskt positiva svar, dvs patraffande av patogener i provet
som egentligen inte ar orsaken till inflammationen. | enlighet med tidigare
namnda rekommendationer fran NMC bor prover dar 3 eller fler patogener
detekterats beddmas som blandflora och nytt prov bor tas.

Eftersom PCR-metoden &ven kan detektera DNA fran avdodade bakterier finns
mojligheten att man kan fa ett falskt positivt prov i de fall patogenen redan
avdodats av immunforsvaret vilket skulle kunna leda till 6veranvéndning av
antibiotika.

Kostnaderna for PCR ar hogre an for konventionell odling pa grund av hogre
kostnader for reagenser och apparatur. Den dkade kostnaden maste beaktas utifran
de fordelar som metoden innebar innan den tas i bruk inom rutindiagnostiken
(Koskinen et al, 2009).

PathoProof™ Mastitis PCR assay

PCR-analysen PathoProof™ Mastitis PCR ar utvecklad for bade kliniska och
subkliniska mastiter och kan utforas direkt fran farsk alternativt
bronopolkonserverad mjolk. Metoden kan detektera de 11 vanligaste
mastitbakterierna samt genen for beta-laktamas-produktion, blaZ. Bakterierna
som kan detekteras med metoden &r Staphylococcus aureus, koagulasnegativa
stafylokocker (KNS), Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae,
Streptococcus uberis, Escherichia coli, Enterococcus spp., Klebsiella spp.,
Corynebacterium bovis, Serratia marcescens, Arcanobacterium pyogenes och
Peptoniphilus indolicus. Dessa patogener stimmer val dverens med de vanligast
forekommande patogenerna vid kliniska samt subkliniska mastiter i Sverige, med
nagra undantag (Tabell 2).

Metoden bestar av ett antal olika steg (Figur 1). Forst gors en DNA-extraktion
vilken kan delas in i fyra steg ndmligen enzymatiskt lysering av de somatiska
cellerna, centrifugering av provet for att separera de bakteriella cellerna fran PCR-
hammande substanser i mjolken, en andra enzymatiskt lysering vilken forstor
cellvaggen hos bade gramnegativa och grampositiva bakterier och slutligen en
magnetbaserad rening foljt av spadning av extraherat DNA. Dérefter blandas
extraherat bakteriellt DNA med en reagensblandning, Master Mix, innehallande
deoxynukleosidtrifosfater, DNA-polymeras samt en buffert. Blandningen fordelas
i fyra brunnar i en 96-halsplatta. For varje prov kors alltsa fyra reaktioner vilka
vardera identifierar tre olika mal. Darefter tillsatts specifika primers till respektive
prov. Innan proverna ar redo att analyseras kompletteras 96-halsplattan med
negativa kontroller.

11



Resultaten for de fyra olika reaktionerna kombineras i det slutliga svaret med
hjalp av specifik mjukvara. Metoden ger information bade om patogenen finns
narvarande i provet och i sa fall i hur stor mangd, dvs bade kvalitativt och
kvantitativt. Den kvantitativa informationen baseras pa férhallandet mellan
mangden DNA i provet innan PCR och méngden PCR-produkt som bildats under
analysen. De olika DNA-malen detekteras med hjalp av fluorescerande molekyler
som signalerar olika starkt beroende pa mangden produkt. Vid tolkning av
analysen anvéands ett Ct-varde, vilket representerar antalet cykler som behdvdes
for att na ett visst troskelvarde pa fluorescenssignalen. Ju lagre Ct-varde desto
farre cykler kravdes for att na en detekterbar fluorescenssignal, alltsa fanns det
mer DNA i ursprungsprovet initialt i provet (PathoProof™, 2009).

\' \ M 5

Figur 1. Arbetsgangen for Pathoproof Mastitis PCR Assay. Initialt extraheras bakteriellt
DNA vilket senare mixas med de olika reagenserna och pipetteras ut i en 96-halsplatta
tillsammans med positiv och negativ kontroll. Analysen startar och ett resultat redovisas
efter 3-4 timmar. (Efter Instruktionsmanual version 2.1 aug 2009, Finnzymes Diagnostic)

SYFTE

Syftet med examensarbetet var att undersdka for- och nackdelar med PCR vid
bakteriologisk diagnostik av mastit hos mjolkkor jamfort med konventionell
odlingsteknik utifran faltveterinarens perspektiv. Som en del av detta arbete
gjordes en jamforande undersdkning av ett antal mjolkprover fran friska kor och
fran kor med klinisk eller subklinisk mastit.

MATERIAL OCH METODER
Insamlande av prover och provhantering

Mjolkprover som inkom till Mastitlaboratoriet, SVA, for rutindiagnostik under
varen/sommaren 2009 sparades i frys (-21°C) efter ordinarie odling och typning.
Av insamlade prover valdes 133 stycken ut till studien varav 85 stycken
harstammade fran juverdelsprover och 48 prover fran samlingsprov fran alla fyra
juverdelar per ko.

Bland utvalda juverdelsprover ingick prov fran friska juverdelar (CMT 1) och
juverdelar med klinisk eller subklinisk (CMT >1) mastit. Inom varje grupp valdes
om mojligt prover med varierande bakteriefynd vid ursprungsodlingen dvs ingen
vaxt (0), véaxt av blandflora, vaxt av vanlig juverpatogen i renkultur och véxt av
vanlig juverpatogen i blandflora. Bade prover med penicillinasproducerande och
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ej penicillinasproducerande stafylokocker valdes ut. Inom varje kategori med vaxt
av juverpatogen valdes prover med sparsam, mattlig och riklig vaxt om mojligt.

Samlingsmjolkproverna kom fran tva olika gardar dar alla kor i beséttningen
provtagits for detektion av Streptococcus agalactiae. Fran Gard A ingick 19
prover och fran gard B 29 prover. Inom vardera besattningen valdes prover dar
ingen véxt, véxt av blandflora eller véxt av Streptococcus agalactiae identifierats
vid rutinodlingen.

De prover som ingick i studien numrerades slumpvis 1-85 for juverdelsprover och
86-133 for samlingsproverna for att ingen skulle veta vad som vaxte i proverna
vid ursprungsodlingen. Information om provets ursprung dvs frisk juverdel,
juverdel med klinisk eller subklinisk mastit samt samlingsprov behdlls dock
liksom CMT-varde nar det fanns angivet. Anledningen till att odlingssvaren fran
ordinarie rutindiagnostik inte anvandes var for att minimera frysningens
eventuella effekt pa provsvaret och géra proverna analyserade med konventionell
odling och PCR-teknik sa lika som mojligt.

Mijolkroren tinades upp i rumstemperatur enligt nummerordning 1-133. Efter
noggrann blandning av mjolkprovet gjordes konventionell odling. Dérefter
overfordes 1 ml mjolk till ett nytt provrér och bronopol, motsvarande 2 ul per ml
mjolk, tillsattes for konservering varpa provet blandades noga. Proverna
skickades med bud Over natt till Finnzymes Diagnostics (Espoo, Finland) for
PCR-analys.

Konventionell odling

Fran varje mjolkprov odlades 10 pl ut pa blodagar med 5 % esculin varpa
plattorna inkuberades i 37°C i totalt 48 timmar enligt ordinarie rutindiagnostik pa
Mastitlaboratoriet, SVA. Plattorna avlastes efter 24 och 48 timmar. Typning till
speciesniva utfordes enligt rutinen pa laboratoriet med anvandande av selektiva
agarplattor samt utvalda biokemiska tester (Ericsson Unnerstad et al, 2009).

Avlasningen av bakterieodlingarna utfordes utan vetskap om PCR-svaret eller den
ursprungliga odlingen. Prover med vixt av < 3 kolonier beddmdes som ingen véxt
med undantag vid vaxt av Staphylococcus aureus eller Streptococcus agalactiae
da provet bedomdes som positivt vid véaxt av minst 1 koloni. Vid vaxt av 3 eller
flera bakterieagens beddmdes det som blandflora, med samma undantag som
ovan. Dessutom uppmarksammades de fall da en misstankt juverpatogen
ansvarade for en majoritet av véxten i blandfloran. Dessa kolonier analyserades
vidare och svarades ut som vaxt av patogen i blandflora. Grad av véxt (sparsam <
10 kolonier, mattlig = 10-50 kolonier, riklig > 50 kolonier) registrerades ocksa.

Undersokning av penicillinasproduktion med hjélp av den sa kallade
kloverbladsmetoden utfordes enligt rutin endast nér specifik infektion med
stafylokocker diagnosticerades (Bryan & Godfrey, 1991).

PCR-analys

Mjolkproverna analyserades med hjalp av PathoProof™ Mastitis PCR assay
(Finnzymes Oy, Espoo, Finland) inom 48 timmar efter att de anlant till
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laboratoriet. Provsvaren skickades elektroniskt i en datafil. | provsvaret angavs
alla detekterade agens och kvantiteten av varje pavisad patogen angavs med +, ++
eller +++, ju fler plus desto mer bakterie-DNA i provet. Kvantiteten av beta-
laktamasgenen angavs pa samma satt nar den detekterades. | de fall dar en
specifik patogen stod for >90 % av det totala innehallet av bakterie-DNA i provet
angavs detta som >90 % eller >99 % beroende pa grad av dominans. Prover dar
inga patogener pavisades angavs som negativa.

| PCR-analysen analyseras bade forekomst av Staphylococcus spp (dvs nagon typ
av stafylokock) och forekomst av Staphylococcus aureus. N&r provet var positivt
for Staphylococcus spp men inte for Staphylococcus aureus tolkades svaret som
positivt for KNS. Om provet var positivt for bade Staphylococcus spp och
Staphylococcus aureus, och Ct-vérdet for bada malen skiljde mindre an 3 cykler
(vilket innebar mindre an 10 gangers skillnad i méngd) tolkades provet som
positivt for enbart Staphylococcus aureus. Var Ct-vérdet istéllet mer &n 3 cykler
hogre for Staphylococcus spp an for Staphylococcus aureus ansags provet positivt
for bada malen, dvs bade KNS och Staphylococcus aureus (Holopainen, 2009).

Databearbetning

Resultaten for juverdelsproverna fran den konventionella odlingen delades upp i
antal positiva respektive negativa prover. De positiva proverna delades in i fyra
underkategorier; fynd av patogen i renkultur, patogen i blandflora, 2 olika
patogener samt blandflora (Tabell 3). Aven PCR-resultaten for juverdelsproverna
delades upp i antal positiva respektive negativa prover. De positiva proverna
fordelades sedan efter hur manga patogener som detekterades, 1, 2 eller > 3
stycken. For de sista tva kategorierna beréaknades hur stor del av det totala antalet
prover i vardera kategori som utgjordes av ett bakteriefynd som stod fér >90-99 %
av innehallet (Tabell 4).

Dessutom sammanstélldes PCR-resultaten dar odlingen resulterat i blandflora
respektive 0-véxt och fordelades i tre grupper beroende pa fynd av >90-99 % eller
1 patogen, Ovrig véxt eller negativt prov (Tabell 5). De prover som odlingen
detekterat som patogen i renkultur eller patogen i blandflora analyserades utifran
vilket PCR-svar som angetts varpa 6 undergrupper utformades (Tabell 6 & 7).
Gruppernas indelning utformades for att klargéra om PCR-analysen detekterat
odlingsfyndet och i sa fall i vilken utstrackning.

For juverdelsproverna jamfordes aven resultaten fran den konventionella odlingen
och PCR-analysen avseende andel prov positiva for Streptococcus agalactiae och
Staphylococcus aureus, andel prover med penicillinasproduktion samt andel
negativa prover. For samlingsproverna jamfordes endast resultaten fran odling
och PCR avseende andel prover positiva for Streptococcus agalactiae.
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RESULTAT
Juverdelsprover - Allméan beskrivning av odlings- och PCR-resultat

| Tabell 3 redovisas resultaten fran den konventionella odlingen fordelat mellan
antalet positiva respektive negativa prover. | majoriteten av proverna aterfanns
bakterievaxt och specifik infektion detekterades i 79 % av dessa prover (65 % av
alla juverdelsprov). Detekterade agens (antal positiva prov) var Staphylococcus
aureus (16), KNS (9), Streptococcus dysgalactiae (7), Streptococcus uberis (7),
Escherichia coli (4), Streptococcus agalactiae (4), Arcanobacterium pyogenes
(3), Klebsiella spp (3), Enterococcus spp (2) samt Serratia spp (2).

Tabell 3. Resultat fran konventionell bakteriologisk odling av 85 juverdelsprov

Odlingsresultat

Antal %
Negativa prov 15 st 17,6 %
Positiva prov 70 st 82,4 %
- Patogen i renkultur 41 st 58,6 % ?
- Patogen i blandflora 12 st 17,1 %°
- 2 olika patogener 2 st 2,9 %"°
- Blandflora 15 st 21,4 %?®

% Anger procent av totalt antal positiva prov

I Tabell 4 redovisas motsvarande fynd gjorda vid PCR-analysen. 1 93 % av
proverna aterfanns bakterier i varierande mangd. Antalet bakterieagens isolerade
per prov med PCR varierade mellan 1-6. Medelvardet for alla positiva prover var
2,4 agens/prov Detekterade agens (antal positiva prov) var KNS (45),
Streptococcus uberis  (32), Corynebacterium bovis (25), Streptococcus
dysgalactiae (22), Arcanobacterium pyogenes el Peptoniphilus indolicus (15),
Staphylococcus aureus (15), Escherichia coli (11), Streptococcus agalactiae (11),
Enterococcus spp (10) samt Klebsiella spp (2).

I 90 % av positiva PCR-prover (84 % av alla juverdelsprov) detekterades specifik
patogen antingen som 1 patogen, 2 patogener eller med >90-99 % dominans. |
dessa prover pavisades foljande agens (antal positiva prov); KNS (24),
Streptococcus uberis (10), Staphylococcus aureus (8), Streptococcus dysgalactiae
(8), Arcanobacterium pyogenes el Peptoniphilus indolicus (7), Corynebacterium
bovis (5), Streptococcus agalactiae (5), Enterococcus spp (4), Escherichia coli (4)
samt Klebsiella spp (2).
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Tabell 4. Resultat fran PCR-analys av 85 juverdelsprov

Resultat fran PCR-analys

Antal prover %
Negativa prov 6 st 71%
Positiva prov 79 st 92,9 %
- En patogen 20 st 25,3 %°
- 2 patogener 27 st 34,2 %°
- >90-99 %" 21 st 778 %"
- Ovriga 6 st 22,2 %"
- > 3 patogener 32 st 40,5 %*
- >90-99 %° 24 st 75,0 %°
- Ovriga 8 st 25,0 %°

# Anger procent av totalt antal positiva prov

b Anger procent av 2 patogener”

¢ Anger procent av ”> 3 patogener”

?En patogen i provet star fér >90-99 % av totala bakteriemangden

Juverdelsprover — Jamforelser mellan odling och PCR
Allmén jamforelse

| Tabell 5-7 redovisas resultaten frdn PCR-undersokningen for prov som
beddmdes ha 0-véxt, blandflora, patogen i renkultur respektive patogen i
blandflora vid den konventionella odlingen. | Tabell 5 kan utldsas att PCR-
analysen fann en patogen eller en dominerande patogen i 73,3 % av prover med
blandflora och 60 % av prover med 0 vaxt. En tredjedel av proverna med 0-vaxt
var negativa &ven vid PCR-analys.

Bland de 20 prover dar PCR-fyndet var >90-99 % eller 1 patogen detekterades
foljande agens (antal positiva prov); KNS (8), Corynebacterium bovis (4),
Enterococcus spp (2), Arcanobacterium pyogenes el Peptoniphilus indolicus (1),
Escherichia coli (1), Staphylococcus aureus (1), Streptococcus agalactiae (1),
Streptococcus dysgalactiae (1) samt Streptococcus uberis (1).

Tabell 5. Fynd vid PCR-analys av prover som vid konventionell odling var negativa (0-
vaxt) eller bedémdes som blandflora

Odlingssvar
Blandflora (15 prover) 0-véxt (15 prover)
Fynd vid PCR-analys Antal Procent Antal Procent
>90-99 % el 1 patogen 11 73,3% 9 60,0 %
Ovrig vaxt 4 26,7 % 1 6,7 %
Negativt 0 0% 5 33,3%
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Av totalt 85 juverdelsprover fick 41 st diagnosen patogen i renkultur vid den
konventionella odlingen. Av dessa detekterades samma patogen vid PCR-analys i
85,4 % av fallen (Tabell 6) men inte alltid som huvudfynd eller som enda fynd. |
14,6 % av proverna detekteras inte fyndet vid odling med PCR-analysen.

Tabell 6. Fynd vid PCR-analys av prover dar vaxt av patogen i renkultur detekterats vid
konventionell odling .

Odlingssvar
Patogen i renkultur (41 prover)
Fynd vid PCR-analys Antal Procent
Detekterad som huvudfynd el som enda svar 30 73,2 %
Detekterad, men annat huvudfynd 2 49 %
Ej detekterad, annat huvudfynd 2 4,9 %
Detekterad, annan vaxt/blandflora 3 7.3%
Ej detekterad, annan véxt/blandflora 3 7,3%
Negativt 1 2,4 %

Vid den konventionella odlingen fick 12 prover diagnosen patogen i blandflora
(Tabell 7). Av dessa detekterades samma patogen i PCR-analysen i 66,7 % av
fallen, dock inte alltid som huvudfynd eller som enda svar. | 33,3 % av proverna
detekterades inte odlingsfyndet alls vid PCR.

Tabell 7. Fynd vid PCR-analys av prover dar vaxt av patogen i blandflora detekterats vid
konventionell odling

Odlingssvar
Patogen i blandflora (12 prover)

Fynd vid PCR-analys Antal Procent
Detekterad som huvudfynd el som enda svar 7 58,3 %
Detekterad, men annat huvudfynd 0 0%

Ej detekterad, annat huvudfynd 2 16,7 %
Detekterad, annan vaxt/blandflora 1 8,3%
Ej detekterad, annan vaxt/blandflora 2 16,7 %
Negativt 0 0%

Utvalda analyser

Jamforelser mellan konventionell odling och PCR-analys gjordes dven avseende
andel juverdelsprov med fynd av Streptococcus agalactiae, Staphylococcus
aureus, penicillinasproduktion eller ingen véxt/negativt prov.
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PCR-metoden detekterade fler prover med Streptococcus agalactiae an
konventionell odling (Figur 2). | cirkeldiagrammet kan utldsas att majoriteten av
proverna var negativa vid bade odling och PCR. Inga prover var positiva vid
odling och negativa vid PCR.

30% A m odl+/PCR+ B = odl+/PCR-
C modl-/PCR+ D modl-/PCR-
25%
A 5%
20% B 0%

C8%

15%

10% 11st
5%
4 st
0% D87%
Positiva vid odling Positiva vid PCR-
analys

Figur 2. Detektion av Streptococcus agalactiae med konventionell odling och PCR i 85
juverdelsprover.

I Figur 3 redovisas samma resultat for Staphylococcus aureus. Ungefar lika
manga prover (16 vs 15) var positiva med odling som med PCR. Sex prov (7 %)
av proverna var positiva vid odling men negativa vid PCR. Fyra av dessa prov var
PCR-positiva for Staphylococcus spp och svarades déarmed ut som KNS. Vid
odlingen var kolonierna i 3 av dessa 4 prover bade alfa- och betahemolyserande
vid Camp-test, medan kolonierna i det fjarde var alfa-hemolyserande och
koagulaspositiva. Ovriga tva prover visade annat fynd &n stafylokocker vid PCR,
men var bade alfa och beta-hemolyserande. Sex % av proverna var positiva med
PCR-metoden men negativa vid konventionell odling.

30% A modl+/PCR+ B modl+/PCR-
C modl-/PcR+ D modl-/PCR-

25%
20% A12%

16 st

15% 15 st B7%

10% Cb6%

5%
D75%

0%

Positiva vid odling Positiva vid PCR-
analys

Figur 3. Detektion av Staphylococcus aureus med konventionell odling och PCR i 85
juverdelsprover.
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Andel prover med pencillinasproduktion (konventionell odling) respektive
forekomst av blaZ gen (PCR) presenteras i Figur 4. Antalet positiva prover var tre
ganger hogre med PCR-metoden an vid odling. Det bor dock papekas att vid
konventionell odling gjordes test av penicillinasproduktion endast vid véxt av
stafylokocker. | 4 % av proverna registrerades penicillinasproduktion vid odling
men inte vid PCR-analys.

A m odl+/PCR+ B m odl+/PCR-
C modl-/PCR+ D modl-/PCR-

Ab6%
B 4%

30%

25% 24 st

20%

15% C22%

10%

8 st
0% D 68%

Positiva vid odling Positiva vid PCR-
analys

Figur 4. Antalet prover med penicillinasproduktion detekterade vid konventionell odling
respektive PCR-analys i 85 juverdelsprover.

En mer detaljerad analys gjordes &ven av andelen negativa prov (Figur 5).
Resultaten visar att ca 1,5 ganger fler prover bedomdes vara negativa vid
konventionell odling &n vid PCR. Ett prov var positivt vid odling men negativt vid
PCR.

30% A modl+/PCR+ B = odl+/PCR-
C modl-/PCR+ D modl-/PCR-
25%
D 6%

20%

15% 15 st

10%

-
0%

Negativa vid odling Negativa vid PCR-
analys

Figur 5. Forekomst av negativa (ingen vaxt) prover vid konventionell odling och PCR-
analys av 85 juverdelsprover.
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Samlingsprover - Streptococcus agalactiae-screening

Totalt analyserades 48 samlingsprover och av dessa var 14 positiva for
Streptococcus agalactiae vid odling medan 19 prover var positiva vid PCR-analys
dvs 36 % fler prover var positiva vid PCR-analys (Figur 6). Ett prov var positivt
vid odling men inte med PCR.

50% A modl+/PCR+ B modl+/PCR-

C - D - -
20% ® odl-/ PCR+ m odl-/ PCR

19 st
30%

14 st A 27%

20%

10%

B2%

0%

Positiva vid odling Positiva med PCR- D 58 9%

C13%
analys

Figur 6. Resultatet av jamforelsen mellan konventionell odling och PCR vid
Streptococcus agalactiae-screening av 48 samlingsmjolkprov.
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DISKUSSION

Resultaten fran undersokningen visade pa flera skillnader mellan PCR-analysen
och den konventionella odlingen. |1 de flesta av dessa fall registrerades
bakteriefynd vid PCR men inte vid odling, men det fanns aven prover dar
bakterieagens detekterades vid odling men inte vid PCR.

En anledning till att bakteriefynd registreras med PCR men inte med odling ar att
PCR-metoden kan detektera lagre bakteriekoncentrationer i mjolkprovet. PCR kan
ocksa detektera avdodade bakterier samt bakterier som har en hammad tillvéxt vid
konventionell odling. | det undersokta materialet hade mjolkproverna varit frysta
innan analyserna gjordes vilket kan ha resulterat i 6kad avdédning av vissa
bakterier.

De fall dar odlingen blev positiv men inte PCR-analysen kan bero pa att
odlingssvaret var felaktigt. Det hander fran och till att aven ackrediterade
laboratorium i enstaka fall svarar fel (Pitkala et al, 2005). Mjolken kan aven
innehélla PCR-hdmmande substanser (Wilson et al, 1997; Koskinen et al, 2009).
Extraktionsprotokoll av olika slag bér dock hindra att detta paverkar resultaten
(Pathoproof, 2009). Ett tredje skal ar att provet innehdll ett bakterieagens som inte
kan detekteras med PCR-analysen.

Jamforelse mellan PCR-fynd och odlingssvar
Allmanna fynd

PCR-analysen hittade totalt fler prov med specifik infektion eftersom patogener
detekterades i prov som beddémdes som negativa eller blandflora vid odlingen.
Resultaten Gverensstdmmer med en tidigare studie (Taponen et al, 2009) déar
mjolkprov fran kliniska mastiter som resulterat i negativ véaxt undersoktes med
PCR. Att fler patogener diagnosticeras kan vara en fordel da det kan leda till
identifiering av fler infekterade djur och férhoppningsvis minskad smittspridning i
en beséttning. Eftersom PCR-tekniken detekterar mycket sma mangder och éven
avdodade bakterier (t ex i fall dar immunfdrsvaret redan tagit dod pa infektionen)
finns det dock en risk att resultatet ar falskt positivt. Detta skulle t ex kunna leda
till 6kad anvandning av antibiotika. | denna undersokning aterfanns ffa
omgivningsbakterier i de prover som beddémdes ha specifik infektion med PCR
men var negativa eller innehdll blandflora vid odling. Detta kan tyda pa att
detekterade bakterieagens harror fran en kontamination av provet snarare an fran
en juverinfektion. Detta galler speciellt de fall dér fler &n ett agens detekterades i
samma prov.

Generellt sett hittade PCR-analysen manga bakteriespecies per prov. Vid vaxt av
flera species samtidigt maste provsvaret tolkas med forsiktighet eftersom det ar
stor risk att ett sadant prov har blivit kontaminerat. Om tre eller flera agens
detekteras i samma prov bor dessa prov bedémas som blandflora dvs samma rutin
som vid odling. I vissa fall anges dock i PCR-svaret att en patogen star for >90-99
% av bakterieinnehallet vilket kan vara en indikation att denna patogen har storre
betydelse. | likhet med detta beddéms vissa odlingsprover som patogen i
blandflora. | denna undersokning var dock majoriteten av de agens som
detekterades ha >90-99 % av bakterievéxten vid PCR omgivningsbakterier vilket
skulle kunna tyda pa kontamination.
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Eftersom flera av de bakterieagens som detekteras med PCR &r omgivnings-
bakterier Okar kraven pa sterilitet vid provtagning. | och med den Okade
kansligheten finns annars risk for overdiagnostik och darmed Overbehandling i
samband med falskt positiva svar. Detektion av agens bor alltid korreleras till
Kliniskt status och vid oklarheter rekommenderas omtagning av mjolkprovet.

Diagnostik av stafylokocker och penicillinasproduktion

Ett viktigt fynd som framkom i studien var att PCR-analysen i 6 prov inte hittade
Staphylococcus aureus som odlingen pavisade. Orsaken till denna diskrepans ar
oklar och vidare undersdkningar av dessa prover rekommenderas. Enligt rutin vid
odling anges Staphylococcus aureus som svar for alla stafylokocker med bade
alfa- och betahemolys och for alla stafylokocker som &r koagulaspositiva. | en
tidigare studie (Capurro et al, 1999) fann man dock att en mindre andel (ca 3 %)
koagulaspositiva stafylokocker var antingen Staphylococcus hyicus eller
Staphylococcus intermedius. Eftersom PCR-analysen detekterade forekomst av
Staphylococcus spp (angivet som KNS) i 4 av proverna ar det troligt att den
korrekta diagnosen for dessa prover var antingen Staphylococcus hyicus eller
Staphylococcus intermedius.

Forekomst av KNS var ett vanligt fynd ndr PCR-metoden anvéndes. Det ar dock
inte mojligt att ta reda pa om det fanns ett eller flera KNS-species i provet. Vid
konventionell odling ar det mojligt att i viss man detektera forekomst av flera
KNS-species eftersom vissa species har olika koloniutseende. Nér flera olika KNS
forekommer i samma prov blir diagnosen ofta blandflora. Diagnosen KNS maste
darfor tolkas med forsiktighet nar PCR-metoden anvants.

Skillnader i forekomst av beta-laktamasproduktion mellan odling och PCR
detekterades ocksa. Flertalet av de fall dar PCR-analysen var positiv men inte
odlingen kan forklaras av att undersékning for penicillinasproduktion i samband
med odling endast gjordes vid specifik infektion av stafylokocker medan PCR-
metoden innebar en test av blaZ-genen i samtliga prover. Manga av de PCR-
positiva proverna innehdll KNS vilka ofta tolkas som blandflora vid odling. |
ovriga fall dar resultatet skiljde ar orsaken inte kdnd. Mojliga forklaringar ar att
det fanns fler &n ett KNS species (vid odling véljs endast en koloni ut for
undersokning) eller felbeddmning av kloverbladsmetoden. Enligt tidigare
undersokningar anses dock bade detektion av blaZ-genen samt analys med
kloverbladsmetoden som bra metoder for detektion av beta-laktamasproduktion
(Pitkala et al, 2007).

Tolkningen av PCR-resultatet vid detektion av blaZ-genen kan vara svar nar
genen detekteras i ett prov som ar positivt for bade KNS och Staphylococcus
aureus eftersom det ar svart att avgora vilken av stafylokockerna som ar beta-
laktamasproducerande. | vissa fall kan dock méangden pavisad blaZ-gen kopplas
till rétt bakterie genom att jamfora bakterieméangden for respektive fynd.

Diagnostik av Streptococcus agalactiae

Ett viktigt resultat var att fler prover var positiva for Streptococcus agalactiae vid
PCR an vid odling bade vid analys av juverdels- och samlingsprover. Fyra prov (1
juverdels- och 3 samlingsprov) var dock positiva for Streptococcus agalactiae vid
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den ursprungliga odlingen vilket tyder pa att frysningen paverkat odlingsresultatet
negativt. Endast ett prov var positivt vid odling men negativt vid PCR. Vid
undersokning av forekomst av Streptococcus agalactiae i en beséttning ar det
viktigt att identifiera sa manga infekterade kor som majligt for att kunna stoppa
smittspridningen i beséttningen. Detta ar ocksd viktigt for att undvika
forsaljning/inkdp av infekterade kor. Resultatet tyder pa att PCR-analys kan vara
ett bra komplement vid screening av hela besattningar for denna bakterie eftersom
analysen ar mycket kanslig. Okad detektionsfrekvens kan innebéra att antalet
provtagningstillfallen i beséttningen kan minskas. Enligt tidigare undersékningar
kan metoden &ven anvédndas for undersokning av tankmjolk (Phuektes et al,
2003).

Faltveterinarens perspektiv

For att metoden ska vara anvandbar i féalt i samband med behandling av klinisk
mastit ar tidsaspekten viktig. Resultatet bor finnas tillgangligt senast néasta dag for
att fordelarna ska dvervaga den extra kostnaden. Detta kan bli svart om inte PCR-
analysen finns tillganglig inom det narmaste omradet. Om proverna behover
skickas med post blir metoden &nda tidskravande och dessutom finns risk for
tillvaxt under transporten. Detta problem kan dock losas med hjalp av
bronopolkonservering av provet.

I samband med andra provtagningar t ex vid subklinisk mastit, infor sinlaggning
eller vid forséljning ar tidsaspekten inte lika viktig. | dessa fall & en korrekt
bedémning av bakterievaxt och identifiering av bakteriespecies viktigare vilket
innebar att dessa prov i de flesta fall bor skickas till laboratorium for analys. Pa
laboratoriet tar PCR-analysen avsevart Kkortare tid &n odlingen varfor
faltveterinaren kan fa provsvaret tidigare. Resultaten tyder ocksa pa att specifik
infektion kan upptéckas i fler prover om PCR anvénds vilket &r speciellt viktigt i
samband med vissa besattningsutredningar rérande smittsamma juverpatogener.

En viktig skillnad idag mellan odling och PCR ar att faltveterinaren sjalv maste
beddma och tolka PCR-svaret medan odlingssvaret har bedémts och tolkats av
laboratorieveterinar eller annan erfaren personal. PCR-svaret kan vara svart att
beddéma t ex vid forekomst av flera bakterieagens samtidigt och vid forekomst av
beta-laktamasproduktion i kombination med flera stafylokocker samtidigt. Det &r
darfor viktigt att faltveterindren har god kunskap och utbildning innan man bdrjar
anvanda metoden. | annat fall finns risk for dverdiagnostik vilket kan leda till
onddig eller felaktig antibiotikaanvéandning.

PCR-analysen detekterar de vanligaste bakteriefynden vid mastit. Ovriga mer
ovanliga patogener missas latt aven av féltveterinaren. Vid odling t ex pa
SELMA-platta kan dock en platta med oklar véxt séndas till laboratorium for
vidare diagnostik vid behov. Det &r i dessa fall &ven mojligt att gora annan
resistensundersokning an penicillinasundersokning. Idag gors dock séllan sadana
undersokningar. Vid fall som t ex inte svarar pa behandling som planerat kan
alltid omprov tas for vidare undersékning.
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Allman bedémning av fér- och nackdelar med PCR

Det finns bade for- och nackdelar med PCR-analys i samband med mastit och
vilket som 6vervéger kan diskuteras. Ett viktigt argument mot metoden ar risken
att viktiga patogener missas da analysen bara detekterar 11 olika bakterieagens.
Dessa agens técker dock in de vanligast forekommande mastitbakterierna i
Sverige. En annan nackdel &r att det inte & mojligt att utféra andra
resistensundersokningar dn beta-laktamasproduktion. Sadana undersokningar
utfors dock séllan idag eftersom resistenslaget i Sverige ar gott.

Viktiga fordelar med metoden ar den snabba analystiden jamfort med odling och
formagan att detektera laga bakteriekoncentrationer. En hog kanslighet &r positivt
I de fall dar man vill detektera bakterieagens som normalt inte bor finnas i
mjolken eller besattningen t ex vid screening av férekomst av smittsamma
bakteriespecies i en beséttning. Resultaten tyder pa att PCR-metoden ar lamplig
for screening avseende forekomst av Streptococcus agalactiae men for
Staphylococcus aureus var resultaten mer tveksamma. Dock var provmaterialet
for litet for att dra ndgra generella slutsatser. | undersokningen analyserades
enbart juverdels- eller samlingsmjolkprov. Tidigare studier tyder dock pa att PCR-
analys ocksd kan vara anvandbar for analys av smittsamma bakterieagens i
tankmjolksprover (Phuektes et al, 2003). Vid analys av tankmjolk bor man tanka
pa att denna endast representerar de kor som mjolkades den aktuella
dagen/dagarna varfor upprepad provtagning och analys &r nédvéndig.

Formagan att detektera mycket laga bakterienivaer kan ocksa innebara ett
bekymmer vid tolkningen av resultatet om provet ar kontaminerat. Steriliteten vid
provtagning ar darfor extra viktig vid PCR-analys. Att bronopol kan anvéndas
som konserveringsmedel for mjolkprovet talar for PCR-metoden jamfort med
konventionell laboratorieodling eftersom det finns risk for bakterietillvéxt i provet
under transport till laboratorium, ffa under sommarhalvaret.

KONKLUSION

Att molekylara metoder sdsom PCR ar pa frammarsch ar tydligt. Med PCR-analys
detekteras relativt fa bakteriespecies jamfort med det totala antalet species som
kan infektera juvret. Analysen &r snabb jamfort med vanlig odling och kan
detektera sma mangder levande och avdddade bakterier. Kostnaden ar hogre an
konventionell odling vilket bor beaktas néar nyttan med metoden utvérderas. PCR-
analys har potential for framtida bruk som komplement till konventionell odling.
Fler studier bor dock utforas for att sékerstdlla korrekthet i analysen innan
metoden tas i bruk i stéllet for odling vid bakteriologisk rutindiagnostik av mastit.
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