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Utprovning av ny metod för detek
tion av Staphylococcus au.reus vid 
mastit 
PERSSON WALLER, KARi N, docent, statsveterinär, adjungerad professor och PERSSON 
MARIA, biomedicinsk analytiker.* 

Staphylococcus aureus-mastit orsakar fortfarande stora problem i många mjölkkobesättningar. 
För ett effektivt juverhälsoarbete är det viktigt att säkert och snabbt kunna diagnostisera alla 
S aureus-infekterade kor. Med idag tillgängliga metoder finns det risk att man missar vissa av 
dessa infektioner. Det finns därför ett behov av säkrare diagnostiska metoder. I artikeln be
skrivs en utprovning av ett ELISA-kit för detektion av S aureus-infektion. Resultaten visar 
emellertid att testet inte ger en tillräckligt tillförlitlig diagnostik under svenska förhållanden. 

Inledning 
Mastit är den mest förlustbring
ande sjukdomen bland mjölkkor 
och orsakar årligen stora förlus
ter för mjölkproducenterna. Vid 
ett stort antal mastiter kan infek
tion med Staphylococcus aureus 
(S aureus) diagnostiseras. Dessa 
infektioner leder ofta till subkli
niska mastiter och minskad mjölk
produktion samt ökad risk för 
spridning av bakterier till andra 
kor i besättningen. 

För att kunna förebygga mastit 
i en besättning är det viktigt att 
identifiera infel<.terade kor för att 
åtgärda dem på lämpligt sätt. 
Hittills har man använt en kom
bination av celltal och bakterie
växt i mjölken för denna dia
gnostik. Vid subkliniska S aureus
mastiter är dock antalet bakteri
er i mjölken ibland mycket lågt, 
vilket gör att man inte alltid upp
täcker en infektion såvida man 
inte gör upprepade provtagning
ar och bakteriologiska analyser. 
Detta är kostsamt och tidskrä
vande. Det finns därför behov av 
bättre diagnostiska metoder så 
att infekterade kor kan identifie
ras på ett säkert, snabbt och bil
ligt sätt. 

EL/SA-test 
I USA finns ett ELISA-test fram
taget för detektion av antikrop
par riktade mot S aureus i mjölk, 
vilket har testats för diagnostik 
både på individ- och besättnings-

2002, Volym 54, Nr 2 

nivå (2, 3, 5, 6, 7). Testet bygger 
på att kon, i samband med en 
infektion, utvecklar lokala anti
kroppar mot infektionsämnet. 
Detta tar ca en till två veckor, 
varför ett sådant test inte kan 
upptäcka nya infektioner. Vid 
subklinisk mastit har dock infek
tionen pågått under tillräckligt 
lång tid för att antikroppar ska 
ha bildats. 

Det aktuella testet, Staphylo
coccus aureus-Antibody Test Kit, 
bygger på att ett bakterieantigen 
i kitet ska detektera antikroppar 
i mjölken. Det bakterfeantigen 
som används kommer från en 
amerikansk human S aureus
stam. Skillnader mellan olika 

Figur 1. SELMA-plat
ta med växt av peni
cillinaspositiva Sta
phylococcus aureus. 
Författarna har 
undersökt hur ett 
antikroppsbaserat test 
för detektion av bakte
rien fungerar under 
svenska förhållanden. 
Foto: Bengt Ekberg. 
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bakteriestammar kan förekom
ma (1) varför det inte är själv
klart att detta test även fungerar 
för att upptäcka antikroppar rik
tade mot bakteriestammar före
kommande i svenska mjölkkobe
sät:tningar. 

Syftet med föreliggande studie 
var därför att undersöka ett an
tal mjölkprover med känd bakte
riologisk diagnos från juverdelar 
med eller utan infektion med S 
aureus, för att undersöka om tes
tet fungerar även under svenska 
förhållanden. Avsikten var också 
att jämföra resultaten från ana
lys av juverdelsprov och samlings
prov från juver hos enskilda kor 
samt att undersöka om det finns 
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ett samband mellan celltalsnivå 
och förekomst av S aureus-anti
kroppar i tankmjölksprover. 

Tabell 1. Antaljuverljärdedelsprover med positiv, tveksam eller negativ reaktion i S 
aureus-ELISA. fördelat pa olika bakteriologiska fynd. 

Bakteriefynd F:LISA ELJSA ELISA Totalt 

Material och metoder 
Mjölkprover 
Mjölkprover togs både i mjölkrör 
och med MASTISTRIP (SV A, 
Uppsala) från individuella juver
delar hos 88 kor från fem olika 
besättningar i sydöstra Sverige i 
samband med en tidigare studie 
(8) och frystes (-20°C). Proverna 
kom från kor i juverhälsoklass 
6-9, dvs från kor med subklinisk 
mastit i minst en juverdel. Fler
talet kor (61 stycken) provtogs 
vid två tillfällen med en månads 
mellanrum. Bakteriologisk under
sökning av proverna gjordes vid 
Avdelningen för mastit och sub
stratproduktion, SVA, Uppsala, 
enligt ackrediterade rutiner. 
Celltal, mätt som ATP analysera
des från MASTISTRIP-kasset
ten. Bakteriologisk undersökning 
gjordes både av mjölkproverna 
och MASTISTRIP-kassetten. Sam
lingsprov från vaijejuver/ko gjor
des genom att blanda lika voly
mer mjölk från vardera juverdel. 
Endast kor med prover från alla 
fyra juverdelarna (80 kor) ingick 
i detta material. Samlingsprov 
erhölls vid två provtagningstill
fällen från 54 av dessa kor och 
vid ett tillfälle från 26 kor. Pro
ver från individuella juverdelar 
(126 prover) valdes ut beroende 
på bakteriefynd från 84 av korna. 
Från vaije ko analyserades anti
kroppsnivån endast från ett prov 
per provtagningstillfälle. 
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S aureus 
Koagulasnegativa stafylokocker 
(f d stafylokocker övriga) 
Str dysgalactiae, Str uberis 
Gramnegativer 
Ingen växt/blandflora+ ATP>lO 
Ingen växt/blandflora+ ATP<lO 
Totalt 

Tankmjölksprover insamlades 
via mjölkbedömningslaboratori
um (Steins, AC, Jönköping). Alla 
prover insamlades vid ett tillfälle 
och 20 prover per celltalsklass 
(1: <100 000, 2: 1-200 000, 3: 2-
300 000, 4: 3-400 000, 5: >400 000 
celler/ml) frystes och skickades 
till SV A för analys. Som framgår 
av Figur 2 var de faktiska cellta
len i överensstämmelse med spe
cificerade selektionskriterier. 

Analys av S aureus
antikroppar 
Förekomst av antikroppar mot S 
aureus analyserades med hjälp 
av ELISA-kit enligt tillverkarens 
instruktioner (Staphylococcus au
reus Antibody Test Kit, Veterina
ry Medical Research and Deve
lopment (VMRD), Pullman, WA, 
USA). Ett prov som genererar ett 
värde för optisk densitet (OD) 
som är lika med eller större än 
den positiva kontrollen anses 
positivt. Ett prov som har ett 
OD-värde som är 15 procent 
lägre än den positiva kontrollen 
anses negativt. Ett prov vars OD 
hamnar mellan dessa värden 

1 2 3 4 5 

celltalsintervall 

Figur 2. Medelcelltal (SD) 1 tank mjölk fran prover i fem olika celltalsintervall (1: <100 000, 
2: 1-200 000, 3: 2-300 000, 4: 3-400 000, 5: >400 000 celle1m1I). 
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anses misstänkt och bör analyse
ras om. I denna studie gjordes 
inga sådana konfirmerande ana
lyser. 

Resultat 
Individuella juverdelsprover 
Bakteriologiska fynd och ELISA
resultat ges i Tabell 1. I 33 av 
126 mjölkprover detekterades 
växt av S aureus. I 51 prov kunde 
ingen specifik växt av bakterier 
återfinnas. Dessa prover delades 
upp i två ATP-klasser, ATP <10 
och ATP .?,10, för att särskilja 
juverdelar med subklinisk mastit. 
I övriga prover återfanns växt av 
olika streptokocker, koagulasne
gativa stafylokocker och, i ett 
fåtal fall, gramnegativa bakteri
er. Av 33 prover med växt av S 
aureus var 28 (85 %) positiva i 
ELISA-testet. Bland övriga pro
ver var 41 av 93 prov, dvs 44 pro
cent, ELISA-positiva. Cirka en 
tredjedel (35 %) av proverna utan 
specifik bakteriologisk växt och 
44 procent av proverna med växt 
av andra patogener var ELISA
positiva. 

Om man räknar alla tveksam
ma prover (10 stycken) som nega
tiva var ELISA-testets sensitivi
tet 85 procent och specificitet 56 
procent för denna provgrupp. Det 
positiva prediktionsvärdet var 40 
procent medan det negativa pre
diktionsvärdet var 91 procent. 
Om man istället räknar alla 
tveksamma prover som positiva 
blev testets sensitivitet 85 pro
cent, specificitet 45 procent, posi
tivt prediktionsvärde 35 procent 
och negativt prediktionsvärde 89 
procent. 

Samlingsprov 
I Tabell 2 anges bakteriologiskt 
fynd detekterat i minst en av de 
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Tabell 2. Antal samlingsprov /hin juver med positiv, tveksam eller negativ reaktion i S 
aureus-ELISA. fördelat pil olika bakteriologiska fynd. 

Bakteriefynd ELISA ELISA ELISA Totalt 
positiv tveksam negativ 

S aureus 26 3 9 38 
Koagulasnegativa stafylokocker 
(fd stafylokocker övriga) 6 2 11 19 
Str dysgalactiae, St:r uberis 16 1 4 21 
Gramnegativer 3 0 1 4 
Ingen växt/blandflora+ ATP>lO 12 3 8 23 
Ingen växt/blandflora+ ATP<lO 11 2 16 29 
Totalt 74 11 49 134 

Tabell 3. Antal tankmjölksprover med positiv, tveksam eller negativ reaktion i S aureus
ELISA, fördelat pil olika celltalsintervall (grupp 1: <100 000, 2: 1-200 000, 3: 2-300 000, 
4: 3- 400 000, 5: >400 000 celler/ml). 

Celltalsintervall ELISA ELISA ELISA Totalt 
positiv tveksam negativ 

1 5 
2 12 
3 14 
4 13 
5 9 

Totalt 53 

fyra juverdelarna från vars 
mjölkprov samlingsprovet här
stammar, samt ELISA-resultat 
för de olika grupperna. Hos 38 av 
134 samlingsprov kunde växt av 
S aureus diagnostiseras i minst 
enjuverdel. Hos 52 samlingsprov 
kunde ingen specifik växt av bak
terier återfinnas. Av 38 prov med 
växt av S aureusi någonjuverdel 
var 26 (68 %) positiva i ELISA
testet. Bland övriga prover var 
48 av 96 prov, dvs 50 procent, 
ELISA-positiva. Knappt hälften 
(44 %) av proverna utan specifik 
bakteriologisk växt och 57 pro
cent av proverna med växt av 
andra patogener var ELISA-posi
tiva. 

Om man räknar alla tveksam
ma prover som negativa var 
ELISA-testets sensitivitet 68 
procent och dess specificitet 50 
procent. Det positiva prediktions
värdet var 35 procent medan det 
negativa prediktionsvärdet var 
80 procent. Om man istället räk
nar alla tveksamma prover som 
positiva blev testets sensitivitet 
76 procent, specificitet 42 pro
cent, positiva prediktionsvärde 
34 procent och negativa predik
tionsvärde 82 procent. 
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24 90 

positiva prover i de olika cell
talsklasserna. Andelen positiva 
prover var högst i celltalsgrupp 
3, dvs i klassen 2-300 000 
celler/ml. I celltalsgrupp 1, dvs 
<100 000 celler/ml, var 28 pro
cent av proverna positiva. 

Diskussion 
Resultaten från undersökningen 
visar att sensitiviteten och speci
ficiteten hos testet var låg, men 
var bättre när individuellajuver
delar analyserades jämfört med 
samlingsprov från juver. Bland 
prover med känd förekomst av S 
aureus-infektion var andelen 
falskt negativa större i samlings
provsanalysen, vilket tyder på en 
utspädningseffekt. Även bland 
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cu 
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juverdelsproverna fanns falskt 
negativa prover. Eftersom det tar 
ca en till två veckor innan anti
kroppar bildas efter en infektion, 
sk1Ulle detta kunna förklaras av 
att infektionen var relativt ny. 
De utvalda korna hade dock 
långvarigt ~3 månader) förhöjda 
celltal, varför detta inte är en tro
lig orsak till resultatet. 

I beräkningen av specificitet 
och sensitivitet grupperades pro
verna i bakteriologiskt S aureus
positiva respektive -negativa. 
Bland proverna utan specifik 
bakteriologisk växt finns en möj
lighet att en del av dessa här
stammar från juverdelar/juver 
med S aureus-infektion. Av 28 
juverdelsprover med bakteriolo
giskt negativt resultat men för
höjt ATP, dvs subklinisk mastit, 
var 16 (57 %) ELISA-positiva och 
två tveksamma. Det är inte orim
ligt att anta att dessa prover 
verkligen härstammar från S 
aureus-infekterade juverdelar/ 
juver. Vad som talar emot detta 
är att dessa kor var bakteriolo
giskt negativa vid två tillfällen 
med en månads mellanrum och 
vid odling av både MASTISTRIP 
och mjölkrör. Cirka hälften (55 %) 
av juverdelsproverna med växt 
av andra juverpatogener var 
emellertid också ELISA-positiva 
medan endast två (9 %) av 23 
bakteriologiskt negativa prover 
med lågt ATP var positiva i 
ELISA-testet. Bland samlings
proverna var dock en större 
andel (38 %) av den senare kate
gorin ELISA-positiva. 

Tankmjö/ksprov 
18 tankmjölksprover per celltals
klass analyserades. I Tabell 3 ges 
de faktiska ELISA-resultaten 
och i Figur 3 ges andelen ELISA-

2 3 

celltalsintervall 

4 5 

2002, Volym 54, Nr 2 

Figur 3. Andel (%) S aureus-ELISApositiva prov av tankmjölksprover (n=l 8/grupp) med 
olika celltal (1: <100 000, 2: 1-200 000, 3: 2-300 000, 4: 3-400 000, 5: >400 000 celle1mil). 
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Sensitiviteten och specificite
ten har rapporterats vara ganska 
hög i andra studier (5 , 6) men 
sämre resultat har också rappor
terats (3, 12). 

Ingen korrelation mellan 
celltal och EL/SA-resultat 
Det fanns ingen korrelation mel
lan celltal och ELISA-resultat 
när det gäller tankmjölksprover
na. S aureus är det vanligaste 
bakteriefyndet i samband med 
hade subkliniska och kliniska 
mastiter i Sverige (9, 10) och cell
talet är ett relativt gott matt pa 
juverhälsan, åtminstone pa an
delen kor med subkliniska masti
ter. En ökande infektionsfrekvens 
med S aureus i besättningen, och 
därmed ökande antikroppstitrar, 
förväntades sammanhänga med 
ökat celltal. I denna undersök
ning återfanns dock den högsta 
andelen positiva prover (78 %) i 
celltalskategorin 2-300 000 cel
ler/ml medan 28 procent och 50 
procent av proverna i lägsta 
respektive högsta celltalsinter
vallet var positiva. Det faktiska 
juverhälsoläget och infektionspa
noramat i de besättningar vars 
tankmjölk undersöktes är inte 
känt. 

Fabrikanten av ELISA-testet 
anger att S aureus-infektion i en 
juverdel ökar antikroppstitern i 
övriga juverdelar hos den kon . 
De anger därför att ett prov inte 
kan användas för att identifiera 

individuella infekterade juverde
lar. I denna studie kom dock alla 
bakteriologiskt S aureus-negati
va prover fran kor vilka var bak
teriologiskt negativa för S aureus 
i alla juverdelar. I flertalet fall 
var korna dessutom undersökta 
bakteriologiskt och befunna S 
aureus-negativa vid tva tillfällen. 

Ökad permeabi/itet mellan 
blod och mjölk 
Man har också rapporterat att S 
aureus-antikroppar kan utsönd
ras i mjölken hos kor pa grund av 
en infektion med S aureus i 
nagon annan kroppsdel eller pa 
grund av en tidigare, nu avläkt, 
juverinfektion (6) . En risk för 
detta finns hos kor upp till 30 
dagar efter kalvning eller hos kor 
som producerar mindre än 14 kg 
mjölk per dag (2). Runt kalvning 
och sinläggning är nämligen 
genomsläppligheten mellan blod 
och mjölk högre, vilket resulterar 
i ett ökat inflöde av immunglobu
liner till juvret (4, 11). Dessa fak
torer kan ha påverkat resultatet 
även i denna studie och ge en 
möjlig förklaring till den höga 
andelen positiva prover även i 
tankmjölksprover med det lägsta 
celltalet. 

I samband med alla typer av 
mastit ökar dessutom permeabi
li teten mellan blod och mjölk i 
varierande grad, varför S aureus
antikroppar fran cirkulationen 

Resultaten från denna studie visar att en alltför stor andel bakteriologiskt S aureus-posi
tiva prov är falskt negativa i ELISA-testet. Foto: Bengt Ekberg. 
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kan läcka in i juvret även vid 
juverinfektioner/mastiter orsa
kade av andra agens än S aureus. 
Detta skulle kunna förklara var
för andelen ELISA-positiva pro
ver var sa hög bland prover med 
annan juverinfektion. 

Inte ett lämpligt test 
Som nämndes inledningsvis är 
det viktigt att kunna identifiera 
S aureus-infekterade kor för att 
göra det möjligt att åtgärda dem 
pa lämpligt sätt. Ett idealt test 
ska med stor säkerhet kunna 
identifiera S aureus-positiva al
ternativt negativa kor, helst pa 
juverniva för att möjliggöra ana
lys av samlingsprov. Resultaten 
fran denna studie visar att en 
alltför stor andel bakteriologiskt 
S aureus-positiva prov är falskt 
negativa i ELISA-testet. Resulta
ten tyder också pa att en relativt 
stor andel av de prover som var 
bakteriologiskt S aureus-negati
va var, med stor sannolikhet, 
falskt positiva i ELISA-testet. 
Utifrån dessa resultat anses inte 
detta ELISA-test vara lämpligt 
för diagnostik av S aureus-mastit 
under svenska förhållanden. 

Summary 
Testing a new method for 
detection of Staphylococcus 
aureus mastitis in dairy 
cows 
The purpose of the presented 
study was to evaluate a, for Swe
dish conditions, new method to 
diagnose udder infections with 
Staphylococcus aureus in Swe
dish dairy cows. S aureus is the 
most common udder pathogen 
and can cause different types of 
mastitis. Today, bacteriological 
examination of milk samples in 
combination with measurement 
of the somatic cell count (SCC) is 
used to diagnose the infection. 
During subclinical S aureus 
mastitis, the number of bacteria 
excreted in milk can be low 
during certain periods. Thus, a 
milk sample can be bacteriologi
cally false negative. In USA, a 
test for detection of antibodies 
against S aureus in milk using 
ELISA-technique is commerci
ally available. However, this test 
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has not been evaluated under 
Swedish conditions. 

In this study, udder quarter 
milk samples and composite milk 
samples from udders/cows with 
or without S aureus infection 
were identified by repeated bac
teriological examinations. Moreo
ver, bulk milk samples of diffe
rent SCC classes were analysed. 
The results showed that the 
numbers of false positive and 
false negative samples, using the 
ELISA-test, were both too high. 
Thus, this test is not considered 
suitable for Swedish conditions. 
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av resultat från den bakteriolo
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Ett självständigt nätverk bestående av veterinärer som på ideell grund står till förfogande för kolleger som behöver en sam
talspartner när livet känns komplicerat. Vi lyssnar och ger stöd efter bästa förmåga till kolleger med personliga problem med 
anknytning till yrket eller som av annan anledning sviktar socialt, psykiskt eller fysiskt. 

Syftet med det Kollegiala Nätverket är att veterinärer enkelt och snabbt ska kunna få stöd av en medmänniska som sam
tidigt är väl förtrogen med veterinärens livsvillkor. Anledningen till att ta kontakt kan till exempel vara ohälsa, stress, pri
vata problem och kriser, utbrändhet, mobbing, hot eller anmälan för felbehandling. 

Tveka inte att utnyttja det Kollegiala Nätverket om du behöver någon att tala med. 

Nätverkets medlemmar: 
Namn Ort 
Sten Berggren Trosa 
Gunnar Bergsten Vallentuna 
Karina Burlin Umeå 
Eva v Celsing Eskilstuna 
Anne-Marie Dalin Knivsta 
Erik Kjellgren Arboga 
Herbert Lundström Vänersborg 
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Telefon 
0156-136 84 
08-512 403 50 
090-12 06 83 
016-292 93, 291 03 
018-38 11 03 
0589-169 78, 192 80 
0521-660 99 
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E-post 

karina.burlin@kommunicera.umea.se 

anne-marie.dalin@og.slu.se 
kjellgren.erik@swipnet.se 
herbert@gotanet.se 
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