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Bakteriologisk undersdkning av mjolkprov
vid mastit hos kor

Bakteriologisk undersékning av
mjolkprov i samband med mastit ar
den vanligaste diagnostiska under-
sokningen hos mjolkkor. Att ta
mjolkprov fran enskilda juverdelar
och odla dessa pa blodagarplattor
ar sedan lange den rekommende-
rade metoden. Det kan dock ibland
dven vara aktuellt att ta samlings-
prov fran en ko, en grupp av kor
eller tankmjolk. Numera ar det
ocksa mojligt att undersdka mjolk-
prov med PCR-teknik. Denna artikel
syftar i férsta hand till att samman-
stalla for- och nackdelar med sam-
lingsprov och PCR jamfort med tra-
ditionella tekniker men berér dven
svarigheter vid tolkning av provsvar.

INLEDNING

Mastit ir fortfarande den sjukdom som
dr vanligast bland vira mjélkkor och
ocksd den sjukdom som ir anledningen
till de flesta antibiotikabehandlingarna
av dessa djur. Eftersom nigon typ av
bakteriell juverinfektion ir inblandad
i de flesta mastitfall dr bakteriologisk
undersékning av mjélkprov en viktig del
av undersokningen bade vid individuella
mastitfall och vid besittningsutredningar.
Férdelningen av juverpatogener liksom
andelen prov med blandflora eller ingen
bakterievixt skiljer mellan klinisk och
subklinisk mastit enligt svenska natio-
nella undersskningar (Tabell 1). Staphy-

lococcus aureus ir dock den vanligaste

juverpatogenen vid bigge mastittyperna.
P4 grund av dess smittsamma forlopp ir
tllforlidig diagnostik av S aurens mycket
viktigt. En annan mycket smittsam juver-
patogen ir Streptococcus agalactiae. Denna
patogen var ett ovanligt fynd i de natio-
nella studierna men har under det senaste
decenniet orsakat allvarliga juverhilso-
problem i ett antal besittningar.

Vid bakteriologisk undersskning i
samband med mastit dr provtagning av
enskilda juverdelar och odling p blod-
agarplattor i dagsliget internationell
guldstandard for identifiering av juver-
patogener (3, 5, 8). I samband med
besittningsutredningar pd grund av S
agalactine tas dock ofta samlingsprov
fran alla fyra juverdelarna frin en ko
istillet for juverdelsprov. Samlingsprov
anses i dessa fall vara tillricklige cillforlic-
liga och mindre kostsamma (1). Nyligen
har dven PCR-teknik f6r identifiering av

juverpatogener introducerats. P4 grund
av metodens héga kinslighet har PCR-
analys av samlingsprov frin grupper av
kor eller frin tankmjolk bérjat anvindas
som en del i juverhilsoutredningar vid
mastitproblem orsakade av S agalactiae.
Anvindning av samlingsprov och PCR
har dock bade f6r- och nackdelar jaimfort
med juverdelsprov respektive konventio-
nell odlingsteknik. Detta dr viktigt att
kinna dll vid beslut om provtagnings-
och analysmetod liksom vid tolkning av
provsvar.

Bakeeriologisk undersskning av mjolk-
prov ger vanligen ett av féljande resultat:
ingen vixt, vixt av en bakterieart i ren-
kuleur eller viixt av flera bakteriearter/
blandflora. Det ir emellertid inte sikert
att resultatet verkligen avspeglar provets
och/eller juverdelens sanna infektions-
status. Det ir dirfor viktigt ate resultatet
tolkas med forsiktighet.

Tabell 1. FOReKOMST (%) AV JUVERPATOGENER VID AKUT KLINISK MASTIT (2) OCH SUBKLINISK MASTIT (6).

Bakteriediagnos

Klinisk mastit Subklinisk mastit

(n=1056) (n=590)
Staphylococcus aureus 21 19
Koagulasnegativa stafylokocker 6 16
Streptococcus dysgalactiae 16 9
Streptococcus uberis 1 8
Streptococcus agalactiae 1 0,2
Ovriga streptokocker 1 2
Escherichia coli 16 3
Klebsiella spp. 4 1
Arcanobacterium pyogenes 6 0,3
Ovriga bakterier? 3 2
Blandflora 5 18
Ingen vaxt 1 22

@ inkluderar enterokocker och évriga koliformer
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FIGUR 1. Provtagning av enskilda juverdelar ger det sékraste bakteriologiska resultatet.

FOR- OCH NACKDELAR MED
SAMLINGSPROV

Det sikraste bakteriologiska resultatet
fs alltiid med enstaka juverfjirdedels-
prov eftersom det dr littast ate ta ett
sddant prov sterile (Figur 1). Vid vissa
bakterieinfektioner, t ex S aureus, kan
dock bakteriekoncentrationen i en in-
fekcerad juverdel variera frén dag till dag.
Om  baketeriekoncentrationen i mjolk-
provet ir lig vid provtagningstillfillet
finns risk att bakterierna inte detekteras.
Risken for detta ir ldgre i juverfjirde-
delsprov dn i samlingsprov. Som nimnts
kan det ibland vara aktuellt att ta sam-
lingsprov frin en ko, en grupp av kor
eller en hel besittning. I dessa fall ir det
viktigt ace kinna dll f6r- och nackdelar
med sddan provtagning.

Samlingsprov pa koniva
Samlingsprov frin en ko tas vanligen
frin alla lakeerande juverdelar. Sjilva
provtagningen gors antingen manuellt
eller via provmjélkningsutrustning.

Vid manuell provtagning rekommen-
deras samma rutin for steril proveagning
som nir man tar prov frin enskilda
juverdelar (3, 5, 8). Risken att provet
fororenas 6kar dock jimfort med juver-
delsprov eftersom provréret méste Spp-
nas flera ginger. For bista resultat bor
man dessutom ta lika stor mingd mjolk
frin vardera juverdelen vilket ibland kan

vara svirt att gora rent prakeiske. I ett
samlingsprov spidds mjélken fran en
infekterad juverdel varfor bakteriekon-
centrationen minskar. Dirmed kan det
bli svdrare att detektera bakteriefore-
komst i ett sddant prov.

Ete samlingsmjolkprov taget med
provmjdlkningsutrustning kan inte tas
sterilt. Dert fororenas dels av bakterier pa
spenhuden och dels av bakeerier i mjélk-
nings- och provtagningsutrustningen. Ett
sidant samlingsprov ir ocksa representa-
tive for hela juvrets mjélkmingd. Efter-

FIGUR 2. Odling av mjélkprov pa blodagar ar

Foto: BENGT EKBERG, SVA.

fortfarande guldstandard.

som juverdelar med subklinisk mastit
producerar mindre miingd mjélk in friska
juverdelar ir utspidningseffekten storre
in i ett manuellt taget samlingsprov.

Samlingsprov pa grupp- eller
besattningsniva

Samlingsprov kan tas frin en grupp av
kor genom att antingen poola samlings-
prov frin individuella kor eller genom
are ta prov frin tankmjélken efter att en
grupp av kor mjolkats. Besittningsprov
tas genom prov frin tankmjolken efter
avslutad mjslkning.

Vid poolning av manuellt tagna ko-
samlingsprov 6kar risken for fororening
och utspidning av bakteriekoncentratio-
nen med antalet kor men biigge riskerna
ir ligre dn da ett prov tas frin tank-
mijdlken. Ett tankmjélksprov dr férorenat
dels av bakeerier frin spenhuden och dels
av bakeerier i mj6lknings- och provtag-
ningsutrustningen. Eftersom ett sidant
samlingsprov ir representative for hela
mjolkmingden i gruppen/besittningen
paverkas det ocksd av skillnader i mjolk-
mingd mellan kor. Kor med subklinisk
mastit producerar mindre mingd mjslk
in friska kor varfor utspidningseffekeen
dr storre dn vid poolning av manuellt
tagna kosamlingsprov.

FOR- OCH NACKDELAR MED PCR
Som nidmnts ir konventionell odling
den rekommenderade metoden vid bak-

Foto: BENGT EKBERG, SVA.
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teriologisk undersokning av mjélkprov
(Figur 2). Numera ir det ocksd mojlige
att undersdka mjolkprov. med PCR
(Figur 3). Det finns idag tvd kommer-
siella. PCR-test f6r undersékning av
juverpatogener (Finnzymes Diagnostics,
Espoo, Finland). Det ena testet (Patho-
Proof™ Mastitis PCR Assay) detekterar
elva vanliga juverpatogener/juverpatogen-
komplex (S aureus, Staphylococcus spp
(inkluderar bade S aumreus och koagu-
lasnegativa stafylokocker (KNS)), S aga-
lactiae, S dysgalactiae, S uberis, Escheri-
chia coli, Enterococcus spp, Klebsiella spp,
Cwyizeb/zcterium bovis, Serratia marce-
scens och  Arcanobacterium  pyogenes/
Peproniphilus indolicus) same genen for
beta-laktamasproduktion, blaZ. Det
andra PCR-testet (PathoProof™ Masti-
tis Major-3 Kit) detekterar S aureus, S
agalactiae och M bovis.

PCR-testerna har bide f6r- och nack-
delar och limpar sig mer eller mindre
bra i olika sammanhang. Férdelar med
PCR jimfort med odling ir att analys-
tiden ir kortare (3—4 timmar), det ir
mojlige ate detektera mindre mingd
bakterier, det dr mojligt ate detektera
avdédade bakterier samt bakterier med
himmad tillvixt och det dr majlige ace
detektera bakeerier i bronopolkonserve-
rad mjolk. Resultaten blir dessutom de-
samma oavsett vem som liser analys-
resultatet.

Nackdelar med PCR jimférc med
odling ir att den detekeerar ett begrinsat
antal patogener, att den ir dyrare per
prov, att det inte gir att spara isolat for
genotypning med pulsfiltgelelekerofores
och att det inte gr att undersoka andra
typer av antibiotikaresistens in betalak-
tamasproduktion. Resultatet kan ocksa
vara svirtolkat, vilket har betydelse for
val av behandling och dtgirder i file
Exempel pa faktorer som kan forsvira
tolkningen av PCR-resultatet dr konta-
mination med miljobundna bakterier,
samtidig forekomst av flera KNS-arter
och detektion av DNA fran avdddade
bakterier niir infektionen redan ir avdo-
dad. Det kan ocksi vara svirt att tolka
betalaktamasresultatet vid samridig fore-
komst av bide S aurens och KNS.

I publicerade studier som jimfore
analys av mjélkprov med odling och
PCR visar resultaten att PCR detekterar

Ficur 3. Mjélkprov kan numera ocksa undersékas med PCR-teknik.

fler prov med bakterievixt dn odling
(4, 9, 11). Enligt studierna behdvs dock
ytterligare undersékningar for ace kunna
bedéma den kliniska relevansen av ett
positivt eller negativt PCR-resultat.

TOLKNING AV PROVSVAR

I svenska nationella studier gjorda under
det senaste decenniet (2, 6) var andelen
odlingsprov med vixt av juverpatogen
klart hogre vid klinisk (84 %) jimfore
med subklinisk (60 %) mastit (Tabell 1).
Skillnaden forklaras av att bide andelen
prov med blandflora och andelen prov
utan bakterieviixt dr hogre vid subklinisk
mastit.

Vaxt av bakterier i renkultur

I de flesta av de mjslkprov dir man hit-
tar bakterievixt i renkultur eller juver-
patogen i blandflora ir resultatet troligen
sant positivt. Vid tolkningen av svaret ir
det dock viktigt att inse att det finns en
risk att svaret ir falske positivt.

En méjlig orsak dill et falske positive
resultat ir om provet férorenats vid
provtagningen eller inte forvarats och
transporterats pd ett optimalt sdte. I
sidana fall dr det méjlige atc en bakee-
ricart kan vixa till mer dn Svriga och/
eller atc nigon eller flera bakteriearter
hdmmas kraftigt i tillvixt eller avdédas.

Detta kan t ex hiinda om provet utsitts
for hog eller lg (frysning) omgivnings-
temperatur. | en nyligen genomférd
studie (10) sigs en betydligt storre risk
att provet felaktigt bedémdes som ren-
kulcur istillet for blandflora om det inte
kyldes under simulerad transport oavsett
omgivningstemperatur (ca -10°C, +8°C
eller +22°C). Bakteriearter som framfor
allt kan dominera ir snabbvixande arter
som vissa koliformer och KNS. Till
exempel kan KNS-arten § xylosus vixa
till kraftigt om provet inte transporteras
tillricklige kyle (7). Risken for felbe-
démning paverkas ocksd av hur erfaren
den person som beddmer provet ir och
av laboratoriets rutiner.

En annan orsak dill ett falske positive
resultat ir att bakteriefyndet kan hirréra
frin spenkanalskolonisation och inte
fran juverinfektion. Risken for detta ir
ligst om mjolkprovet tas direkt efter
mjdlkning.

Risken for falske positive resultat ir
hégre vid subklinisk #n vid klinisk
mastit eftersom koncentrationen av juver-
patogener vanligen ir ligre vid subkli-
nisk mastit. Mjolkprov frin subklinisk
mastit skickas dessutom oftare till labo-
ratorium vilket innebir storre risk for
felaktig hantering och lingre td «ill
odling.
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» Vaxt av blandflora

Enligt dagens rekommendationer vid
odling bedéms prover i vilka det vixer
tre eller fler bakteriespecies (baserat pi
koloniutseende) som blandflora, dvs
stor risk att provet kontaminerats (3, 5).
Undantag frén regeln gors om S aureus
alternativt S agalactiae misstinks pa
grund av deras dignitet som smittspri-
dare. Aven i vissa andra fall di en miss-
tinkt juverpatogen ansvarar for en
dominerande del av bakterievixten pa
odlingsplattan anges provsvaret som
viixt av patogen i blandflora. Vid PCR-
undersdkning ir det inte ovanligr att
flera bakteriespecies detekteras i samma
prov. Aven i dessa fall bor vixt av tre
eller fler bakteriespecies foranleda miss-
tanke om att provet kontaminerats. Om
kontaminering av provet misstinks finns
det risk att varken odling eller PCR ger
en rittvisande bild av bakterieférekoms-
ten i provet. Dirfér rekommenderas i
dessa fall alltid att ett nytt mjolkprov tas
(Figur 4).

Ingen bakterievaxt

Det finns ett antal orsaker till att ett
mjolkprov ir bakteriologiskt negativt
och resultatet kan vara antingen sant
eller falske. M&jliga orsaker till att provet
4r sant negativt r att orsaken till masti-
ten ir icke-infektids, t ex trauma mot
juvret, eller att patogenen redan avds-
dats och eliminerats frin juvret. Ett
falske negativt resultat kan orsakas av att
juvret ir infekterat av en bakterieart eller
annan mikroorganism som inte vixer pa
standardmedium eller som vixer ling-
samt och kriver tillsats av tillvixtfakeo-
rer (odling) eller som inte ingdr i under-
sokningspanelen (PCR). Andra orsaker
till ett falske negativt resultat kan vara att
bakteriekoncentrationen i mjélken ir
lag eller obefintig pd grund av intermit-
tent bakrterieutsdndring (odling/PCR),
att kroppsegna bakterichimmande sub-
stanser eller antibiotikarester frin tidi-
gare behandling i mjolken himmar cill-
vixten (odling), att PCR-himmande
substanser finns i mjélken (PCR), att
miljon under transport/lagring varit
felakrig eller att desinfektionsmedel frin
spentvitt kontaminerat mjolkprovet
(odling). Aven nir ett mjélkprov dr bak-
teriologiskt negativt kan det dirfor vara

FIGUR 4. Vid véxt av blandflora rekommenderas ofta omprov.

akruellt att ta nyte prov for att sikerstilla
diagnosen.

KONKLUSION

Samlingsprov innebir alltid en 6kad risk
for fororening av mikroorganismer fran
omgivningen och en &kad risk for
utspidning av provet jimfért med juver-
delsprov. Sidana prov rekommenderas
dérfor frimst di man letar efter en juver-
patogen som inte ir vanlig i normal
hudflora eller omgivningsflora. Efter-
som risken for utspidning idr hog i
gruppsamlingsprov och tankmjslksprov
rekommenderas PCR i dessa fall. Det ir
dock viktigt att komma ihdg att dven ett
prov som ir negative med PCR-under-
sokning kan vara falskt negativt. Baserat
pa dagens kunskap bér samlingsprov
och PCR frimst anvindas i samband
med juverhilsoutredningar pa grund av
S agalactiae. Fler studier behovs dock
for att undersoka hur kinslig PCR ir
jimfore med odling for att detektera kor
och besittningar infekterade med S aga-
lactiae.

Oavsett bakteriologisk underssknings-
metod ir det ocksd viktgt att tolka
provsvaret med forsiktighet eftersom det
alltid finns risk att svaret ir falske posi-

tivt eller falske negativt. I dessa fall lik-

som vid blandflora eller forekomst av
flera bakteriearter samtidigt rekommen-
deras dirfor omprov. Chansen for en
korrekt bakteriologisk diagnos okar
betydligt om mjélkprovet tas sterilt och
om mjolkprov tagna i ror forvaras och
transporteras kylda frin provtagning till

odling.
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