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Agglutinationstest for identifiering av
S aureus vid mastit

Korrekt identifiering av Staphylo-
coccus aureus ar en viktig del av
diagnostiken vid mastit hos mjolkkor.
Pa laboratorium anvdnds vanligtvis
hemolys pa nétblodagar och/eller
koagulastest som referensmetod.
Den senare metoden lampar sig
dock inte for bruk pa “faltlabora-
toriet”. Ibland anvands istallet
agglutinationstest, framtagna for
humant bruk. Syftet med studien
var att undersoka hur bra tre
kommersiella agglutinationstest
fungerar vid identifiering av svenska
S aureus-stammar isolerade fran
bovin klinisk mastit.

INLEDNING

Staphylococcus aureus ir det vanligaste
bakteriefyndet vid juverinflammation
hos svenska mjolkkor (2). Bakeerien ir
smittsam och kan orsaka stora problem i
drabbade besittningar. For att hindra
smittspridning inom och mellan besitt-
ningar ir det vikeige att identifiera infek-
terade kor genom att ta mjélkprov for
bakteriologisk undersskning.

P4 SVAs mastitlaboratorium identi-
fieras S aureus i forsta hand genom att
undersoka bakteriekoloniernas utseende
och férekomst av hemolys runt kolo-
nierna pa nétblodagar (Figur 1). I typiska
fall ses dubbla hemolyszoner (en inre
klar zon (alfatoxinzon) och en yttre
grumlig zon (betatoxinzon) men ibland
ses enbart en klar hemolys eller ingen
hemolys. I de senare fallen eller om hemo-
lysen ir svirbedomd gors koagulastest for

FIGUR 1. Véxt av Staphylococcus aureus (till vdnster) med typiska dubbla hemolyszoner
samt véxt av koagulasnegativ stafylokock (till héger) utan hemolys.

art underséka om det rér sig om koagulas-
positiva (S aureus) eller koagulasnegativa
(KNS) stafylokocker (Figur 2). Ett
sidant test tar 24 timmar att genomféra
och limpar sig inte f6r filtmiissiga labo-
ratorier som t ex pd veterindrstationer.
P34 en del hill i landet anvinds istillet
agglutinationstest for snabb (<1 minut)
identifiering av S aureus i de fall koloni-
morfologi och férekomst av hemolys
inte ger tillricklig information. Dessa

agglutinationstest innehdller firgade
latexpartiklar tickta med antikroppar
mot ytproteiner hos § aureus. Nir par-
tiklarna kommer i kontakt med bakterie-
material sker en agglutination vilket
leder till atc latexparciklarna bildar
klumpar eller flockor som kan ses med
blotta dgat. Dessa agglutinationstest ir
dock framtagna f6r undersokning av
humana stafylokocker och har vid

utlindska undersskningar av isolat frin »
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FIGur 2. Positiv (6vre réret) och negativ (nedre réret) koagulasreaktion.

bovin mastit (I, 6) resulterat i simre
sensitivitet och specificitet in vid under-
sokning av humana isolat (3, 5) (Tabell
1). Motsvarande undersdkningar av
bovina isolat har inte gjorts i Sverige.
Syftet med studien var dirfor ace uevir-
dera tre i landet foéreckommande kom-
mersiella agglutinationstest for identifie-
ring av S aureus. Utvirderingen gjordes
med stafylokockstammar isolerade frin
svenska fall av bovin klinisk mastit.

MATERIAL OCH METODER

Totalt ingick 248 bakterieisolat som
karakteriserats som stafylokocker (189
S aureus och 59 KNS) i samband med

en svensk nationell studie av mikrobiell

etiologi vid klinisk mastit hos mjélkkor
utford 2002/2003 (2). I det hiir presen-
terade materialet ingick maximalt ett
isolat av S anreus eller KNS per gird.
Alla isolat odlades pd nétblodagar
(37°C under 16-24 timmar) och bakte-
riekolonierna underséktes avseende
hemolys och koagulasreaktion (rértest).
Isolat med dubbel hemolyszon eller
positive koagulastest beddmdes som §
aurens medan &vriga isolat bedémdes
som KNS. Eftersom vissa S zureus kan
vara negativa i koagulastestet underssk-
tes ett urval (n=128) av isolaten iven
avseende forekomst av koagulasgenen
coa med en PCR-metod som ir specifik

for S aureus (4).

Tabell 1. SENSITIVITET (SE, PROCENT) OCH SPECIFICITET (SP, PROCENT) FOR TRE AGGLUTINATIONSTEST FOR
IDENTIFIERING AV S AUREUS ENLIGT TIDIGARE STUDIER AV HUMANA OCH BOVINA STAFYLOKOCKISOLAT.

Referenser Ursprung Dryspot Slidex Staphaurex
Staphytect Staph Plus
Plus Plus
Se% Sp% Se% Sp% Se% Sp%
van Griethuysen och
medarbetare (3) Humana - - 98,2 98,9 98,2 96,2
Weist och
medarbetare (5) Humana 100 91,3 95,6 99,1 95,6 98,0
Boerlin och
medarbetare (1) Bovin mastit - - 62,7 97,6 - -
Zschock och
medarbetare (6) Bovin mastit 75,6 83,0 77,8 84,4 - -

Foto: ANDERS ALFIORDEN, SVA.

Alla isolat underséktes ocksi med tre
agglutinationstest, Dryspot Staphytect
Plus (Oxoid Ltd, Storbritannien), Slidex
Staph Plus (bioMérieux, Frankrike) och
Staphaurex Plus (Remel Europe Lid,
Storbritannien). Testerna anviindes enligt
instruktion fran tillverkarna.

Agglutinationstesterna jimférdes med
resultaten frin hemolys/koagulastest ge-
nom utrikning av testernas sensitivitet
och specificitet. P4 samma sitt jimfor-
des resultaten frin hemolys/koagulastest
samt agglutinationstester med resultaten
frin undersskningen av coa-genen.

RESULTAT OCH DISKUSSION
Sensitivitet (dvs andelen av sant positiva
prover som testet detekterar som posi-
tiva) och specificitet (dvs andelen av sant
negativa prover som testet detekterar
som negativa) for de tre agglutinations-
testerna i jimforelse med referensmeto-
den nir alla isolat inkluderades ges i
Tabell 2. Resultaten visar att sensitivi-
teten var hdgst for Dryspot Staphytect
Plus foljt av Slidex Staph Plus och
Staphaurex Plus, vilket innebir att an-
delen falskt negativa prov var ligst for
Dryspot Staphytect Plus. Det motsatta
var fallet d det giller testernas specificitet
dvs Dryspot Staphytect Plus hade en
hégre andel falske positiva prov jimfore
med de dvriga.

Anvindning av agglutinationstest ir
dock frimst aktuell i fall med endast klar
hemolys eller ingen hemolys pa blodagar.
Totalt fanns 153 sidana isolat (94 S aureus
och 59 KNS). Tabell 2 visar att agglu-
tinationstesternas sensitivitet var hogre
och mer likartad mellan testerna for
dessa isolat jimfort med nir alla isolat
inkluderades. Specificiteten var dock
ndgot simre och &terigen gav Dryspot
Staphytect Plus hdgst andel falske positiva
prov.

Sensitiviteten och specificiteten for
Dryspot Staphytect Plus och Slidex
Staph Plus var hogre respektive ligre in
i tidigare studier av bovina isolat (1, 6,
Tabell 1). Vi har inte kunnat hitca nigon
motsvarande studie for Staphaurex Plus.
Vir studie visade pd nigot ligre sensiti-
vitet och klart lidgre specificitet jimfore
med undersdkningar av humana isolat
(3, 5, Tabell 1).

I denna studie anviindes forekomst av
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dubbelhemolys eller positive koagulas-
test som referensmetod for identifiering
av S aureus, vilket ir i linje med gingse
rekommendation. Alla stammar av S
aureus bir pa en koagulasgen, coa, men
hos ca en till tvd procent av stammarna
uttrycks inte genen vilket innebir en
risk att dessa stammar felaktigt bedéms
som KNS. Nir hemolys/koagulastest
och agglutinationstester jimférdes mot
resultaten fér PCR-analys av coa-genen
hade hemolys/koagulastestet hogst sensi-
tivitet och specificitet nir alla isolat
inkluderades (Tabell 3). Koagulastestet
hade iven dert toralt bista resultatet nir
enbart isolat med klar hemolys eller

ingen hemolys ingick (Tabell 3).

Sensitivitet och specificitet

Ju ldgre sensitiviteten ir for ett test desto
fler prov bedoms som falskt negativa. I
detta fall innebir det att kor infekterade
med S aureus inte uppticks, vilket skar
risken att § aureus sprids i besittningen.
Enligt Zschéck och medarbetare (6) for-
klaras den ligre sensitiviteten fér bovina
jimfort med humana isolat av att agglu-

tinationstesterna inte detekterar atypiska
S aureus-stammar som ir defekra avseende
clumping factor, protein A eller vissa
kapseltyper. Sidana stammar ir inte
ovanliga vid bovin mastit.

En lig specificitet innebir acc fler
prov bedéms som falske positiva (Figur
3). Ett sidant resultat kan leda till atc kor
slds ut i onddan vilket innebir en extra
kostnad f6r djurigaren utan att resultera
i avsedd effeke. Enlige tillverkarna kan
vissa KNS-species, t ex S haemolyticus,
S hyicus, S saprophyticus och S xylosus,
som alla har identifierats i Sverige, orsaka
falske positiv reaktion i agglutinations-
test. I vart material terfanns bland annat
S chromogenes, S haemolyticus, S hyicus,
S lentus och S simulans bland isolat som
gav falske positiva resultat. Aven andra
species dn stafylokocker, t ex entero-
kocker och Escherichia col, kan ge posi-
tiv reaktion men detta giller framfor allc
om man agglutinerar lingre in rekom-
menderad tid. Vid mastitlaboratoriet
undersoktes 36 kontrollstammar frin tolv
andra species med Dryspot Staphytect
Plus och alla var negativa om avlisningen

Tabell 2. SENSITIVITET (SE, PROCENT) OCH SPECIFICITET (SP, PROCENT) FOR TRE AGGLUTINATIONSTEST FOR
IDENTIFIERING AV STAPHYLOCOCCUS AUREUS VID UNDERSOKNING AV STAFYLOKOCKISOLAT OAVSETT HEMO-
LYS (ALLA) ELLER STAFYLOKOCKISOLAT MED KLAR HEMOLYS ELLER INGEN HEMOLYS (KLAR/INGEN HEMOLYS)
ISOLERADE | SAMBAND MED BOVIN KLINISK MASTIT. REFERENSMETOD = BEDOMNING AV HEMOLYS OCH

KOAGULAS.
Testmetod Alla Klar/Ingen
(n=248) hemolys (n=153)
Se % Sp % Se% Sp%
Dryspot Staphytect Plus 96,8 76,3 98,9 76,3
Slidex Staph Plus 94,7 86,4 98,9 86,4
Staphaurex Plus 91,5 89,8 96,8 89,8

Tabell 3. SENSITIVITET (SE, PROCENT) OCH SPECIFICITET (SP, PROCENT) FOR HEMOLYS/KOAGULAS SAMT
TRE AGGLUTINATIONSTEST FOR IDENTIFIERING AV STAPHYLOCOCCUS AUREUS VID UNDERSOKNING AV
STAFYLOKOCKISOLAT OAVSETT HEMOLYS (ALLA) ELLER STAFYLOKOCKISOLAT MED KLAR HEMOLYS ELLER
INGEN HEMOLYS (KLAR/INGEN HEMOLYS) ISOLERADE | SAMBAND MED BOVIN KLINISK MASTIT. REFERENS-

METOD = FOREKOMST AV COA-GENEN.

Testmetod Alla Klar/Ingen
(n=129) hemolys (n=81)
Se % Sp% Se% Sp%
Hemolys/koagulas 98,6 98,2 96,1 100
Dryspot Staphytect Plus 97,3 80,3 100 80,0
Slidex Staph Plus 93,1 89,3 100 89,1
Staphaurex Plus 84,9 92,8 88,5 92,7
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FIGUR 3. Positiv (6vre ringen) och negativ
(nedre ringen) agglutinationsreaktion.

En lag specificitet innebér att fler prov
bed6éms som falskt positiva.

gjordes inom 20 sekunder enligt anvis-
ning (opublicerade data). Bakteriekolo-
nier som vixt pd sal--mannitolagar kan
ocksd leda dll ospecifik agglutination.
Aven anvindning av gamla kolonier (>36
timmar) okar risken for ospecifik agglu-
tination.

Undvik felaktiga resultat

For att undvika felaktigt resultat 4r det
viktigt att endast bakteriekolonier med
stafylokockmorfologi testas med aggluti-
nation. Ett observandum ir atc iven
enterokocker kan ge gult omslag pé salt-
mannitolagar. For att vara siker pd att
endast stafylokocker underséks rekom-
menderas gramfirgning och katalastest
innan eventuell agglutinationstest gors.
Det ir ocksd viktigt atc det finns dll-
ricklig miangd material i renkultur och
att provet inte blir kontaminerat.

Som redan ndmnts ir agglutinations-
testerna relative litta och snabba att
genomféra men de skiljer sig ndgot av-
seende hur litta de édr att beddma. Enligt
vér uppfattning dr Dryspot Staphytect
Plus ldttast acc avlisa pd grund av ace den
bla firgen pd partiklarna gor reaktionen
tydligare. Zschéck och medarbetare (6)
fann ate Slidex Staph Plus var svédrare att
avlisa dn Dryspot Staphytect Plus pd
grund av att den ofta gav svaga reaktioner.
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Resultaten tyder pd att de tre undersokea
agglutinationstesterna ger en korreke
identifiering av S aureus isolerade frin
bovin mastit i de flesta fallen. Ingen av
testerna var dock optimal pd grund av
en hogre andel falskt negativa (3,2—
8,5%) och falske positiva (10,2-23,7 %)
resultat jimfort med referensmetoden
hemolys/koagulas. Andelen falskt nega-
tiva prov var ligre (1,1-3,2%) om endast
isolat med klar hemolys eller ingen
hemolys pd nétblodagar undersoktes
medan andelen falske positiva prov inte
indrades. Bide andelen falske positiva
och andelen falskt negativa resultat bér
vara s lig som mojlige for att undvika
att kor slds ut i onddan respektive att kor
infekterade med S aureus inte upptiicks.
Nir de tre agglutinationstesterna jim-
fordes med varandra varierade resultaten.
Dryspot Staphytect Plus gav fler falskt
positiva resultat dn Slidex Staph Plus
som i sin tur gav nigot fler in Staphau-

rex Plus medan motsatsen var fallec di
det gillde andelen falske negativa prov.
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