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Indledning

P& grund af den positive modtagelse som den forste mastitis-ringtest fik i 2005, gennemforte
Den Danske Dyrlaegeforening (DDD) sektionen vedrerende kvaeg (SVK) og Danmarks
Fodevareforskning (DFVF) igen 1 2006 en ringtest for identifikation og resistensbestemmelse
af kendte mastitispatogener. Malgruppen var de praktiserende dyrleger, som til daglig
forestar "hjemmediagnostikken” i praksis. Formélet var, at give dyrlaegerne lejlighed for at
kvalitetssikre og teste palideligheden af deres diagnostik. I det folgende bringes et

sammendrag af resultaterne fra denne ringtest.

Undersggelsen

Deltagere

Der var i alt 43 tilmeldte dyrlaegepraksis, hvoraf to havde tilmeldt fire dyrleeger. En praksis ud
af de 43 havde ikke indtastet deres resultat ved opgerelsens afslutning. Sammendraget er
saledes baseret pd i alt 48 besvarelser, hvoraf 20 praksis var gengangere fra 2005. Disse
gengangere blev tildelt det samme login som det forrige ér, saledes, at en eventuel forbedring

kunne maéles.

Procedure
Ringtesten bestod ligeledes i ar af 15 udsendte malkeprover podet med renkulturer af
mastitispatogener. Disse testes pa saeedvanlig vis 1 praksis, og resultaterne indrapporteres via

Internettet. Det var valgfrit for praksis, 1 hvilken udstraekning de ville deltage 1 testen.
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Alle praksis blev varskoet omkring tre uger forud for udsendelsen af malkeproverne samt
orienteret om diverse detaljer angdende selve testens udferelse. I alt blev 43 individuelle
kolepakker sendt til praksis, siledes at disse skulle kunne nd modtagerne inden weekenden.

Folgebreve angivende de individuelle logins og passwords blev medsendt de 15 malkeprover.

Resultater

Identifikation

I ar var det i modsaetning til 1 2005 muligt at veelge to alternative betegnelser frem for en
identifikation. I tilfzelde hvor en prove var steril, kunne praksis vaelge denne betegnelse, frem
for at lade feltet vaere blankt. Ydermere kunne praksis valge betegnelsen “indsendes til
reference laboratorium”. Begge betegnelser resulterede i, at feltet angivende det antal korrekte
fund forblev abent, og dermed ikke medferte en fejl. Pé grund af denne @ndring er opgerelsen
over antal korrekte identifikationer opgjort i procent af det antal prever, som praksis har
benzvnt med en identifikation og ikke et total antal prever, som kunne variere i antal fra

praksis til praksis.

I sidste ars ringtest var der isar to prever (#13: Str. agalactiae og #14: Str. canis) som voldte
problemer for praksis med hensyn til identifikationen. Disse to stammer var igen i ar
repraesenteret i ringtesten for at give praksis som deltog sidste ar, lejlighed for at genteste
organismerne med tilvejebragt fornyet viden pd omradet, og dermed om muligt at vurdere, om

der har vaeret en malbar forbedring af praksis resultater efter at have deltaget forste gang.

I dette ars ringtest var nomenklaturproblemerne vesentlig minimeret. Der er dog stadig nogle
praksis, som valger organismen Micrococcus frem for koagulasenegative stafylokokker,
CNS. Ligeledes er der nogle fé praksis, som har brugt betegnelsen Lactococcus, hvor det er
narliggende, at der er ment enterokokker. I figur 1 vises forholdet imellem antal deltagere og

antal korrekte identifikationer i procent.

Det fremgdr heraf, at storstedelen af deltagerne har imellem 75-79% korrekte med
yderpunkterne ved henholdsvis 30-34% og 100% korrekte. I alt fire praksis havde testen
100% korrekt. Heraf var det dog kun to, som havde testet alle 15 prover. I tabel 1 angives det

hvor store problemerne var og hvilke fejlidentifikationer, der 14 til grund for dette.



Der var udbredte problemer for nogle praksis med nogle af proverne. Prove #8 Str .canis var
det saledes kun 20,8 %, som havde korrekt, og der var ligeledes problemer med
identifikationen af preverne #9, #14 og #15 indeholdende Str. agalactiae, hvor henholdsvis
45,8%, 43,8% og 52,1% havde dem korrekte. Der var dog en markant forbedring hos de 20
praksis som ogsa sidste ar deltog i ringtesten. I hvert fald malt pd de to gengangere fra 2005
(#9: Str. agalactiea og #8: Str. canis), som generelt gav praksis problemer. For prove #9 sés
en pan signifikant forbedring sammenlignet med sidste &rs resultat () test), og for prove #8
en tilneermelsesvis signifikant forbedring. Det er vores formodning, at den egede fokus, der er
blevet rettet mod hjemmediagnostikken har haft en positiv indvirkning pa kvaliteten af denne.
Ud over streptokokkerne var der ogsa problemer med identifikationen af prove #10 med
Arcanobacterium pyogenes som det kun var 25,0 % af praksis som havde korrekt. Der var
udbredte problemer med at fa denne preve i vaekst, da hele 54,2 % havde proven steril. P4
DFVF har vi sammenlignet vaekst 1 ”candle jar” og CO2-inkubator og havde problemer med
vaekst 1 "candle jar” men ikke 1 CO2-inkubator. Praksis ber nok vare opmarksomme pa, at
”candle jar” ikke er sa folsom som korrekte inkubationsforhold. I preven indeholdende gaer
(#11) var der ligeledes problemer med at {4 proven i vaekst, idet 18,8 % havde preven steril.
66,7 % af praksis havde preven korrekt. Corynebacterium (preve # 12) voldte ogséa ganske
store problemer, idet kun 37,5 % havde denne korrekt. I drets ringtest var der kun en CNS
(#2) med og fejlprocenten var 27,1 %, hvoraf 12,5 % formentligt skyldes nomenklatur
problemer med Micrococcus, som navnt tidligere. Ni deltagere havde enterokokken i prave
#7 forkert svarende til 18,8 %. Det kan vare svert at skelne imellem Enterococcus og Str.
uberis, hvilket ogsa fremgar af, at tre deltagere har valgt Str. uberis. En deltager har valgt

CNS, hvor nogle species godt kan have en del lighed med enterokokker sasom S. epidermidis.

Resistensbestemmelse

Ringtesten bestod ligeledes i dr foruden identifikationen af patogener, af
resistensbestemmelse overfor penicillin, tetracyklin og makrolid-gruppen. I ar kunne man
indtaste, om man havde brugt disk diffusion, MIC eller penicillinpladen til at bestemme
resistensforholdene over for de tre antibiotika. I ar er de felgende opgerelser over fejl

kategoriseret efter de normer, vi benytter i andre ringtests. Disse normer er skitseret i tabel 2.

Makrolid



Der var 18 deltagere, som har testet proverne overfor makrolidgruppen. I figur 2 kan man se,
at antallet af de undersogte prover imellem deltagerne varierer fra 1 til alle 10 prover. En
deltager havde testet alle proverne korrekt. I alt 13 deltagere har oplyst, at de bruger disk
diffusion, hvorimod 5 deltagere har undladt at besvare spergsmaélet. Disse er opmarket med
tegnet ”*” 1 figur 2. Det er ikke en bestemt stamme, som er arsag til fejlene og generelt mé
resultatet vurderes som tilfredsstillende, selvom der i nogle tilfelde er plads til forbedringer.
Det er saledes vigtigt at folge de anvisninger til metodik og fortolkninger af resistenszonerne,
som producenterne til diskene / tabletterne giver. Det er vigtigt, at man benytter Miiller
Hinton II agar som grundsubstrat af en dybde af 4 mm, samt ikke benytter flere end
henholdsvis 5 og 7 disks/tabs pé plader af en diameter pa 9cm. Herover, skal organismen man
tester vaere en renkultur samt udsas ifelge Kirby Baurer (teppeudsad). Fortolkningerne af
diverse zoner skal modsvare bade organismen man tester samt koncentrationen af det
pageldende antibiotikum. Disse anbefalinger er generelle og galder savel ogsa for penicillin

og tetracyklin.

Tetracyklin

I alt 20 deltagere valgte at bestemme preverne overfor tetracyclinfelsomhed (Figur 3), og
ligesom for makrolider varierede det meget blandt deltagerne, hvor mange prover de valgte ud
af de 10 at bestemme resistens overfor. Det varierede sdledes mellem 1 til 10 bestemmelser.
Ingen af deltagerne havde alle 10 prover korrekte. Fjorten deltagere havde benyttet disk
diffusion til bestemmelserne, hvorimod de resterende 6 ikke havde besvaret spergsmal
omkring test metoden. (markeret ”*” 1 figur 3). Generelt set synes resultatet at vaere
tilfredsstillende taget i betragtning at preve #3 Str. dysgalactiae er intermedizer, hvilket kan
vaere svaert at ramme med disk diffusion uden, at testen er standardiseret helt efter de angivne
normer og metodikker. De samme antagelser som er nevnt under makroliderne, gaelder ogsa

for tetracyklin.

Penicillin

Helt overraskende er det ikke, at forholdsvis flere har udfert resistensbestemmelse overfor
penicillin. Pa figur 4 ses det, at 44 deltagere har bestemt mellem 1 og 10 prover. I alt 21
deltagere ud af de 44 har bestemt alle 10 prover. Hele 10 deltagere har valgt at teste
organismerne ved brug af disk diffusion. Dog er der ikke nogle informationer om, hvorvidt
bestemmelserne er ifelge en kendt standard sdsom CLSI (NCCLS). Som beskrevet overfor er

det af afgerende vigtighed, at bestemmelserne bliver udfert ifelge de vejlederne som



medfelger diskene / tabsene, idet resultaterne ellers ikke er pélidelige. P4 figur 4 tyder det pa,
at de deltagere som har benyttet disk diffusion (markeret ”**”) har vaerre og / eller flere fejl
sammenlignet med de ovrige deltagere. Dette er dog ikke statistisk signifikant. Det er isaer
stafylokokkerne i prove #1 og #2, som giver anledning til fejlene. Begge prover er folsomme,
men testes resistente af deltagerne. Med udgangspunkt i1 at metodikken folges korrekt, kunne
en mulig forklaring vare usikkerhed ved maling af zonerne, idet forskellen imellem folsom
og resistens skiller med 1 mm ifelge CLSI og Rosco tabellerne. Ud over de 10 deltagere, som
har benyttet disk diffusion, har 22 deltagere brugt penicillinagarpladerne fra Steins
Laboratorium til resistensbestemmelserne. I alt 12 deltagere har undladt at besvare feltet

omhandlende metodikken.

Der synes at vere et generelt problem med at bestemme resistensforholdet for prove #7
(enterokok). Kun seks deltagere ud af 30 har denne korrekt. Arsagen skal maske findes i
brugen af penicillinagar, som Steins har oplyst indeholder 0,06 pg/ml. Grensen for felsomhed
for enterokokker ligger ifolge CLSI pa < 8 ng/ml, hvilket vil medfore, at en folsom enterokok
med en MIC verdi pa 2 pg/ml godt kan vokse pé penicillinagarpladen. Denne plade kan
saledes ikke bruges til at tolke, hvorvidt en enterokok er folsom eller resistent. Teoretisk set
vil det samme gore sig geeldende for stafylokokker og streptokokker, som begge ifolge CLSI

har et en granse for felsomhed pa < 0,12 pg/ml.

Konklusion:

Generelt er resultatet tilfredsstillende for identifikationen. Dog skal praksis nok overveje om
deres diagnostik af iser streptokokker og Arcanobacterium er i orden, idet der for disse
species synes at vaere et generelt problem. Ved at have et forudgdende kendskab til
besatningen, samt anvende simple tests og give organismerne den tid, de skal have, for at
udtrykke deres karakteristika, er man naet langt i identifikationen af selv lidt drilske
organismer. Resistensbestemmelsestesten forleb ligeledes med et tilfredsstillende resultatet.
Dog ber de praksis, som bruger disk diffusion, undersege om de udferer testen efter de
galdende vejledninger og bruger de rigtige fortolkningsnegler. Endvidere ber de praksis som
benytter penicillinagarpladerne taenke pa, at ikke alle organismer har den samme
grensevaerdi for resistens og at disse plader derfor kun kan anvendes for ganske fa

bakteriearter.
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Tabel 1. Bakterier, der indgik | testen, samt antal afvigelser for de 15 praver.

Prave | Forventet fund | Korrekte % | Antal forkerte | Afvigelser

1 S. aureus 93,8 3 2*CNS, 1*Micrococcus

2 Staph ssp (CNS) 72,9 13 6*Micrococcus, 4*S.aureus, 1*Ger, 1*E.coli,
1*Enterococcus

3 Str. dysgalactiae 83,3 4 1*CNS, 1*Micrococcus, 1*Str.canis, 1*Str. agalactiae

4 Str. uberis 95,8 2 1*Enterococcus, 1*CNS

5 E. coli 97,9 1 1*Klebsiella

6 Klebsiella ssp 77,1 6 2*Ger, 2*Bacillus, 2*E.coli

7 Enterokokker 79,2 9 3*Str. uberis, 3*Lactococcus, 1*Klebsiella, 1*E. coli,
1*CNS

8 Str. canis 20,8 34 22*Str. Agalactiae, 4*CNS, 3*Enterococcus,
2*Str.dysgalactiae, 2* Str. Pyogenes, 1*Str.uberis

9 Str. agalactiae 458 19 5*Str.dysgalactiae, 2*Str. uberis, 2*CNS, 2*Str.canis,
2*Lactococcus,, 2*Enterococcus, 1*A. pyogenes,
1* Str. Pyogenes,, 1*Micrococcus, 1*Str.bovis

10 | A.. pyogenes 25,0 9 3*CNS, 2*Ger,, 2*Str. Agalactiae, 1*Micrococcus,
1*Corynebacterium

11 Geer 66,7 6 3*Corynebact., 2*CNS, 1*Bacillus

12 Corynebacterium 37,5 24 9*CNS, 5*Bacillus, 4*Ger, 2*Micrococcus,
2*Str.bovis, 1*E.coli, 1*A. pyogenes

13 S. aureus 89,6 3 2*CNS, 1*Micrococcus

14 | Str. agalactiae 43,8 21 7*Str.dysgalactiae, 4*A.. pyogenes, 3*CNS,
3*Str.bovis, 2*Str.canis, 1*Enterococcus,
1*Micrococcus

15 | Str. agalactiae 52,1 17 3*Str.canis, 3*Str.dysgalactiae, 3*A.. pyogenes,

2*Str. pyogenes, 2*CNS, 1*Corynebacterium,
1*Micrococcus, 1*Lactococcus, 1*Enterococcus




Tabel 2. liste over fejl typer med tilhgrende fejl kategorier.

Fejl kode: Fejl type:

Mindre fejl Folsom testet intermediger og omvendt.

Resistent testet intermediar og omvendt.

Stor fejl Folsom testet resistent

Meget stor fejl | Resistent testet folsom




Figur 1. Antal korrekte identifikationer i procent fordelt pa de 48 deltagere.
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Figur 2. Antal korrekte og antal fejl ved resistensbestemmelse over for makrolid.
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Figur 3. Antal korrekte og antal fejl ved resistensbestemmelse over for tetracyklin.
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Figur 4. Fordeling af antal korrekte og fejl ved resistensbestemmelse over for penicillin.
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