SVA iilimaess SELMA® och
SELMA PLUS®

Selektiv odlingsplatta for mastitdiagnostik av kliniska mastiter

SELMA PLUS

SELMA ir en tredelad agarplatta och SELMA PLUS ir en fyrdelad agarplatta avsedd att underlitta den
bakteriologiska diagnostiken av mjolkprov fran kliniska mastiter. Indelningen av plattan i flera filt
moéjligegdr anvindning av olika selektiva media, vilket 6kar sikerheten och snabbheten i diagnostiken.
De olika félten dr mirkta 1, 2, 3 samt 4 1 plattans botten.

I bade SELMA och SELMA PLUS ingir ett filt med Nétblodagar innehallande eskulin (1) dér alla aeroba
bakterier vixer, ett filt med MacConkey-agar (2) ddr endast gramnegativa bakterier vixer och ett filt med
Mannitolsalt-agar (filt 3 pa SELMA resp. filt 4 p4 SELMA PLUS) dir stafylokocker och enterokocker
vixer. Vid vixt med gult firgomslag kan det senare filtet ocksi anvindas f6r bestimning av
penicillinasbildning hos stafylokocker.

Pa SELMA PLUS finns dven ett filt med PGUA-agar (3) £6r direkt pavisande av Escherichia coli.

SVA TERINARMED! CINSKA
SELMA och SELMA PLUS ar utvecklad vid SVA. \ ANSTALT

Viktig information till dig som anvinder SELMA-plattor:

SELMA och SELMA PLUS ir speciellt framtagna for odling av mjolkprover!

Varje omgang av SELMA och SELMA PLUS tillverkas enligt kvalitetssikrade rutiner pd sektion
tor substratproduktion och testas f6r optimala egenskaper vid odling och typning av
mastitpatogener. Akut klinisk mastit orsakas i regel av ett bakterieagens vilket darfor oftast
vixer i renkultur.

Mastitlaboratoriet vid SVA fungerar som referens- och rutinlaboratorium fér mastitdiagnostik i
Sverige. Mastit (juverinflammation) 4r den enskilt mest fétlustbringande sjukdomen inom svensk
mjolkproduktion. Diagnostiken utgér en viktig grund f6r behandling av mastit. En korrekt
diagnos medfor att eventuell antibiotikabehandling kan riktas direkt mot den orsakande
bakterien och onddig antibiotikaférbrukning undviks. Detta ér ett viktigt led 1 strivan att
minimera antibiotikaanvindningen i Sverige.

Vid odling av prov fran subkliniska mastiter, slemhinnor, hud och sar kan provet ofta
innehalla en blandflora av flera olika bakterieagens. Vid dessa fall ir det darfor inte
lampligt att anvinda SELMA-plattan eftersom de sma agarfilten pa en flerfiltsplatta g6r
att det idr svart att sirskilja enskilda kolonier, vilket dr viktigt for en korrekt avldsning.
For odling av andra prover 4n mjolk rekommenderar vi déarfor vara odelade
Nétblodagar-plattor!
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Odlingsanvisning

Samla forst upp eventuellt forekommande kondensvatten i plastlocket och hall av. Skaka
provroret. Doppa en 10 pl plastogla (bld) en gang per falt i val blandat r6r med mjolk, var noga
med att 6glan ér fylld och sprid pa plattan. Bérja med notblodagar-faltet (1) och sprid pa det sitt
som framgar av figurerna nedan.

For en korrekt diagnostik odlas endast en juverdel per platta.

Sa snart som méjligt efter odling inkuberas plattan med locket nedat i 37°C i 18-48 timmar.
Forsta avlisningen sker efter 18-24 timmar. Férekommer ingen vixt bor plattan inkuberas
ytterligare ett dygn f6r kontroll av eventuell utvixt av mer langsamvaxande bakterier.

Avlasning

Inspektera plattan 1 bade reflekterande (sma kolonier framtrider) och genomfallande belysning
(hemolys framtrider). Ingen vixt eller sparsam blandflora pa nétblodagarfiltet (1) innebir att
mjolken innehaller ett sa litet antal bakterier att en meningsfull bakteriologisk diagnostik inte ar
mojlig.

Differentialdiagnostik

Juverpatogena bakterier vixer ut enligt féljande (S=Selma, S+=Selma Plus):

Alla aeroba bakterier vixer pa blodagar (falt 1). Streptokocker vaxer endast pa blodagar (falt 1).
Stafylokocker och enterokocker vixer pa blodagar (filt 1) samt mannitolsaltagar (filt 3 pa S, filt 4
pa S+). Gramnegativa bakterier vixer pa blodagar (filt 1) och MacConkey-agar (filt 2) samt pa
PGUA-agar (filt 3 pa S+).

Mannitolsaltagar sirskiljer framst Staphylococcus aurerus och koagulasnegativa stafylokocker.
MacConkey-agar selekterar gram-negativa bakterier.
PGUA-agar sarskiljer Escherichia coli fran Gvriga gramnegativa bakterier t ex Klebsiella spp.

Streptokocker Stafylokocker Gramnegativa bakterier
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Grampositiva bakterier

Stafylokocker:

Staphylococcus anreus (8. aureus) och koagulasnegativa stafylokocker (IKNS) vaxer pa blodagar (falt 1)
samt mannitolsaltagar (falt 3 pa S, falt 4 pa S+). S. aureus har oftast en karaktiristisk
dubbelhemolys pé blodagar, vilket KNS saknar. Ndrmast S. az#rus-kolonin ses en helt klar zon och
utanfor denna en diffus zon. Mannitolsaltagar-filtet firgas sa gott som alltid citrongult runt

S. anrens-kolonierna, medan firgen oftast dr oférandrad vid vaxt av KNS. Bade S. aurens och KNS
bor testas avseende penicillinasproduktion enligt nedan beskriven metodik.

Penicillinas-test

Stafylokocker kan testas med avseende pa penicillinasbildning.

Vid gult firgomslag placeras en Cefinase -lapp (CEF-F) pd utvuxna kolonier pa
mannitolsaltagar-filtet (filt 3 pa S, filt 4 pa S+).

OBS! Var noga med att kontrollera att det 4r renkultur. Testen kan inte utféras pa
nétblodagar (filt 1) eller pa andra bakterieagens 4n stafylokocker.

Fler bakterieagens 4n stafylokocker kan ge gult firgomslag p4 mannitolsaltagar.
Inkubera plattan 15 till 30 minuter i 37°C. Rosa till rodfirgning av lappen innebir att stammen ar
penicillinasbildare (pc:as+). Fargomslaget syns bast fran plattans undersida. Ibland ses
fairgomslaget endast som sma réda flickar, dir kolonierna ligger an mot lappen.

Vid vixt pa mannitolsaltagar (filt 3 pa S, filt 4 pa S+) utan gult firgomslag, ligger man
Cefinase-lappen pa ett objektglas. Det gir inte att ldsa av eventuellt firgomslag pa Cefinase-
lappen om agarfiltet inte slagit om till gult. Genomfukta lappen med sterilt vatten eller
koksaltlosning. For sedan 6ver kolonimaterial till lappen med hjilp av en 6gla, ta i forsta hand
kolonimaterial fran blodagarn. Inkubera i 37°C och lis av ett eventuellt fairgomslag till rott inom
15 till 30 minuter. Det ar viktigt att lappen halls fuktig under hela inkuberingen genom att
objektglaset laggs i en tom petriskal eller liknande.

Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus
Pcias + Pc:as + (underifrin) Pc:as - (underifran)

v
koagulasnegativ stafylokock koagulasnegativ stafylokock Stafylococcus pseudintermeding
(mannitolpositiv) (mannitolnegativ) (mannitolnegativ)
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Streptokocker:

Samtliga streptokocker (Strept.) vixer oftast ut till synliga kolonier pa blodagar (1) inom 18-24
timmar. B-hemolyserande streptokocker som t ex Streptococcus agalactiae vixer oftast med en klar
hemolys runt kolonierna. - hemolyserande streptokocker som Streptococcus dysgalactiae vixer med
en gronaktig hemolys runt kolonierna. S#reptococcus uberis kan ge ett gronaktigt omslag och gar inte
att skilja frin Gvriga streptokocker. Enterokocker vixer ibland ut pa mannitolsaltagar (filt 3 pa S,
falt 4 pa S+) till smé kolonier och firgar mediet gult.

Streptococcus agalactiae Streptococcus uberis
(i genomlysning)

Streptococcus dysgalactiae

Enterococcus spp. Trueperella pyogenes)
(i genomlysning)

Trueperella pyogenes:

Efter 18-24 timmar ses kolonierna pa Trueperella pyogenes som knappt skonjbara nalstick 1
reflekterande belysning. I genomfallande belysning kan en svag diffus hemolys férekomma.
Kolonierna framtrider tydligare med en smal klar hemolyszon efter ytterligare ett dygns
inkubering.

Gramnegativa bakterier:

Koliforma bakterier vixer oftast ut till sma kolonier pa blodagar (filt 1) och MacConkeyagar

(falt 2) redan inom 4 till 6 timmar. Kolonier av Escherichia coli (E.coli) och Klebsiella spp targas
rédvioletta pa MacConkeyagar. Hemolyserande E. co/ har en klar hemolyszon runt kolonierna pa
blodagar. Klebsiella-kolonierna ar i regel “smetigare” dn E. co/i-kolonierna och kan vara
traiddragande med Ggla.

E. coli kan differentieras fran Klebsiella spp och Gvriga gramnegativa bakterier med hjilp av
SELMA PLUS-plattan. E. /i tirgar PGUA-agarn (falt 3 pa S+) gulgront. Vid riklig vixt av E. co/i
firgas hela PGUA-agarfiltet gulgront, annars endast omradet runt kolonierna.

Vixt av Klebsiella spp ger inget tairgomslag pa PGUA-agarn.
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Pseudomonas spp vixer som gra- /gron-skimrande kolonier med typisk “karamellukt” pa blodagar,
(filt 1), MacConkeyagar (filt 2) samt PGUA-agar (falt 3 pa S+).

Protens mirabilis svirmar oftast pa blodagar (filt 1) och vixer som enskilda kolonier pa de 6vriga
filten utan firgomslag.

Proteus mirabilis Enterobacter cloacae

Ovriga bakterier

En rad andra bakterier kan ibland orsaka mastit, t ex Bacil/us spp och arter inom Enterobacteriacae.
Bacillus-kolonier ar relativt stora med oregelbunden kant, ofta med hemolys och kan ibland dven
vixa ut pa mannitolsaltagar (filt 3 pa S, filt 4 pa S+).

Jastsvamp vixer oftast pa blodagar (filt 1) men ibland dven pa mannitolsaltagar (falt 3 pa S, filt 4
pa S+) efter 48 timmar.

Corynebacterinm bovis (som oftast ar apatogen) vaxer med vita, torra, icke hemolyserande kolonier
pa blodagar (filt 1) efter inkubering i 48 timmar.

Verifiering

I de fall man dr osdker pa diagnosen bor plattan eller mjélkprovet sindas till
veterinarbakteriologiskt laboratorium for verifiering. SVA ir ett ackrediterat laboratorium sedan
1998. Manga ganger ir det ocksa mycket viktigt att diagnosen kompletteras med en
resistensundersokning av den isolerade bakterien.
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Differentiering av E. coli och Klebsiella pa:

Escherichia coli Klebsiella spp.

Jastsvamp Bacillus cerens
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Avldsningsschema

Notblodagar med  MacConkey-agar Mannitol-Salt- PGUA-agar pa
Species eskulin agar Selma+
P falt 1 falt 2 falt 3 pa s, falt 3
falt 4 pa S+
. + +
Koagulasnegativa ev. hemolys
Stafylokocker
+ +
Staphylococcus enkel eller dubbel gult fargomslag
aureus hemolys
+ +
Stapf(;)./lococcu;' enkel eller dubbel
Pseudintermedius hemolys
+
R-hemolyserande Klar hemolys
streptokocker
. +
Ovriga ev. gron hemolys
streptokocker
+ svag vaxt
Enterokocker ev. svarta kolonier gult fargomslag
+
Trueperella Hemolys
pyogenes
+ + +
Escherichia coli ev. hemolys rodvioletta gulgrént
kolonier fargomslag
+ + +
Klebsiella spp rodvioletta inget fargomslag
kolonier
+ + +
Pseudomonas spp ev. hemolys
+ + +
Proteus spp svarmar enskilda kolonier enskilda kolonier
+ (+) (+) (+)
Jastsvamp
+ + +
Enterobacter
cloacae
+ (+)
Bacillus spp ev. hemolys

+ = bakterievaxt

(+) = inte alltid vaxt

7(8)



Forvaring och hallbarhet

SELMA och SELMA PLUS-plattor ir hallbar i 2 manader fran tillverkningsdatum vid
kylférvaring och ska forvaras med locket nedat.

Cefinase ar hallbar 1 ar. Forvaras i kyl.

Destruktion
Anvinda plattor destrueras genom brianning.

For bestillning kontakta order(@sva.se

Postadress: Statens veterinirmedicinska anstalt, SVA
75189 Uppsala
Leveransadress: Statens veterinarmedicinska anstalt, SVA

Travvigen 20, 75651 Uppsala

For mer information kontakta substrat@sva.se
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