Slutrapport for projektet: Ar PCR-analys av heljuverprov en effektiv
metod for bakteriologisk undersokning - V1130035

Bakgrund

Kor med subklinisk (for 6gat ej synlig) mastit (juverinflammation) utgor ett dolt hot fér andra
kor i besittningen och behover identifieras sa de kan separeras fran friska kor. En
celltalshojning i mjolken indikerar att kon kan ha subklinisk mastit orsakad av
bakterieinfektion men for att bekrifta eller dementera detta brukar man ta mjolkprover fran
misstinkt/a juverdel/ar for bakteriologisk undersokning. Prov for bakteriologisk undersdkning
analyseras idag framforallt med konventionell odling (KO) diar man pa laboratoriet stryker ut
en liten méngd mjolk pa en odlingsplatta, for att efter 1-2 dygn titta pa plattan och notera vad
som vixer. Denna metod dr den gyllene standarden for mastitdiagnostik, men dr subjektiv (da
tolkningen beror pa den som tittar pa odlingsplattan) och det kan dessutom vara svart att finna
bakterier om bakterieantalet i mjolkprovet &r lagt. Pa senare ar har man utvecklat diagnostik
som med hjélp av PCR (Polymerase Chain Reaction) teknik kan identifiera DNA fran de
vanligast forekommande mastitbakterierna i mjolk (Koskinen et al., 2009). Denna diagnostik
ar objektiv, snabb (man far ett slutsvar inom 3 - 4 timmar) och férekomst av bakterie-DNA
kan pavisas dven i mjolkprover med mycket lagt bakterieantal. En svarighet i tolkningen av
svar fran PCR-analysen &r att den pavisar DNA dven fran doda bakterier, t ex bakterier som
immunforsvaret oskadliggjort, vilket kan misstolkas som en pagaende infektion. En annan
svarighet i tolkningen av svaret dr att alla fynd (av bakterier som diagnostiken kan pavisa)
rapporteras, men det dr svart att avgora om fynden ir ett resultat av kontaminering eller en
sann infektion. Vid KO tolkas vixt av flera olika bakteriearter pa odlingsplattan som
blandflora (dvs. férorening), men vid PCR-analys kan det vara svart att avgéra om provet ar
fororenat eller inte. Ytterligare en nackdel med PCR-analysen r att vissa bakterier som kan
pavisas med KO inte kan pavisas. Emellertid ar tekniken fordelaktig om man vill effektivisera
provtagningen av kor da den skulle kunna tillimpas pa mjolkprover tagna rutinméssigt i
samband med provmjolkning. Da skulle man kunna fa ett bakteriologiskt svar i samband med
de Gvriga parametrar som fas i rapporteringen fran mjolkanalyserna. Heljuverprovtagning
(som &r det som tas vid provmjolkningen) okar dock risken for att provet blir kontaminerat
med t.ex. omgivningsbakterier. Dessutom finns risk att mjolkrester fran en tidigare mjolkad
ko kontaminerar mj6lkprovet for efterféljande ko vilket kan ge en missvisande bild av
juverinfektionsstatus. Efterfragan av PCR-analys av mjolkprover ar stor i Sverige (muntlig
kommunikation med SV As mastitlab), men da tekniken dr ny inom mastitomradet &r den inte
helt utvirderad é@n och framforallt tolkning av resultaten fran PCR-analysen behover utredas
mer.

Celltalet dr den vanligaste markoren for juverinflammation och anvénds ofta som ett
hjdlpmedel for att avgora om en ko ska provtas vid misstinkt mastit, men kan ocksa anvéindas
1 tolkningen av bakteriefynd. Det finns dven andra inflammationsmarkorer, exempelvis N-
acetyl-B-D-glukosaminidas (NAGase), alkaliskt fosfatas (AF) och laktatdehydrogenas (LDH),
som bildas nir celler skadas (vilket sker vid en inflammation), som skulle kunna vara



effektivare dn celltalet i tolkningen av de bakteriologiska resultaten. Information om celltal,
NAGase, AP och/eller LDH aktivitet i heljuverprovet kan vara till hjilp i tolkningen av det
bakteriologiska resultatet och utvérderingen av PCR-analysen som hjdlpmedel i
beséttningsarbetet mot mastit.

Var huvudsakliga fragestillning i detta projekt var huruvida PCR-analys av heljuverprov ér en
effektiv metod for bakteriologisk undersokning av mjolkprov fran kliniskt friska kor och vi
ville undersoka:

e Hur vil bakterieférekomsten i ett heljuvermjolkprov analyserat med PCR-teknik
Overensstimmer med bakterieférekomsten i juverfjardedelsprover, tagna vid samma
tillfille eller vid upprepade tillfdllen, som analyserats med KO.

samt vilka samband det finns mellan celltal, LDH-, NAGase och AF-aktivitet pa koniva och
bakterieforekomst i heljuvermjolkprov (koniva) fran samma tillfdlle.

Material och metoder

Mjolkprover (995st) fran 976 kor i 25 besittningar som provtagits i samband med det SLF-
finansierade projektet V0930006 anvindes i denna studie. Komaterialet representerade de tva
stora mjolkkoraserna i Sverige, kor i olika laktationsnummer och laktationsstadier.

Sterilt tagna fjardedelsmjolkprover fran dagen innan provmjolkningen, fran
provmjolkningsdagen samt dagen efter provmjolkningen analyserades pa SVA med avseende
pa bakterieforekomst enligt vanlig rutin for KO. Heljuverprov som togs ut samtidigt som
provmjélkningsprovet analyserades ocksd pd SVA med hjilp av PathoProof ™ Mastitis
Complete 12-kit (Thermo Fisher Scientific Inc.). PathoProof ™ Mastitis Complete 12-kit kan
pavisa Staphylococus (S.) aureus, Enterococcus species (sp.), Corynebacterium (C.) bovis,
Escherichia (E.) coli, Streptococcus (Str.) dysgalactiae, koagulasnegativa stafylokocker
(KNS), Str. agalactiae, Str. uberis, Klebsiella sp., Serratia (Ser.) marcescens och
Arcanobacterium (A.) pyogenes och/eller Peptoniphilus (P.) indolicus, samt genen for 3-
laktamas produktion hos stafylokocker. Médngd DNA som pavisas med PCR-analysen
kvantifieras och for varje prov med fynd av DNA fran en bakterie anges ett Ct-virde. Ju lidgre
Ct-virde desto storre mangd DNA har pavisats. Celltalet analyserades som vanligt i samband
med provmjolkning, medan LDH, NAGase och AF analyserades vid Aarhus univeristet,
Danmark.

Statistiska berdakningar

Deskriptiv statistik anviandes for att beskriva fynden fran respektive metod. Fann man ett eller
flera fynd av ett bakterieagens i fjardedelsproverna vid KO bedomdes kon vara KO-positiv for
detta agens. Pavisades flera olika agens i fjardedelsproverna vid KO bedomdes kon vara
positiv for respektive agens vid jimforelse med PCR-resultaten. Parvis korrelationsanalys
anvindes sedan for att fa en uppskattning av 6verrensstimmelsen mellan KO och PCR-analys.
For att sedan undersoka vilken metod som hade hogst sensitivitet (Se) och specificitet (Sp)
gillande formaga att hitta bakterier anviande vi oss av Bayesiansk latent klassanalys dar
hiansyn tas till resultaten fran bada metoderna utan att nagon av analysmetoderna forutsigs ge
mer eller mindre ritt svar. Latent klassanalys jamfor tva eller flera testers diagnostiska



formaga i tva eller flera populationer. Dessa populationer ska helst ha vildigt olika prevalens
av den sjukdom de diagnostiska testerna ska pavisa och i vart fall var den sjukdomen
subklinisk mastit. Ett sitt att beddma om kor har subklinisk mastit &r om de har ett celltal >
100 000 celler/ml mjolk. For att fa tva populationer med sa olika prevalens av subklinisk
mastit som mojligt valde vi att dela in vart material i en population med kor med ett celltal pa
<100 000 celler/ml mjolk och en med kor med ett celltal pa > 100 000 celler/ml mjolk vid
aktuell provmjolkning. Vi antog att de diagnostiska testerna (KO och PCR-analys) skulle ha
samma diagnostiska formaga i bada populationerna och att de var villkorligt oberoende (den
ena metodens resultat paverkade inte den andras). I Bayesiansk analys anvidnder man sig av
kunskap fran andra liknande studier for att fa initialvirden och forvéarden for modelleringen.
De forvirden och initialviarden vid latent klassanalys som kan anges &r de diagnostiska
testernas (hir KO och PCR-analys) sensitivitet (Se) och specificitet (Sp) enligt andra liknande
studier, samt den forvintade prevalensen sjuklighet i de olika populationerna.

For att undersoka hur celltalet eller LDH-, NAGase- och AF-aktivitet pa koniva skulle kunna
hjélpa till vid tolkningen av svaren fran PCR-analysen undersoktes samband mellan
juverhdlsomarkorerna och bakterieférekomst i heljuvermjélkprov (koniva) fran samma
tillfidlle. Sambanden undersoktes med hjidlp av univariabel linjdr blandad regressionsanalys
(ddr hinsyn tas till att kor inom samma beséttning dr mer lika varandra och utsétts for mer lik
miljo och skotsel dn kor mellan besittningar) samt med hjilp av deskriptiv statistik.

Resultat

Generellt pavisades fler bakteriella fynd med hjilp av PCR-analys &n med KO. Med PCR-
analys av heljuverprov fran ett provmjolkningstillfille bedomdes 867 (av 985, 88 %) kor vara
bakteriologiskt positiva. Som jamforelse beddmdes totalt 261 av korna (av 995, 26 %) vara
bakteriologiskt positiva (fynd av endast blandflora riknades inte in), dvs. de hade ett eller
flera fynd av bakterier, baserat pa KO av juverdelsprov fran provmjolkningsdagen och 393
kor (av 995, 39 %) var bakteriologiskt positiva baserat pa KO av juverdelsprov fran alla tre
provtagningarna. Bade KO och PCR-analys kunde pavisa bakterier i prover diar den andra
metoden inte kunde pavisa nagot bakteriellt fynd (eller dir KO-resultatet var blandflora; 106st
(av 995, 14 %) fran provmjolkningsdagen). Storst skillnad mellan resultaten fran KO och
PCR-analys sags for KNS (tabell 1 och 2). Resultaten 6verrensstimde mer nér tre dagars
prov, jamfort med en dags prov, analyserade med KO jimfordes med provet som analyserats
med PCR.

Tabell 1. Antal (%) kor diir bakterier pavisats vid konventionell odling (KO) av fjirdedelsmjolkprover
tagna vid ett tillfille och/eller vid PCR-analys av heljuverprover tagna vid samma tillfélle (n=955 kor)

Agens KO pos®/ KO pos/ KO neg/ KO neg/
PCRpos PCRneg” PCR pos PCR neg
Enterococcus sp. 9(0,9) 3(0,3) 420 (44) 525 (55)
E. coli 2 (0,2) 3(0,3) 76 (8) 876 (91,5)
Klebsiella sp. 0 1(0,1) 81 (8) 875 (91,5)
KNS 108 (11) 11 (1) 610 (64) 228 (24)
Str. agalactiae 1(0,1) 2(0,2) 10 (1) 944 (99)
S. aureus 54 (6) 20 (2) 47 (5) 836 (87)
Str. dysgalactiae 29 (3) 6 (0,6) 98 (10) 824 (86)
Str. uberis 18 (2) 15 (2) 37 (4) 887 (93)

®pos = prov dir respektive bakterie har pavisats
bneg = prov dir respektive bakterie inte har kunnat pavisas



Tabell 2. Antal (%) kor dir bakterier pavisats vid konventionell odling (KO) av fjirdedelsmjolkprover
tagna tre dagar i rad och/eller vid PCR-analys av heljuverprover tagna pa dag 2 (n=983)

Agens KO pos’/ KO pos / KO neg/ KO neg/
PCR pos PCR negb PCR pos PCRneg
Enterococcus sp. 16 (2) 7(0,7) 422 (43) 538 (55)
E. coli 2(0,2) 5(0,5) 76 (8) 900 (91,5)
Klebsiella sp. 0 3(0,3) 84 (8,5) 896 (91)
KNS 180 (18)  23(2) 561 (57) 219 (22)
Str. agalactiae 3(0,3) 1(0,1) 11(1) 968 (98)
S. aureus 68 (7) 42 (4) 33(3) 840 (85)
Str. dysgalactiae 42 (4) 7 (0,7) 86 (9) 848 (86)
Str. uberis 28 (3) 24 (2) 28 (3) 903 (92)

®pos = prov dir respektive bakterie har pavisats
bneg = prov dér respektive bakterie inte har kunnat pavisas

Med KO pavisades bakterier som inte ingick i PCR-analyspanelen hos 12 kor; Pasteurella
multocida, Streptococcus sp. samt koagulaspositiva stafylokocker. I PCR-analysen pavisades
A. pyogenes/P. indolicus hos 94 kor och C. bovis hos 302 kor som inte rapporterats/pavisats
vid KO.

Korrelationen mellan metoderna var generellt ganska lag (se tabell 3). Hogst korrelation sags
for fynd av S. aureus dir korrelationen lag runt 0,6. Korrelationen mellan metoderna kade
nagot nir jamforelsen gjordes mellan PCR-analysen och tre dagars prover analyserade med
KO (tabell 3).

Tabell 3. Parvisa korrelationer mellan bakteriefynd vid PCR-analys av heljuverprover tagna vid
provmjolkning och bakteriefynd vid konventionell odling av fjirdedelsmjolkprover tagna vid samma
provmjolkning eller vid tre efterfoljande dagar (dagen fore, vid provmjolkningen samt dagen efter
provmjolkningen) (n=955)

Korrelation 1vs.1 1vs.3
provtagning provtagningar
Enterococcus sp. 0,07 0,08
E. coli 0,08 0,09
Klebsiella sp. -0,01 -0,02
KNS 0,14 0,13
Str. agalactiae 0,33 0,37
S. aureus 0,59 0,61
Str. dysgalactiae 0,40 0,44
Str. uberis 0,40 0,49

Resultaten av den latenta klassanalysen redovisas i tabell 4. Generellt hade PCR-analysen
hogre Se, dvs. var bittre pa att hitta ett visst agens nér det verkligen fanns i provet, medan KO
oftast hade en hogre Sp (forutom for KNS), dvs. var bittre pa att inte visa nagot fynd nér
provet troligen var negativt. Resultaten visar ocksa att Se hojs for KO nir resultaten fran tre
provtagningar jamfordes med resultatet fran provet som analyserats med PCR och for S.
aureus och Str. uberis fick da KO hogre Se dn PCR-analysen. Sensitiviteten och Sp
paverkades mycket av hur manga observationer som ingick i analysen sa for Enterococcus
sp., E. coli, Klebsiella sp. och Str. agalactiae blev skattningarna vildigt osdkra vilket kan ses
av ett stort PPI intervall.



Tabell 4. Estimat och 95 % >’posterior probability interval” (PPI) av sensitivitet (Se) och specificitet (Sp)
fran latent klassanalys av resultaten fran konventionell bakterieodling av fjirdedelsmjolkprover tagna
fran en respektive tre efterfoljande dagar och PCR-analys av mjolk fran heljuverprov fran en dag (n=943
kor (en dags prover) och 970 kor (tre dagars prover)).

Agens Antal Konventionell odling PCR-analys
provtagnings- Se Sp Se Sp
tillféllen 95 % PPI  95% PPI 95 % PPI 95 % PPI
Enterococcus sp. 1 0,02 0,99 0,59 0,66
0,00; 0,04 0,97; 1,00 0,02;0,96 0,17; 0,97
3vs. 1 0,03 0,98 0,63 0,70
0,00; 0,07  0,95; 1,00 0,02;0,95 0,18; 0,97
E. coli 1 0,13 1,00 0,64 0,96
0,07;0,23  0,99; 1,00  0,36;0,88  0,93; 0,99
3vs. 1 0,15 1,00 0,58 0,96
0,08;0,25 0,99; 1,00 0,31;0,84  0,93; 0,99
Klebsiella sp. 1 0,01 1,00 0,44 0,95
0,00; 0,06  0,99; 1,00  0,03;0,94  0,90; 0,99
3vs. 1 0,02 1,00 0,38 0,94
0,00; 0,08  0,99; 1,00  0,02;0,91  0,90; 0,97
KNS 1 0,33 0,87 0,96 0,71
0,30;0,37 0,85;0,88 091;1,00 0,57,0,86
3vs. 1 0,40 0,86 0,96 0,72
0,36; 0,43  0,84;0,88  0,90; 1,00  0,58; 0,89
Str. agalactiae 1 0,27 1,00 0,94 0,99
0,18; 0,36  0,99; 1,00  0,85;0,99  0,98; 1,00
3vs. 1 0,27 1,00 0,95 0,99
0,19;0,36  0,99; 1,00  0,86;0,99  0,98; 1,00
S. aureus 1 0,69 0,98 0,87 0,97
0,58;0,80 0,97;0,99 0,77;0,95 0,96, 0,99
3vs. 1 0,83 0,98 0,76 0,98
0,73;091 0,96;0,99 0,67;0,85  0,97; 0,99
Str. dysgalactiae 1 0,30 1,00 0,81 0,96
0,21; 0,41  0,99; 1,00  0,66;0,93  0,94; 0,99
3vs. 1 0,42 1,00 0,85 0,96
0,31;0,56  0,99; 1,00  0,72;0,97  0,94; 0,99
Str. uberis 1 0,73 0,99 0,75 0,97
0,62;0,84 0,98;1,00 0,58;091  0,96; 0,99
3vs. 1 0,78 0,99 0,69 0,98
0,68;0,87 0,98;1,00 0,55;0,84 0,97; 0,99

For att fa en uppfattning om relevansen av fynden fran respektive metod for pavisande av
smittsam subklinisk mastit redovisas i tabell 5 hur bakteriefynden fran respektive metod
fordelar sig over celltal. Det var generellt fler prover som var positiva vid KO 4n vid PCR-
analys som kom fran kor med ett celltal >100 000 celler/ml mjolk.

Med PCR-analyserna pavisades 0-6 agens per prov (se figur 1) och med KO pavisades 0-3
agens per ko i prov fran provmjolkningsdagen. Det var vanligast att pavisa 2 agens (31 %), 1
agens (23 %), 3 agens (20 %) resp. 0 agens (12 %) med PCR-analysen, medan det i KO var
vanligast med O fynd (63 %), 1 agens (31 %). I PCR-analysen var KNS det vanligaste fyndet
och pavisades i 63 % av proverna med fynd av ett agens och i > 90 % av proven med fynd av
mer &n ett agens. Enterococcus sp. och C. bovis pavisades ocksa ofta i prover med fynd av
mer &n ett agens. I KO var fynd av KNS det vanligaste fyndet vid fynd av 1 agens, pavisad i
45 % av proverna med fynd av 1 agens, och S. aureus var det vanligaste fyndet vid fynd av 2
agens, pavisad i 59 % av proverna med 2 agens. Endast ett prov hade fynd av 3 agens.



Tabell 5. Fordelning av andel positiva prover analyserade med konventionell bakterieodling (KO) eller
PCR-analys over kor med ett celltal pa < 100 000 celler/ml mjolk respektive > 100 000 celler/ml mjolk vid
ett och samma provtagningstillfille.

Celltal < 100’ Celltal > 100’
KO+ PCR+ KO+ PCR+
Enterococcus sp. 17 % 55 % 83 % 45 %
E. coli 20 % 52 % 80 % 48 %
Klebsiella sp. 0 % 47 % 100 % 53 %
KNS 30 % 49 % 70 % 51 %
Str. agalactiae 0 % 54 % 100 % 46 %
S. aureus 12 % 17 % 88 % 83 %
Str. dysgalactiae 0 % 29 % 100 % 71 %
Str. uberis 15 % 18 % 85 % 82 %
100%
90% | I H KNS
80% I I B Enterococcus sp.
70% I m C. bovis
60% W Str. dysgalactiae
50% W S. aureus
40% H A. pyogenes/P. indolicus
30% Klebsiella sp.
0,
20% E. coli
10% -
Str. uberis
0% -

Str. lacti
1(n=226) 2 (n=302) 3 (n=203) 4(n=95) 5(n=30) 6 (n=12) - agalactiae

Figur 1. Fordelning av agens 6ver totalt antal pavisade agens per prov for heljuverprov analyserade med
PCR (n=985).

Samband mellan juverhidlsomatt och resultaten fran PCR-analysen

Celltal, LDH och NAGase var signifikant (P<0,05) hogre i prover med fynd av minst ett
agens jaimfort med negativa prover (se figur 2). Celltalet och LDH var dven signifikant hogre i
prover med fynd av >2 agens jimfort med prover med fynd av ett agens, samt i prover med
fynd av >3 agens jamfort med prov med 2 agens. Det var ingen signifikant skillnad i varken
celltal eller LDH nivaerna mellan prover med >3 fynd. NAGase var signifikant hogre i prover
med fynd av ett agens jamfort med fynd av > 3 agens och i prover med fynd av 2 agens
jamfort med fynd av 3 resp. 4 agens. AF var signifikant hogre i negativa prover jimfort med
fynd av 3 resp. 4 agens och hogre i fynd av 1 resp. 2 agens mot fynd av 4 agens.
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Figur 2. Celltal, LDH, NAGase och AF nivaer i mjolkprover dir 0-6 agens pavisats med
PCR-analys.

Celltal, LDH, och NAGase var signifikant hégre hos kor med fynd av S. aureus, Str.
dysgalactiae, Str. uberis, KNS och C. bovis jamfort med kor utan fynd av resp. bakterie
(tabell 6). AF var signifikant lidgre hos kor med fynd av Str. uberis, KNS (tabell 6) och A.
pyogenes/P. indolicus jamfort med kor utan fynd av resp. bakterier. Celltalet hade dven
tendens (P=0,06) till att vara hogre hos kor med Klebsiella sp. och A. pyogenes/P.indolicus
fynd jamfort med kor utan fynd av resp. bakterier. Inga signifikanta samband sags mellan
juverhélsomarkoérerna och fynd av Enterococcus spp. respektive fynd av E. coli.

Tabell 6. Mediannivaer (50 % centralintervall) for celltal, LDH NAGase och AF i heljuvermjolkprov fran
kor dir PCR-analys ej pavisat (PCR-) eller pavisat (PCR+) fynd av Staphylococcus (S.) aureus,
Streptococcus (Str.) dysgalactiae, Str. uberis, koagulasnegativa stafylokocker (KNS) och/eller
Corynebacterium (C.) bovis, och dir ett signifikant samband pavisats mellan fynd och juverhilsomarkor.

_Agens Juverhiisomatt PCR- PCR+

S. aureus Celltal, *1000, celler/ml mjolk 71 (33; 194) 267 (124; 570)
LDH, U/l 1,6 (1,0; 2,4) 1,9 (1,3;2,7)
NAGase, U/l 4,6 (3,4;6,2) 5,1 (3.,8;7,3)

Str. dysgalactiae  Celltal, *1000, celler/ml mjolk 71 (32; 191) 229 (79; 596)
LDH, U/l 1,6 (1,0; 2,3) 2,3(1,3;3,4)
NAGase, U/l 4,6 (3,4;6,1) 5,0 (4,3;7,9)

Str. uberis Celltal, *1000, celler/ml mjolk 77 (33; 203) 469 (174, 845)
LDH, U/l 1,6 (1,0; 2,4) 2,6 (2,0; 4,2)
NAGase, U/l 4,6 (3.4;6,2) 6,2 (4,4; 8,3)
AF, U 496 (278; 837) 357 (224; 578)

KNS Celltal, #1000, celler/ml mjolk 44 (22; 111) 103 (41; 270)
LDH, U/l 1,3 (0,9; 2,0) 1,8 (1,2; 2,6)
NAGase, U/l 4,2 (3,2;5,6) 4,8 (3,6; 6,6)
AF, U/l 541 (314; 1012) 480 (265; 781)

C. bovis Celltal, *1000, celler/ml mjolk 137 (65; 324) 142 (86; 311)
LDH, U/l 1,5 (1,0; 2,3) 1,9 (1,2;2,7)
NAGase, U/l 4.5(3,3;6,1) 5,2 (3,9; 6,8)




Diskussion

Overrensstimmelsen mellan resultaten frin KO av fjirdedelsmjolkprover tagna vid ett
respektive tre provtagningstillfillen och PCR-analys av heljuvermjolkprov taget vid ett
tillfdlle var inte hog. Det kan finnas flera forklaringar till detta. Att farre bakterier pavisades
med KO kan delvis bero pa att de proverna togs sterilt vilket innebir att det &r mindre risk for
att provet kontaminerats av bakterier fran ndrmiljon. Heljuverprovet togs ddremot inte enligt
steril provtagning och mjolkrester fran tidigare kor kan ha funnits kvar i den
provmjolkningsutrustning som anvindes vilket innebér en risk for 6verforing av bakterier och
ett felaktigt analyssvar for aktuell ko. I en nyligen publicerad studie fran Danmark visade man
att sannolikheten for att fa ett positivt prov (S. aureus) med PCR-analys minskade om
heljuverprovet togs efter att juvret rengjorts enligt steril provtagningsrutin fore mjolkning
(Mahmmod et al., 2013). En annan skillnad mellan KO och PCR-analys ér att fynden tolkas
vid KO innan resultatet férmedlas (t ex blandflora eller vixt av kind mastitorsakande bakterie
i blandflora). I svaret fran PCR-analysen rapporteras alla bakteriefynd (som metoden kan
pavisa) och det kan vara svart att avgora vad som &r av betydelse och vad som bara dr
kontamination (och skulle rapporterats som blandflora vid KO). Resultaten fran KO gavs
enligt ordinarie rutin, men hade alla bakteriefynd identifierats (dvs dven alla agens som véxte
vid blandflora) hade &verrensstimmelsen kanske varit hogre.

Resultaten fran den latenta klassanalysen visade att PCR-analysen oftast hade storre formaga
att pavisa bakterier i prov fran kor som troligen var bakteriologiskt positiva, medan KO oftast
hade hogre formaga att pavisa avsaknad av bakterier i prov fran kor som troligen var
bakteriologiskt negativa. Emellertid gav ingen av metoderna sa vildigt hog Se vilket innebér
att bada metoderna missar fynd av bakterier. Intervallen for flera av skattningarna var ocksa
stora vilket tyder pa att skattningarna &r osikra. Latent klassanalys dr den metod som finns i
dag for att jamfora tva eller flera tester nir det inte finns nagot test som dr en sann
guldstandard. Emellertid paverkas resultaten av denna analys av vilka forvirden och
initialvirden man anvénder s om nagon annan gor om studien och anvénder andra virden
och populationsindelning kan resultaten bli annorlunda. Det dr déarfor viktigt att komma ihag
att resultaten fran latent klassanalysen dr skattningar och inte exakta sanningar. Den relativt
hoga Se (81 — 94 %) for PCR-analysen gillande KNS, Str. agalactiae, Str. dysgalactiae och S.
aureus tyder dock pa att metoden dr bra pa att finna dessa agens och att flera provtagningar
och analyser behovs for att KO ska na upp till liknande Se.

En svarighet med PCR-analysen &r tolkningen av svaren. Da oftast fler @n ett agens
rapporteras och méngderna som anges inte direkt dr jimforbara kan man inte avgora
vilket/vilka av fynden som egentligen &r av intresse. Manga av de bakterier som pavisas finns
naturligt pa huden och i kons ndrmilj6é och det finns ingen majlighet att avgoéra om bakterierna
kommer fran omgivningen, huden eller juvret. Tas mjolkproverna enligt steril provtagning &r
sannolikheten att de flesta pavisade agens kommer fran juvret, men en sadan provtagning ar
oftast inte praktiskt genomforbar vid provmjolkningen. Det &r viktigt att inse att om PCR-
analys ska tillimpas pa prover fran provmjolkningen kommer tolkningen av resultaten vara
svara. Av vad vi kunde se i denna studie visade PCR-analysen lika ofta positiva fynd hos kor
utan tecken pa mastit (celltal <100 000 celler/ml mjolk) som hos kor med misstiankt



subklinisk mastit (celltal > 100 000 celler/ml mjolk) ndr Enterococcus sp., E. coli, Klebsiella
sp. och KNS pavisades. Detta tolkar vi som att fynd av dessa bakterier ofta kan bero pa
kontaminering och att man bor provta djuret igen enligt steril provtagning och anvinda KO
for att fa ett sdkrare resultat. Samtidigt som KO missar en del bakteriepositiva prover tyder
vara resultat pa att de bakteriefynd som gors med KO oftast gors fran kor med ett celltal >
100 000 celler/ml mj6lk vilket indikerar misstanke om subklinisk mastit. Prover som var
PCR-positiva for Str. agalactiae, S. aureus, Str. dysgalactiae och Str. uberis kom till storsta
delen fran kor med celltal > 100 000 celler/ml mj6lk vilket vi tolkar som att dessa prover
framforallt kom fran kor med misstidnkt smittsam subklinisk mastit. Emellertid pavisades
endast ett fatal av dessa fynd som enskilt fynd och provtagning pa juverfjardedelsniva och
analys med KO rekommenderas for att sikerstilla diagnosen.

I regressionsanalysen fann vi att celltal, LDH och NAGase var signifikant hogre i koprov som
med PCR-analys var positiva for S. aureus, Str. dysgalactiae, Str. uberis, KNS eller C. bovis
och att AF var signifikant ldgre i koprov med fynd av Str. uberis, KNS och A. pyogenes/P.
indolicus jamfort med kor utan fynd av dessa agens. Dessa resultat indikerar att alla
undersokta juverhdlsomarkorer skulle kunna anvindas som hjilp for att tolka resultaten fran
PCR-analysen. En svarighet vid tolkningen &r att vi oftast pavisade 2 eller fler agens samtidigt
vilket gor det omojligt att sdga vilket/vilka agens som star for celltalshdjningen. Till exempel
pavisades KNS i alla prover dir dven S. aureus pavisandes och i dagsliaget kan vi inte avgora
om bada eller endera &r av betydelse for celltalet/LDH/NAGase da bada &r vanliga
hudbakterier och kan férekomma i juvret. Av resultaten ser vi ocksa att spridningen i virdena
for celltal, LDH, NAGase och AF till viss del 6verlappar mellan bakteriologiskt negativa och
positiva kor (tabell 6). Griansvérden for celltal (eller LDH, NAGase eller AF) som kan avgora
om en ko troligen har smittsam subklinisk mastit, dvs. dir det bakteriella fyndet &r av stort
intresse for lantbrukaren och veteriniren, maste undersokas vidare i andra studier.

Konklusioner

Overrensstimmelsen mellan fynd av bakterier frin KO och PCR-analys var 1ag. Fler
bakteriefynd pavisades med PCR jamfort med KO, men manga av PCR-fynden verkar vara
orsakade av kontamination da manga fynd gjordes i mj6lkprov fran kor utan tecken pa
juverinflammation. Alla undersokta juverhdlsomarkorer (celltal, LDH, NAGase, AF) hade
signifikanta samband med vissa bakteriefynd vid PCR-analysen, men fler studier behovs for
att identifiera grinsviarden som kan underlitta tolkningen av resultaten fran PCR-analysen.
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