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INDLEDNING

Formélet med mastitis ringtesten er, at give dyrleger og veterinersygeplejersker, der beskeftiger sig med
mikrobiologisk laboratoriearbejde, mulighed for at kvalitetssikre og teste pélideligheden af deres "hjem-

mediagnostik’. I det folgende bringes et sammendrag af resultaterne fra ringtesten ar 2012.

I de sidste par ar har vi i ringtesten kort med et hovedtema for identifikationsdelen. I ar valgte vi at foku-
sere mere pa antibiotikaresistensdelen af testen. Derfor var der i forsendelserne inkluderet retningslinjer,
antibiotika-tabletter samt medie séledes, at praksis kunne optimere udferelsen af denne metode.

Som naevnt var der i ar ikke et direkte hovedtema for identifikationsdelen, men dog en overvaegt af de vig-
tige og almindeligt forekommende mastitispatogener. Saledes var der kun én preve, som indeholdt et
agens, der kan benaevnes som ”joker”. Dette var en Streptococcus canis (prove #11) som kendetegnes ved
at veere kraftig beta-h@molyserende samt associeret til hunde. Dette patogen har for ér tilbage veeret in-
troduceret som intern standard - altsa inkluderet hvert ar. Dette har ogsd medfert, at mange i arets ring-
test har bemaerket dette atypiske mastitispatogen. De ovrige 14 agens i drets ringtest, er alle almindelige

kendte mastitispatogener, som personale i kveegpraksis burde kunne skelne fra hinanden.

UNDERS@GELSEN
DELTAGERE

Den 5. januar 2012 blev i alt 69 tidligere deltagere inviteret via e-mail til dette &rs ringtest. Herudover
modtog 209 kveeg / stordyrspraktiserende dyrleger, 10 svinepraksis samt 22 dyrehospitaler invitationen
per brev. Invitationen blev ligeledes annonceret i DDD’s nyhedsbrev den 12. januar. Ingen svinepraksis el-
ler dyrehospitaler tilmeldte sig. Derimod tilmeldte 43 dyrleegepraksis (61 personer) sig arets ringtest. Det-
te er en nedgang pa 6 dyrlegepraksis i forhold til 2011 og dermed ogsé det lavest antal deltagere siden pe-
rioden 2005 til 2008, hvor ringtesten blev startet op. Ringtesten har hermed néet et niveau af deltagere,
hvor det ikke leengere er rentabelt at udbyde testen hvert ar - men i stedet hvert andet ar i efterarsperio-

den, som flere praksis har gnsket.

Den 2. marts blev alle tilmeldte dyrlagepraksis adviseret om de forestaende forsendelser. Yderligere mod-
tog de identifikationsneglen, vejledning til optimering af antibiotikaresistensbestemmelse, log-in og over-
ordnet procedure for deltagelsen. Desveerre blev vi nodsaget til at kontakte alle praksis den 8. marts med
budskabet om, at vores leverance ville blive forsinket pa grund af, at det bestilte koagulase serum var i

restordre.
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Af deialt 61 tilmeldte personer havde 52 indtastet deres resultat ved opgerelsens afslutning den 11. maj
2012. Dette sammendrag er siledes baseret pa de i alt 52 besvarelser. Praksis som har deltaget i en eller fle-
re af de foregaende drs ringtests, blev tildelt det samme log-in som tidligere, saledes at eventuelle zendrin-

ger kunne identificeres.

PROCEDURE
Ringtesten bestod ogsa i 2012 af 15 udsendte mealkeprover podet med renkulturer af mastitispatogener.
Disse blev testet pa sedvanligvis i praksis ved anvendelse af de normale rutiner, og resultaterne blev ind-

rapporteret via internettet. Det var valgfrit for praksis, i hvilken udstreekning de ville deltage i testen.

I alt blev 43 individuelle kolepakker sendt til praksis mandag den 19. marts og modtaget tirsdag den 20.
marts i god tid inden weekenden. Folgebreve med individuelle log-in og passwords blev udsendt pa e-
mail. Yderligere medfulgte DTU Fodevareinstituttet/Dianova’s identifikationsnegle til mastitisbakterier,
en procedure til prevemodtagelse, udseed, afleesning og diagnose, en vejledning til supplerende diagnosti-
ka, herunder koagulasetest og brugen af Slanetz — Bartley agar samt en vejledning i resistensbestemmelse
med tablet diffusion ved hjalp af ROSCO Neo-Sensitabs. Vedlagt var desuden en flaske indeholdende fry-
setorret kaninplasma til koagulasetest, to Slanetz — Bartley agarplader til at skelne imellem Str. uberis og
enterokokker, fem Mueller-Hinton agar uden blod / fem Mueller-Hinton agarplader med 5% fareblod, 1
glas med Mcfarland standard 0,5 samt 10 rer med 4-5 mL 0,9% NaCl, 3 x 12 stk. Neosensitabs henholdsvis
Penicillin 10 units (PEN10), Tetracyclin 30 pg (TET30), Erythromycin 15 pg (ERY15) til brug ved antibio-

tikaresistensbestemmelserne.

Som i tidligere ringtests var det muligt at veelge to alternative betegnelser frem for én identifikation. I til-
feelde hvor en preove blev fundet steril, kunne praksis valge denne betegnelse, frem for at lade feltet vaere
blankt. Ydermere kunne praksis veelge betegnelsen "indsendes til referencelaboratorium”. Begge betegnel-
ser forte til, at resultatet ikke blev evalueret og dermed ikke medforte en fejl. Pa baggrund af dette er opgoe-
relsen over antal korrekte identifikationer opgjort i procent af det antal prever, som praksis har benaevnt
med en identifikation og ikke som et totalt antal praver (som jo kan variere i antal fra praksis til praksis).
En intern kontrolstamme (#7: Streptococcus agalactiae) var inkluderet i testen med det formal at danne
grundlag for at vurdere, om der har veret en malbar forbedring af resultaterne fra de enkelte praksis samt

af det overordnede resultat igennem arene.
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RESULTATER
IDENTIFIKATION

12012 ringtesten var der kun fa formodede nomenklaturproblemer. Der var fa deltagere, der for en given
prove havde brugt betegnelsen Micrococcus frem for koagulase negative stafylokokker (CNS). Dog er det
usikkert, om der er tale om reelle nomenklaturproblemer, idet flere dyrlaegepraksis i forlgbet har hen-
vendt sig omkring identifikationen af mikrokokker. Flere foreslar, at der eventuelt til naeste ar kunne
medsendes Rosco tabletter til differentiering imellem CNS og mikrokokker. Vi vurderer derfor ikke, at

nomenklatur-fejlene har haft afgerende betydning for det generelle resultat af testen.

Figur 1 illustrerer den procentvise forbedring af deltagernes evne til at identificere den interne kontrol-
stamme; Str. agalactiae (Prove #7), som i alle arene har vaeret benyttet. Niveauet for korrekt identifikation
af denne stamme har i 2012 veeret stort set stabilt med en nedgang pa 1 procentpoint i forhold til 2011. Sa-
ledes har 88 % af deltagerne identificeret Str. agalactiae korrekt, hvilket ma siges at veere et flot resultat. Vi
har i alle drene gjort meget ud af at orientere deltagerne om, at gruppe B streptokokker ikke nedvendigvis
er kraftigt beta-hemolyserede, men ligeledes kan antage an-haemolytiske og svagt p-hamolyserende for-
mer. Vi ved fra en praksis-rundsperge foretaget i 2011, at CHROMagar™ Orientation netop er imple-
menteret i hjemmediagnostikken til at lette identifikationen af Str. agalactiae med flere. Det er veeldigt gi-
vende for os at se, at vores forslag til forbedring af hjemmediagnostikken omszettes til praksis. Vi haber sa-
ledes ogsa, at andre af vores forslag bliver viderefort til gavn for bade dyrlaegen, landmanden og evrige in-

teressenter.

FIGUR 1. PROCENT KORREKT IDENTIFICERET INTERN KONTROL STAMME
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I Figur 1 vises niveauet af korrekte identifikationer af den interne kontrol per ar i procent.
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Overordnet set ser resultatet af ringtesten seerdeles godt ud for sterstedelen af deltagerne. Det er tydeligt,
at der er sket et procentvist positivt skub fremad i forhold til 2011. Der kan dog vere mange forklaringer
til dette; sdsom at testen kan have vaeret nemmere i &r end andre ér, at det rundsendte materiale har haft
en betydning pa identifikationerne, og at deltagerne i ar generelt er bedre end de foregaende ér. Vi vealger
dog at tro pa, at det er en helhed omfattende alle aspekter. Det er ifplge figur 2 evident, at 42 (81 %) ud af
de 52 deltagere havde 70 % eller flere korrekte identifikationer. Dette inkluderer 38 deltagere (73 %) som
havde imellem 80-94 % korrekte fund. Det var desuden til stor forbloffelse at se, at hele 12 deltagere (23
%) havde alle 15 identifikationer 100 % korrekte. Det er forste gang, at det er observeret — normalt er der
en enkelt eller to, som formar at have alle proverne korrekt identificeret. I &r var der kun to deltagere (4
%), som kunne betegnes som outliers med under 50 % korrekte identifikationer.

I Figur 2 vises forholdet imellem antal deltagere og antal korrekte identifikationer i procent.

FIGUR 2. RESULTATER FOR KORREKTE IDENTIFIKATIONER
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IDENTIFIKATION AF FEJLKILDER

Generelt set ligger antallet af fejl flot. Der var séledes 10 prover som forarsagede fa fejl, hvor den samlede
tejlprocent 1a under 15 %; #1 Arcanobacterium (Trueperella) pyogenes (11 %), #2 S. aureus (8 %), #3 E. coli
(2 %), #5 Enterococcus (13 %), #7 Str. agalactiae (12 %), #8 S. aureus (13 %), #9 Str. dysgalactiae (6 %), #12
Str. uberis (15 %), #14 S. aureus (14 %) og #15 E. coli (10 %). Kun én prove (jokeren) tegnede sig tydeligt
for mange fejl; #11 Str. canis (45 %), hvilket dog er langt feerre end de prover, som i foregdende ar har

medfert mange fejl.

Som det fremgar af Tabel 1, var mange af fejlene, hvad man kunne kalde for klassiske fejlidentifikationer.
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To deltagere har givetvis observeret vaekst af en beta-haemolyserende bakterie pa prove 1 indeholdende
Arcanobacterium (Trueperella) pyogenes og fejlaktivt rapporteret denne som vaerende henholdsvis Str.
agalactiae og Str. pyogenes. Yderligere tre deltagere har fejlrapporteret S. aureus, Bacillus og Corynebacte-
rium for prove 1. Dette er maske forarsaget af manglende inkubation i en CO, rig atmosfare sammen-
holdt med en leengere henstand ved almindelig inkubation pga. manglende synlig vaekst, hvorved der mu-
ligvis er opblomstret forureninger sisom de agens, der er indrapporterede. Prove 4 indeholdende en me-
get almindelig observeret CNS; S. chromogenes gav anledning til at 12 deltagere mente, der var tale om en
mikrokok. Det skal naevnes, at S. chromogenes ikke er haemolyserende, men til gengeeld gul til orange
pigmenteret, hvilket ligeledes er en klassisk morfologi hos mikrokokkerne. Yderligere sas den klassiske
tejlidentifikation imellem S. aureus og CNS hos fem deltagere. Sidstnaevnte fejltype sas ligeledes for pro-
verne 6, 8 og 14. Prove 6 indeholdt ligeledes en CNS; S. hyicus, der er almindelig hos svin, som navnet og-
sa hentyder. Dog er det ikke ualmindeligt ogsé at se den forarsage bovin mastitis. S. hyicus er kendetegnet
ved at veere anhamolytisk med en opaliserende overflade-morfologi. Det kan derfor undre lidt, at seks
deltagere mente, det skulle veere en S. aureus. En anden klassiker som stadig speger” er differentieringen
imellem Str. uberis, enterokokker og lactokokker, som gav anledning til fejl i prove 5 - dog langt feerre end
tidligere set. Prove 10 indeholdt en Str. agalactiae (ikke den interne kontrol). Denne Str. agalactiae voldte
problemer for 10 deltagere, som mente det skulle veere alt fra enterokok, mikrokok, CNS til E. coli. To af
deltagerne mente, det skulle vaere en anden beta-hzemolyserende bakterie end Str. agalactiae. Arets top-
scorer mht. fejlidentifikationer blev som neevnt arets “joker”; Str. canis med 45 % fejl. De 12 deltagere ud
af de 22 deltagere som havde fejlbenavnt denne bakterie, havde rapporteret en anden betaheemolyserende
streptokok; sdsom Str. pyogenes og Str. agalactiae. Det skal navnes, at identifikationen af denne bakterie
nok herer til feinschmeckeri. Vi vil undlade at ga i dybden med forklaringer pé fejlidentifikationer for de
resterende prover, da fejl-niveauerne ligger sa lavt. Dog er der i de fleste tilfeelde tale om klassiske fejl, som
béade er naevnt her og i de forrige ringtestsrapporter som forefindes p4 Dianova’s hjemmeside

www.dianova.dk.

I Tabel 1 angives det, hvor store problemerne var og hvilke fejlidentifikationer, der 1a til grund for dette.

TABEL 1. FEJLIDENTIFIKATIONER

PROVE | FORVENTET FUND | FORKERTE % | FORKERTE n. | FORKERT IDENTIFIKATION

Arcanobacterium 1*Str.agalactiae, 1*S.aureus, 1*Bacillus,

1 (Trueperella) pyo- 11 > 1*Corynebact, 1*Str.pyogenes
genes

2 Staph. aureus 8 4 3*CNS, 1*Str.agalactiae

3 Escherichia coli 2 1 1*Proteus, 1*Micrococcus
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4 >taph. CNS 36 18 12*Micrococcus, 5*S.aureus, 1*E.coli
(S.chromogenes)
5 Enterokokker 13 7 5*Lactococcus, 1*Str. uberis, 1*Str. canis
6 Stapr_m. CNS 21 11 6*S.aureus, 3*Micrococcus, 2*Bacillus
(S.hyicus)
7 Strep. agalactiae 12 6 2*CNS, 2*Str.dygalactiae, 2*Str.canis
8 Staph. aureus 13 7 4*CNS, 1*Micrococcus, 1*Proteus, 1*gaer
. 1*Pseudomonas, 1*Arcanobacterium (True-

3 strep. dysgalactiae 6 3 perella) pyogenes, 1*Str.uberis
3*E.coli, 2*CNS, 2*Arcanobacterium

10 Strep. agalactiae 20 10 (Trueperella) pyogenes, 1*Enterococcus,
1*Micrococcus, 1*Str.canis
10*Str.pyogenes, 2*CNS, 2*Str.dysgalactiae,
2*Str.agalactiae, 1*Bacillus, 1*Klebsiella,

11 Strep. canis 45 22 1*Enterococcus, 1*Str.bovis,
1*Arcanobacterium (Trueperella) pyogenes,
1*alge
4*Enterococcus, 2*Lactococcus,

12 Strep. uberis 15 8 1*Str.dysgalactiae, 1*Arcanobacterium
(Trueperella) pyogenes

13 Gaersvamp >3 12 (i*allge,4 CNS, 1*Str.dysgalactiae,

icrococcus
14 Staph. aureus 14 7 4*CNS, 2*Pseudomonas, 1*Micrococcus
15 Escherichia coli 10 5 2*Klebsiella, 1*Bacillus, 1*Proteus

RESISTENSBESTEMMELSE

Foruden identifikationen af patogener inkluderede ringtesten ligeledes i &r resistensbestemmelse overfor

penicillin, tetracyklin og makrolid-gruppen. Som for naevnt, var der i forsendelserne inkluderet retnings-

linjer, antibiotika-tabletter samt medie, saledes at praksis kunne optimere udferelsen af denne metode.

De folgende opgorelser over fejl er kategoriseret efter de normer, der er skitseret i Tabel 2.

TABEL 2. FEJLKATEGORIER

FEJLKODE FEJLTYPE

Sma fejl

Fglsom testet intermedizer og omvendt.

Resistent testet intermedizer og omvendt.

Stor fejl

Fglsom testet resistent

Meget stor fejl Resistent testet fglsom
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MAKROLID

Der var i ar 39 deltagere, som havde testet proverne overfor makrolid-gruppen. I Figur 3 kan man se, at
antallet af undersogte prover varierer fra en til alle 11 prover. Der var i modsaetning til forrige ar deltagere,
som havde testet alle prover korrekte. I 2012 var der saledes 22 (56 %) deltagere, som havde testet deres
prover korrekte, hvoraf 12 (31 %) deltagere havde alle 11 mulige tests rigtige. For det forste var der i ar
veesentlig flere deltagere, som havde forsegt sig med at resistensbestemme proverne overfor makrolid i for

hold til 2011, hvor kun 11 deltog. For det andet var der utrolig mange, som havde testet proverne korrekt.

FIGUR 3. RESULTATER FOR FOLSOMHEDSBESTEMMELSE OVER FOR MAKROLID
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Deltagernummer, i alt 39

Der var i sdledes kun 16 (5 %) fejl kategoriseret som ”sma fejl” og 12 (3 %) som “store fejl”. Af de 12 ”store
fejl” skyldtes de 5 af fejlene forkert identifikation af agens, som hermed medferer en fejlfortolkning af fol-
somhedskategorien. For de resterende 7 "store fejl” er agens korrekt identificeret, hvoraf de 6 af fejlene er
relateret til prove 14, indeholdende en folsom S. aureus. Arsagen er muligvis, at inoculum har veeret for
kraftig, sdledes at zonestorrelsen er blevet for lille og fejlagtigt vurderet til at vaere resistent.

Arets resultat viser med tydelighed, at det kan betale sig at benytte en standardiseret metode samt korrekt
fortolkningsnegle til bestemmelse af bakteriernes folsomhed. Det er séledes vigtigt, at folge de anvisninger
til metodik og fortolkninger af resistenszonerne, som producenterne til diskene/tabletterne angiver. Det er
vigtigt, at man benytter Miiller Hinton II agar, som grundsubstrat af en dybde af 4 mm, samt ikke benyt-
ter flere end henholdsvis fem disks/tabs pa plader af en diameter pa 9 cm. Herover skal organismen man
tester veere en renkultur samt udsas ifelge Kirby Bauer (teeppeudsad). Fortolkningerne af diverse zoner
skal modsvare, bade organismen man tester samt koncentrationen af det pdgaldende antibiotikum. Disse

anbefalinger er generelle og geelder ogsa for penicillin og tetracyklin.
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TETRACYKLIN

I forhold til de 14 deltagere i 2011 var der i &r ligeledes 39 deltagere, som havde valgt at bestemme folsom-
heden overfor tetracyklin (Figur 4). Der var 6 (15 %) deltagere, som havde alle proverne korrekt bestemt.
Det skal dog naevnes, at ingen havde testet alle proverne. I modseetning til sidste ar, hvor resultatet for
tetracyklin var langt bedre end for makrolid testen, var der betydelig flere i ar, som havde féet fejl i for-

tolkningen af folsomheden overfor tetracyklin.

FIGUR 4. RESULTATER FOR FOLSOMHEDSBESTEMMELSE OVER FOR TETRACYKLIN
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Deltagernummer, i alt 39

Der var saledes 57 (16 %) "sma fejl”, 2 (1 %) "store fejl” og 23 (7 %) meget store fejl. De "store fejl” var re-
lateret til prove 6 og 8 indeholdende henholdsvis en folsom CNS og S. aureus. I dette tilfeelde var S. aureus
forkert identificeret, hvorved det er naerliggende at antage, at det er grunden til fejlfortolkningen. For
storsteparten af fejlfortolkningen som har resulteret i “meget store fejl”, var der ikke tale om forkert iden-
tifikation. Fejlene var ligeledes ikke relateret til en enkelt prove, men proverne #5 (1 deltager), #9 (14 del-
tagere), #10 (5 deltagere) samt #14 (3 deltagere). Problemet ma derfor vaere relateret til metodikken, som
er folsom overfor variationer. Det skal her naevnes, at de medsendte retningslinjer til standardisering af
folsomhedsbestemmelser er absolutte minimumskrav, hvilket kan veere arsag til, at f.eks. nogle prover kan
vaere sveere at teste. Det drejer sig om, hvor felsomheden ligger teet pa en anden felsomhedskategori for et
agens. I sadanne tilfeelde skal der kun lidt variation i fremstillingen af preveoplesningen og udsaed til at

folsomheden forrykkes. Dette athjelpes normalt i takt med, at man opnér sterre rutine i at brug af testen.

PENICILLIN

Helt overraskende er det ikke, at forholdsvis flere har udfert resistensbestemmelse overfor penicillin.
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P4 Figur 5 ses det, at 47 deltagere har bestemt mellem tre og 10 praver. I ar var der 33 (70 %) deltagere,

som opnéede at teste prover korrekte, hvoraf de 22 (43 %) deltagere havde alle 11 prover korrekt testet.

FIGUR 5. RESULTATER FOR FOLSOMHEDSBESTEMMELSE OVER FOR PENICILLIN
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Deltagernummer, i alt 47
Fejlprocenterne for folsomhedsbestemmelsen af penicillin var i ar rekordlav med 11 (2 %) sma fejl”, 13 (3
%) "store fejl” og 5 (1 %) “meget store fejl”. For de meget store fejl” var der ikke tale om fejl-
identifikationer, da deltagerne alle havde fundet en S. aureus i begge tilfeelde. Begge stammer var saledes
ogsé resistente over for penicillin. De "store fejl” var jeevnt spredt over de fleste prover med en enkelt eller

to fejl. Der var flere af disse fejl, som skyldes en forkert identifikation.

KONKLUSION

Resultatet for identifikations- og resistens-delen i ringtesten 2012 er det bedst opnéede resultat nogensin-
de. Det er tydeligt, at deltagelse i mastitis ringtest dokumenterer evnen til at diagnosticere korrekt. Udover
deltagernes faglige engagement og udvikling, haber vi at de hjeelpemidler i form af identifikationsnegler,
retningslinjer samt testmateriale, som i de forlebne par ar er blevet medsendt pakkerne, har bidraget vee-
sentligt hertil. Uheldigvis er flere praksis frafaldet deltagelse i testen de seneste ar som felge af fusioner
med mere, hvorved greensen for om testen er rentabel hvert ar er ved at veere naet. Vi haber, at flere vil
stotte op om testen i de kommende ar og at niveauet for resultaterne kan bibeholdes. Udbydelse af testen

hvert andet ar er en mulighed, som vil blive overvejet — f.eks. i efteraret 2013.
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