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STOTTET AF

Mine forudsaetninger.. Malkeafgiftsfonden

« DVM 2013

* Phd om diagnostik af smitsom mastitis

UNIVERSITY OF COPENHAGEN
DEPARTMENT OF VETERINARY AND

« Postdoc ved Kgbenhavns Universitet

* Projekt “Yversundhed i top” - arbejdspakke vedr. Diagnosis of Staphylococcus aureus and
behandling af mastitis Streptococcus agalactiae mastitis

Taking into account infection dynamics and teat skin as
areservoir

PhD Thesis 2018 e Line Svennesen

Praksisnaer
forskning?!
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Plan for nu.. J‘f/
4

Projekt vedr. behandling i DK a a
* Hvorfor--- [

« Hvordan--- (\(
* Hvad---

« Implementering i besatninger?

Hvis der er tid

« Subklinisk mastitis og diagnostik af aureus og agalactiae
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Opvarmning
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Spargeskemaundersggelse

Immediately after the clinical B
examination and possible sampling l
When results from laboratory R 7]
analysis are available i 1

0% 25% 50% 75% 100%

Veterinary Treatment Approach and Antibiotic Usage for Clinical Mastitis in Danish Dairy Herds (Wilm et al., 2021)
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Spargeskemaundersggelse

Veterinary Treatment Approach and Antibiotic Usage for Clinical Mastitis in Danish Dairy Herds (Wilm et al., 2021)
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@ . SEGES ET! Maelkeafgittstonden

oo
>4

REDUCER BRUG AF ANTIBIOTIKA

Projekt: Yversundhed | top!

On-farm test
kan halvere
antal af
behandlinger?

« Hovedfokus: Strategi for behandling af klinisk mastiti

De “rigtige” kger .
Den “rigtige” behandling “
Effektiv behandling l
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Hvilke kaer er de “Rigtige kger” ?
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BAKTERIE /ARSAG BEHANDLING

6 a “ GRAD AF
<Y YVERBETANDELSE

@ KO-FAKTORER
e .

DEFINITION
4o
A

RATE
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Ko faktorer

Alder: yngre = bedre helbredelse

DEK: tidlig laktation = bedre helbredelse
Historik: farste tilfeelde = bedre helbredelse

e 2 3 t||f&|de | |aktati0n - Uhelbredelig (Pinzon-Sanchez and Ruegg, 2011)

Celletal: lavere SCC = bedre helbredelse

« 23 x SCC > 700.000 = uhelbredelig @sterss, 2006)

Ydelse, energibalance mm.
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Grad af mastitis

1) Mild: sendringer i meelkens udseende

2) Moderat: eendringer | maelkens
udseende + inflammationstegn

Ikke darligere helbredelse ved at vente 24

timer med antibiose (Wagner et al., 2007; Vasquez,
2017, Bates et al., 2020)

11/05/2022
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Grad af mastitis

3) Sveaer: e&ndringer | maelkens udseende +
generelle sygdomstegn (almen pavirkning
fx. Feber)

 Risiko for bakterieemi — behandles parenteralt (Wenz
et al, 2011)

o Bakterieemi bekraeftet i 1-8% af tilfeelde (Brennecke
et al., 2020) — maske hgjere?

« 1/3 Gram negative, 1/3 ingen bakterier, 1/3 Strep.
Uberis (Schmenger & Kromker, 2020)

* Hgjere cure rate ved sveer grad af mastitis (self-
cure?) (Oliveira et al., 2013) kort infektionstid!!
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Arsag - Patogen

« Staph. aureus < alle andre

« Gram negativ eller no growth > Gram + : Self-cure? Anvendt antibiotikum?

* B-laktamase negativ > B-laktamase positiv

 Minor pathogens > Major pathogens

Table 1: M. Ziesch
and V. Kromker, 2016

11/05/2022 14
Pathogen-related factor Species/genus of pathogen Significantly lower BC for cases caused by 5. aureus than other pathogens 7,13,19

culturled in pre-treatment Significantly higher BC for B-lactamase-negative 5. aureus strains than for 11,14, 20
sample R-lactamase-positive S. aureus strains

Significantly higher BC for Sc. uberis than S. aureus, Sc. dysgalactiae or multiple | 12

pathogens

Significantly higher BC for CNS than S. aureus 22

Significantly higher BC for minor pathogens than major pathogens 16, 17

Significantly higher BC for coliform bacteria (especially E. coli) than environ- 23

mental streptococci or mixed infections

Higher BC for E. coli than for Enterobacter cloacae, lowest BC for Klebsielfa spp. | 24

(without indication of significance)

Significantly higher BC for cases no pathogen or gram-negative pathogens were | 21

cultured than cases caused by gram-positive or other pathogens

Tendency for higher BC in culture-negative cases than in culture-positive cases 15
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Cfu - koncentration

Table 6: Count and percentage of bacteriological cure results by
the shedding rate of pathogens cultured prior to treatment

Shedding No BC; no. (%) BC; no. (%) Total; no.
1-10 cfu/0.01 ml 13 (15.3) 72 (84.7) 85
11-50 cfu/0.01 ml 21 (21.0) 79 (79.0) 100
>50 cfu/0.01 ml 116 (28.6) 290 (71.4) 406

« Ziesch & Krémker 2016 - Factors influencing bacteriological cure
after antibiotic therapy of clinical mastitis (bredspektret)

« Signifikant forskel pa 1-10 cfu/10ul og > 50 cfu/10ul (OR=2,5)

11/05/2022

15



® KOBENHAVNS UNIVERSITET 11/05/2022 16

Diagnostik

« Diagnostik forud for behandling: Tid/Logistik!?

* On-farm culture/On-farm test: hurtig (12-14 timer) G+/G-/no-growth

« Reduktion i behandlinger = 50 % (Lago et al. 2011)
 @konomi afhaenger af besaetningens patogener---
* Er beslutningsstatte!

Varierende sensitivitet og specificitet, pris, tid
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mastDecide 12-14 h, G+, G-, no growth G+: 84, 94% + I
VetoRapid 24-48 h, Streps, Staphs, G-, no growth G+:91, 78% ++ ++
16-24h, Streps (Strep. spp., Enterococci), Overall: 82, 90% ++ ++

Staphs (S. aureus, NAS), G- (E. coli, Pseu.,
other), no gr.

Speed Mam Color 48 h, Staphs, Streps, G-, no growth, 7d Overall: 92, 96% +++ +++
Myco, Antibiogram after 24 h
Rapid Aerobic Count/ 12 h; G+; G-, no growth G+:93, 39% ++ ++
Rapid Coliform Count
Aerobic Count plate 24 h; G+; G-, no growth G+: 85, 75% ++ ++
Coliform Count
Minnesota Easy Culture 18-24 h, Staph, Streps, G-; no growth G+: 60, 83% ++ ++
System Bi-/Tri-Plate Overall: 98, 69%
Mastitis SSGN /C Quad 24 h; Staph., Streps, G-, no growth Overall: 79, 79% +++ ++
FluimediX Point of Cow 12-16 h, G+, G-, no growth G+: 92,87 % ++ ++ Kromker
BACT Gr+/- mastitis test 2022

Ferreira et al. 2018; Ganda et al. 2016; Kock et al. 2018; Leimbach and Krémker 2018; Mansion-de-Vries et al. 2014; McCarron et al. 2009; Viora et al. 2014
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Diagnostik — on-farm test success

* Rene maelkepraver!

« Egnede faciliteter — hygiejne! - overvej
bortskaffelse af affald mm

« Systematik og konistens
* Perioder med sidelgbende BU + MIC

« Forstaelse for veerktgjets
begreaensninger

* Mod til ogsa at traeffe beslutninger
der gar imod testen?
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Behandling

Ikke noget svar pa hvad der er den bedste AB behandling i systematisk review
(Winder et al., 2019)

Gram-positive bacteria, p-lactamas-

First choice Treatment with Penicillin G.*

Second choice Only supportive therapy, no antibiotics.

Gram-positive bacteria, fi-lactamas+

First choice Only supportive therapy, no antibiotics.

Second choice Treatment with a B-lactamase resistant antibiotic.*, **
First choice Only supportive therapy, no antibiotics.

Second choice Treatment with an antibiotic effective against

gram-negative bacteria.*

Nordic guidelines for mastitis treatment, 2011
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Behandling — administrationsvej penicillin

* Der er ikke forskel i “cure rate” mellem IMM og IM behandling af klinisk
mastitis (Kalmus et al., 2014)

« Tilleeg af IM gger ikke cure rate i forhold til IMM alene for mild-moderat
klinisk mastitis (Kromker et al., 2017, review, forskellige praep.)

« Staph. aureus har muligvis bedre cure ved systemisk behandling frem for
lokal behandling alene (Barkema et al., 2006, review, forskellige preep.)

« Staph. aureus signifikant hgjere cure ved kombi fremfor parenteral alene
(Taponen et al., 2003)
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Behandling — IMM fordele og ulemper
I IS T

« Hgj koncentration i maelk Streptokokker ~ ++
* Hurtig effekt lokalt Staph. aureus + tht
CNS +++

* Lavere dosis end ved systemisk
behandling

E.coli/Klebsiella + PR

 Ikke gget risiko for resistens som ved
parenteral behandling

* Undgar irritation ved IM administration

 Risiko for at tilfgre bakterier via tube i
pattekanal hvis ikke aseptisk
administration

* Nar ikke dybt i yvervaev og blodbane
(Modificeret efter Pyorala, 2009)
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Behandling — Behandlingslaengde

Table 2. Estimated probabilities of bacteriological cure by pathogen and duration of intramammary treatment used for treatment of clinical mastitis occurring in primiparous and
multiparous cows

Bacteriological cure (%)

Treatment
Etiology of clinical mastitis duration (d}  Primiparous hMultiparous Source

Staphylococcus aureus Gillespie et al., 2002; Deluyker et al., 2005; Oliver et al., 2004b

=
'=
-
=
=
2
=
-
=
m
=
1 120 Morin et al., 1998; Deluyker et al., 2005; Hoe and Ruegg, 2005; McDougall et al., 2007 m
2 0.55 2
5 0.65 =
8 0.75 g
! : - Oliver et al., 2004b; Hoe and Ruegg, 2005: McDougall et al., 2007; van den Borne et al., 2010 &~
2 0.75 0.70 =
5 )80 )75 =
3 55 KL 5:
Escherichin coli 0 0.75 Wilson et al., 1999: McDougall et al., 2007; Bradley and Green, 2009; 7
2 0.85 van den Borne et al., 2010; Suojala et al., 2010, =
5 0.85
8 0.85 %
Klebsiella spp. I 0.35 Smith et al., 1985; Pyorila and Pyorala, 1998; Roberson et al., 2004; Hoe and Ruege, 2005 »
2 0.45
5 0.45 >
8 0.45 =
Mo growth 0 Roberson et al., 2004; Pinzdn-Sdnchez, 2010, é
2 [
E =
8

Pinzon-Sanchez et al, 2011
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NSAIDs

Positive effekter generelt! Som supplement til AB..

« Carprofen: positiv effekt pa vommotilitet, hjerterytme, temperatur
(Vangroenweghe et al., 2005)

 Flunixin: positiv effekt pa temperatur, kliniske tegn (Anderson et al.,1986).
@ger sedetid og rumenkontraktioner (Wagner et al., 2004)

« Ketoprofen: positiv effekt pa cure rate for gram negative cases dagligt sa
lenge der er symptomer (Shpigel et al., 1994) positiv effekt pa temp,
rumen, resp, gdem (Banting et al., 2008)

* Meloxicam: positiv effekt pa bak. cure, repro, SCC og udsaetning
(McDougall et al., 2009 & 2016)
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Ketoprofen 3 dage vs AB 3 dage

 Kromker et al.,, 2021
« Kronisk inficerede kger (3x kontol>400.000 celler/ml eller 2 x behandling)
« Knap 300 kger

« Bakteriologisk helbredelse:

48% med antibiotika (penicillin eller cefalosporin)
40% med Ketoprofen

» Klinisk helbredelse: 50% vs 51%
« Tilbagevendende case ved 60 dage: 58% vs. 50%
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Definition af helbredelse/cure

« Bakteriologisk helbredelse
« Cytologisk helbredelse (SCC)
* Klinisk helbredelse

« Kombination af ovenstaende
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CELLER /
INFLAMMATION
ENTRATION
KONC BAKTERIER /
/r‘ INFEKTION

T0

- o o = == b =\ =)= = = DETEKTION

TiD
SYNLIG YVERBETZANDELSE ?

Inspireret af Figur 1: Bulletin 515/2022
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Nyinfektionsrate - NIR

« Sveert at skelne en mislykket behandling fra en ny infektion uden detaljeret
viden om det involverede patogen (fx RAPD)

« 1/3 kliniske tilfeelde vender tilbage med samme species i samme laktation
(Wente et al. 2020)

* 11% med samme bakteriestamme
* 14% med samme species men ikke samme stamme

« Forskel i patogen:
« Staph. aureus persisterende
« Strep. uberis mange tilfaelde af nyinfektion med anden stamme!
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Lidt ekstra om uberis---

.? KOBENHAVNS UNIVERSITET 30-09-2021 24

° UberiS k an Pathogen categorization
opfare sig
smitsomt —
oftest miljg-
associeret men
ikke kun i halm

intermediate

 Varmestress
gger
udskillelse!
(Hamel et al., 2021)

Strep. dysgalactiae

@ = strains

Slide: Volker Kromker,
DDDs arsmgde 2021
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Afpr@vning | danske besaetninger Accept af margin pa 15%

15 x reduceret mangde

e (Cases til behandling:
« Udvelges baseret pa kliniske tegn (mild-moderat) og at ¢
« On-farm test for at differentiere mellem G+ og G-, kun behandling af G+
« Agens vurderes historisk pa sterilt udtaget kirtelprave

« Behandling

« Kombineret behandling: Penicillin procain IMM + penthamathydroiodid IM (3 dage)
* Lokal behandling: Penicillin procain IMM (3 dage)
« Alle kger behandles med NSAID: ketoprofen (1 dag)

« Opfolgning efter 2 og 3 uger

 Demonstrere at lokal behandling 7kke er vaerre end parenteral + lokal
behandling i forhold til helbredelse af mild og moderat klinisk
mastitis med penicillin-preeparater (Non-inferior studium)
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Screening Milk
sampling

p - Follow-up
- 1 u
(0])] ellrm NSAID Rancliomlz y after 2 and 3
testing treatment ation treatment

weeks

Sterile p» | Treat as usual
‘_‘-o_-_,__.__._‘.g“_‘_;n
Wi oy
 — _ Gram - » | Treat as usual

N v
— 5 | TreatmentA
Gram +
21 N
) —

Treatment B

7L> Treat as usual

12 besaetninger

After milking 14-24 h after on-farm test

Milking
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Nr. Dato Ko nr. Kirtel Mastitis grad Preve OF test start | OF testslut | OF test resultat Behandling* Mastitis grad
udtaget Dag 4
31 1 23 o - + 0123
32 1 23 0 - + 0123
33 123 3
Graduering af mastitis
34 1 23 3
Forandret maelk Pavirket yver
35 123 - 3
‘ S—
36 12 3 U 3
Klatter, flager, vandigt, og/ell Haevet, rgdt, varmt, hardt, | Feber >39,5°C, al dvirket,
37 1 2 3 o maifgrveatnmilko o * zg/;IIer aranrtmyver ' nides;t aedelyst::)gn/,:lrl‘e[: neZﬁseat 3
Grad ydelse
38 123 1 J 3
J Action: 1) mzelkeprove 2) on-farm test 3) smertestillende
39 123 2 g 3
W Action: 1) maelkeprove 2) on-farm test 3) smertestillende
40 123 3 ' 3
Action: 1) maelkeprove 2) behandl straks!
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Sadan tager vi en malkeprogve

Udstyr:

Handsker
- Glas

- Vat
alkohol

1) Tag nye handsker pa

3) Malk ud:

» Mindst 3 straler pa
gulvet

2) Desinficer pattespidsen:

» Put alkohol pa et
stykke vat

» Rengor pattespidsen
indtil vattet er helt
rent nar du fjerner det
fra pattespidsen

4) Tag mazlkepreven:

» Skrulaget af og gem
det i handen uden at
rere indersiden

» Tag m=lkepreven
mens glasset vinkles i
45° og holdes 20 em
fra patten

» Opsaml 5 ml malk

VIGTIGT: szt prgven i kpleskab (5°C) indtil on-farm test

Godt arbejde © Forurening ®

11/05/2022 32

Harald nyborg:
28 kr incl. moms
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Process: Take milk sample
Stuff: New tube
Equipment: New gloves, cotton and alcohol
WHAT HOW WHY
Pull on new gloves on Make sure we do not put
Pull on new gloves both hands bacteria from hands into

the milk sample

Disinfect the teat end

Use a cotton pad with the
size of an egg

Put alcohol on the cotton
without making it
completely wet

Clean the teat end and
repeat until the cotton is
clean whenyou remove
it

Enough cotton to hold on
and eventually use both
sides

Gets the best cleaning
and dry teat end

Make sure no bacteria
from teat end getinto
the milk sample

Pre-milk

Milk out 3 streams on
floor

Make sure no bacteria
from the teat canal get
into the milk sample

Collect the milk

Take off the cap and keep
ininside the handin
which you will hold the
tube

Hold the tube in a 45
degree angle with a 20
cm distance to the teat
Milk 5 ml milk into the
tube and keep the tube
in a 45 degree angle

Put on the cap without
touching the inside of the
cap

Make sure no bacteria
from the gloves or udder
get into the cap

Make sure we get no dirt
fromthe udder into the
sample and tube

Keep the minimum risk of
getting dirt from the
udder into the sample
Make sure we do not get
bacteria from our hands
into the sample
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Vejledning til MastDecide On-farm test

1) Klarger melkeprove,
pipette, HVID og GUL rgr,
tusch, stativ til prover

7) Tilsaet maelk til det HVIDE
ror uden at pipetten rgrer
indersiden eller mediet

2) Tag rene handsker pa
3) Skriv nummer pa rgrene
4) Abn rgrene

8) Gentag med det GULE ror

5) Vend maalkeprgven et par
gange og tag laget af uden at
rore indersiden af lag eller
glas

9) Vend rgrene sa vaskerne
blandes

6) Fyld pipetten (0,1 ml) uden
at rgre proveglasset med
pipetten

10) Saet rgrene i varmeskab i
mindst 12 til 14 timer
11) Frys maalkeproven

11/05/2022
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Aflaesning af On-farm test efter 12-14 timer

Test ror

Test medium 1

Test medium 2

Test resultat

Behandling

(hvidt lag) (gult lag)
I bakteri Ingen antibiotika
ngen bakterier .
Pink Pink ? (0) -
|_
<
|_
-
2
7]
L
o
Ingen antibiotika L
Gram negative bak 14
Hvid Pink J w
() ™
N
0
LLl
o
Ulige eremzerke = '.E
G e bak Behandles i kirtlen <
Hvid Hvid ram positive ba g

(+)

Lige eremaerke -
Behandles i kirtel
og krop

11/05/2022
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Forelgbige resultater

Bakteriologisk cure

 Positiv feedback pa OF-test!
« Eftersporgsel pa “systematik”
* Kliniske registreringer giver overblik

Reduktion i antal AB behandlinger helt ned til 1/3

-uden umiddelbar effekt pa yversundhed . ..
~analyse falger.. for tid fra klinik

til behandling?

Hvad er baseline
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NOo. ‘'pvate] C . f =
aef ow ID | Quarter ‘. Mastitis ISample OF test | OF test | OF test | Treatment* | Mastitis
Re ter ‘ . grade ] G s&aort e{gj result grade
5235 wpl Doy
24 44 MM -
111 | | HE @) 2 3 | F:10 |12 :5¢ 531|100+ — 0123
HES 3 MAK
112 [pqn! =721 SO |75
' 80% mild- Nl — |¢123

|1 4633 MAY
[113 2.‘{”3 | H moderat

1500

| [495px Mpd
/114 2941 P

Knap 500

37

x
Odd cow ID (1,3,5,7,9)= Carepen 3d, Even cow ID (0,2,4,6,8)=
The sample should be stored at 5°C RECAC

‘00 |
- ‘ DED; /‘W{ | = : L0 behandlinger
15 |2 i/ | HF J,@2 3 lcpg{o 13:0%| ¢
1800 f@z i /f'“ &
registreringer /@2 3 [2*-12_ 1309
T i jfl @ 3 2046 (23113
A > F
119 251/]‘ it H F /@2 3 (820 (4344
| eI 19 |
B8P0 1251 Sgp] H B j@z 3 15:00 | 13146
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Kliniske yverbeteendelser — Gram + pa OF test

6 % forurenede
prover defineret

Heraf renkultur ved mere end 2

Forurening 31 - species
Strep. uberis 165 130
NAS 135 59
Sta ph aureus 52 33 Trueperella pyogenes  m
Strep. dysgalactiae 40 26 Streptococcus uberis
. Streptococcus dysgalactiae
E. coli 25 12 Staphylococcus xylosus
c Staphylococcus succinus
Strep. agalactiae 1 1 Staphylococcus <p.
T. pyogenes 1 0 Staphylococcus simulans
Staphylococcus sciuri
Andet 81 30 Staphylococcus haemolyticus
Dyrkningsnegativ 10ul 63 - Staphylococcus equorum
o Staphylococcus epidermidis
Heraf Vakst pa IOOUl 28 - Staphy|ococcus aureus
Raultella planticola
No ID
Micrococcus luteus

Lactococcus garvieae
Klebsiella oxytoca
Forurenet

Escherichia coli
Enterococcus faecium
Corynebacterium xerosis
Corynebacterium variabile
Brevibacillus parabrevis
Aerococcus viridans

o
N
AN
(o)}
o]

10




® KOBENHAVNS UNIVERSITET 11/05/2022

347 cases til cure-beregning

Strep. uberis renkutur 139

B NAS
Kombi Bl Strep. uberis
| Andet
NAS renkultur 48
Andre Strep. renkultur 28
Staph. aureus renkultur 23
Andet renkultur 12
0 10 20 30 40

Percent
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11/05/2022

Bakteriologisk helbredelse - Opfglgning pa behandlinger

Dyrkningsnegativ

MAS

Staphylococcus aureus

Streptococous uberis

12

128

81

20

277

Percent

40

Opfalgningsprover
fra kurerede cases
var ikke
ngdvendigvis
sterile..

40
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Helbredelse - 3 dages lokal eller kombinations-behandling?

cure . Mot cured . Cured

= d
a= Lokal =
L b
0 25 a0 I
percentage

Margin ligger pa

15 %
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Kan vi ggre det samme | alle besaetninger?

100

75
o
g Behandling
X
= 50 " Lokal
o Kombmeret
o
o

25

0

BesA BesB BesC BesD BesE BesF BesG BesH Bes | Bes J Bes K BeslL
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Patogen afgar helbredelses-rate!

cure . Not cured . Cured

Strep. uberis renkutur

Andre Strep. renkultur

Staph. aureus renkultur

NAS renkultur

Andet renkultur

Kombi

o

25 50 75 100
percentage
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SCC ved ydelseskontrol fagr klinik (5-50 dage!?) har betydning
for helbredelse

0 25 50 75 100
percentage
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Men skal det veere lokal eller kombi behandling?

Lokal Kombineret
73 66

Strep. uberis renkutur

Andre Strep. renkultur

Staph. aureus renkultur

. Ej kureret
Kureret

NAS renkultur

Andet renkultur

Kombi

O 20 40 60 80 1000 20 40 60 80 100
Procent kureret

45
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Take-home
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Besaetningsforskelle — ligger i bakteriologien?

Bes A Bes B Bes C Bes D

8 22 53 8
NAS 3 27 11
Andet 1 9 5

Bru Staphylococcus aureus 7 2
° g ° Streptococcus dysgalactiae 2 9 :
bakteriologien!

e

Streptococcus uberis

BesE Bes F Bes G Bes H
Streptococcus uberis T T 11 11

Lokal Kombineret 2

Strep. uberis renkutur

Andre Strep. renkultur

Streptokokker
kan lige sa godt
behandles med NAS renkultr

s K Bes L

B & kureret 5
. Kureret

Staph. aureus renkultur

tuber

Andet renkultur

Kombi

|

0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100 40 60 800 20 40 60 80
Procent kureret
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Behandling af Streptococcus uberis mastitis

Margin
overstiger ikke
15 %
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Sa de cases vi far bedst effekt af behandling er---

» Kliniske yverbetaendelser
« Forarsaget af Streptokokker og i nogen grad NAS

* For kger der ikke er kronisk inflammerede (geelder muligvis ikke uberis)
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Smerte-

Screening stillende

Diagnostik Behandling

» Smertestillende
Steril — 5 Smertestillende
Gram - ____ | Smertestillende

—_— _

Malkning Efter malkning 14-24 timer efter malkning
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Succes-kriterier

« Meelkepraver skal veere sterilt
udtaget

« Konsistens / frekvens

 Faciliteter som kan anvendes til
formalet

« BU og SCC er vigtige faktorer

« Lokal behandling til
Streptokokker

« Systematisk opfalgning pa
relevante pragver i1 praksislab

« Opfelgning pa cases
(helbredelse)
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UDSKILLELSE OG
DIAGNOSTIK AF

STAPH. AUREUS OG
B-STREP

11/05/2022

UNIVERSITY OF COPED EN
DEPARTMENT OF VETERID AND ANIMAL SCIENCES

Diagnosis of Staphylococcus aureus and

Streptococcus agalactiae mastitis
Taking into account infection dynamics and teat skin as
areservoir

PhD Thesis 2018 e Line Svennesen

52




® KOBENHAVNS UNIVERSITET 11/05/2022 53

UDSKILLELSE OG DIAGNOSTIK

« 35 positive kirtler (Staph.aureus eller B-strep)
« 1 prgve pr.dag i 21 dage

* Kirtelprgve undersggt med:

> PCR - Eurofins/Steins
> Bakteriologi — som dyrlaegen ville gare det
> Celletal - Eurofins/Steins
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Hvordan fandt vi positive cases?

« SCC>200.000

« Screenet i ko-prgver med PCR

° C U t _ Off 4 O f or B _ St re p Table 4.3: Selection of quarters to be investigated in the 21-day study showing the proportion
of Staphylococcus aureus- and Streptococcus agalactiae-positive cows and quarters based on a

single polymerase chain reaction (PCR) test using cut-offs of Ct < 37 and Ct < 40 for Staph.

e Cut-off 37 for aureus

aureus and Strep. agalactiae, respectively

Herd Pathogen PCRCt Cows Cows positive in Quarters positive at
value in tested by composite milk screening
bulk tank  composite samples _

milk milk (%% of total (% of cows =
total cows
samples v 0
tested) 4 quarters)
Staph. aureus 36 9(8.0) 9 (25.0)
Herd 1 112
Strep. agalactiae 17 5(4.5) 9 (45.0)
Staph. aureus 32 487 14 (2.9) 15 (26.8)
Herd 2
Strep. agalactiae 29 6(1.2) 7(29.2)

Total 589 34 40
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Kirtel-profiler for 40 kirtler

Staphylococcus aureus quarter
Quarter Number=30

Day in 21-day period

—_— = PCR ctvalue S.aureus
Culture log10(CFU/mL) S.aureus
v Somatic Cell Count

ExpertID=5

40 -] -5
35_W 4
g 30 , St N -
— — \\-\ ol' > _.-ﬁ R \ .
g L= TEN RGN
5 e 3GG=100:060 P / \ ,
~
/ \/
20— -1
15 - 0
| | | | | | | ] | | |
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21

log10 of CFU/mL and SCC(x1000/mL)

11/05/2022
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Ekspert analyse

« 30 eksperter ved EMRW 2017 I KBH
« Gruppere og klassificere kirtel-profiler

Streptococcus agalactiae

Label: Diagnosis — max 5 words o 1

* Max 4 grupper per patogen

° P rov at Description: Try to characterize the patterns in this
pile/envelope
v' Karakteriser

v" Forklar biologi Biology: Your spontaneous perception of the biology behind

. " . these patterns
v Giv en “label P

56
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Results

* Mainly consistent patterns (diagnosed as persistent infections)

« Staph. aureus persistent and dynamic infections

Staphylococcus aureus quarter Staphylococcus aureus quarter
Quarter Number=08 Quarter Number=26
40 - -5
35 -4 8 S
L] E ;
>, O o}
g 30 , > - . ". -3 8 0] 8
_— -.‘ ? . - '_ / : ,'
g -‘A &,/\ /\ //. \_: -\-‘ / \ /|"”‘, \‘-:“H ‘( E }E E
5 C=100.000 ~ - 2 -
(@] 25 $ - .\\. PP s ‘ - 2 ._E_ (§) E
/ T T
O O
20 -1 O 5
=) o
s 2
15 - -0
T T T T T T T T T T T | . i I I | | I .
1 3 5 7 9 L 13 15 17 19 21 1 3 5 7 9 n 13 15 17 19 21
Day in 21-day period Day in 21-day period
m— == PCR ctvalue S.aureus = === PCR ctvalue S.aureus
Culture log10(CFU/mL) S.aureus Culture log10(CFU/mML) S.aureus
v Somatic Cell Count snannnnn Somatic Cell Count
Expert number 1 Expert number 1
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Results and interpretation

« Strep. agalactiae disagreement in diagnoses
« Mastitis terminology is inconsistently used, or test results are interpreted differently

« Healthy quarters despite positive at initial screening using PCR
« Single positive PCR can result in falsely diagnosed quarters

Streptococcus agalactiae quarter Streptococcus agalactiae quarter
Quarter Number=22 Quarter Number=02
40 / — = -F—_- = = = = -5 _ 404 | [ = ====== \ | ~ -5
Vo v/ g I g
35 / \ 7 4 3 35 / \ s S
\ g S I\ . \/ =
/ \7 .
P \ o, 5 vy 2 y 5
30 - - -3 @ 30 - 3§
= - N s 8 \ °
™ - c ™ J' S I c
2 SCC=100000 . o 3 2 $EC=100.000 3
O s N — 2 E O o5 PEEET00L 2 E
3 ., 3
L - L
J U
20 - -1 & 20 -1 6
[ ] =
g g
154 ~0 154 —0
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 1 3 5 7 9 11 13 13 17 19 21
Day in 21-day period Day in 21-day period
= == PCR ctvalue S.agalactiae = == PCR ctvalue S.agalactiae
Culture log10(CFU/mL) 5.agalactiae Culture log10(CFWmL) S.agalactias
........ Somatic Cell Count vovenen S5omatic Cell Count
Expert number 1 Expert number 1
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What is the value of one test result?

Infected:

ccus aureus quarter S I aureus quarter
arter Number=08 e OW F Number=11
L5 || T —  — — — — — — — — — -5

E E

. = =

[} O

o 307 - S k3R %

=2 S, Va L -~ - = N " o) =]

g -‘/\ b;/ \ /\ ‘/ “_...: -\"_ / \ /. ““““ ‘e H.::' ~ ~ '{ % %

= = NG s K, . fevaat - -

0 o SZC=1 .ODO\‘”/ o raat A - 5 E E

o 2

S G

20 -1 © o
o

[
o
Not infected:
T T T T T T
1 3 5 7 9 11 S IO
Day in2 Day in 21-day period p u u

== == PCR ctvalue S.aureus
Culture log10(CFU/mL) S.aureus
llllllll Somatic Cell Count

= = PCR ctvalue S.aureus
Culture log10(CFU/mL) S.aureus
v Somatic Cell Count

Expert number 1 Expert number 1

Mainly coded “Dynamic infected”, but also

n o n

"Healthy”, “"Healthy w. false positives”, “Transient”
and “Persistent with false negatives”

Always concluded “Infected”
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Samlet konklusion fra phd

« Fund af bakterier pa
pattehud og association
med fund i maelk

 S. aureus (dyrkning) pa
pattehud associeret med

11/05/2022 60

« Test performance baseret pa sammenligning

af BC og PCR ved hjeaelp af "expert-analyse”
-> kategorisering af udskillelsesmgnstre

Primaert konsistente infektioner. Staph.
aureus kan vaere dynamisk, Strep. agalactiae
kan vaere sveer at kategorisere

IMI » Test performance baseret pa sammenligning

« S. agalactiae (PCR) pa
pattehud associeret med
IMI

af BC og PCR ved tilfeeldige fund hos kager
med SCC>200.000 celler/ml

Generelt hgj Se for PCR og hgj Sp for
dyrkning
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Forslag til tolkning af Staph. aureus resultater

Prgvetype Test Resultat | Fortolkning

Aseptisk kirtelprgve Dyrkning | Positivl | Infektion er sandsynlig, med en risiko for falsk-positiv pa
indsamlet efter 25% s.f.a. f.eks. overfgrsel fra pattehud

desinfektion Negativ? | Infektion kan veere tilstede med 50% risiko for falsk-

negative. Test med PCR eller udtag en ny prgve efter 3
dage. Kombinér information med celletal

PCR Positiv? | Infektion en sandsynlig med en risiko for falsk-positiv pa
<4%

Negativ® | Infektion kan veere tilstede, idet prgven kan veere negativ
s.f.a. variabel bakterieudskillelse. Risikoen er lav (<20%);
kombinér information med celletal

Kirtel- eller Dyrkning | Positivl | Infektion kan veere tilstede, men risikoen for falsk-positive
samleprgve er hgjere end ved dyrkning af en aseptisk indsamlet
indsamlet uden kirtelprgve efter desinfektion, dvs. >25%; kombinér
desinfektion information med celletal

Negativ? | Infektion kan veere tilstede med en risiko for falsk-negative
som ved aseptisk indsamlede prgver (50%); ved mistanke:
gentag testen med PCR og kombinér information med
celletal

PCR Positiv? Infektion kan vaere tilstede, men risikoen for en
falskpositiv prgve er hgjere end for aseptisk indsamlede
prover (~10-40%)

Negativ® | Infektion kan stadig vaere tilstede, da prgve kan veere
negativ s.f.a. variabel bakterieudskillelse, men risikoen er
lav (<20%); kombinér information med celletal
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Forslag til tolkning af Stre

0. agalactiae resultater

Prgvetype

Test

Resultat

Fortolkning

Aseptisk kirtelprgve
indsamlet efter
desinfektion

Dyrkning

Positiv?

Infektion med hgj sandsynlighed tilstede; risiko for falsk-
positiv er 1%

Negativ?

Infektion kan vaere tilstede med 60% risiko for falsk-
negativ preve; test ny prgve efter 3 dage og kombinér
information med celletal

PCR

Positiv3

Infektion med hgj sandsynlighed tilstede; risiko for falsk-
positiv <3%

Negativ?

Infektion kan veere tilstede; prgven kan vaere negativ s.f.a.
variabel bakterieudskillelse, men risikoen er lav (12%);
kombinér med celletal

Kirtel- eller
samleprgve indsamlet
uden desinfektion

Dyrkning

Positiv?

Infektion er med hgj sandsynlighed tilstede som ved
aseptiske prever (1% falsk-positive), da dyrkning oftest
ikke kan pavise bakterier pa pattehuden

Negativ?

Infektion kan vaere tilstede; risiko for falsk-negative som
ved aseptiske prgver; gentag test med pa ny prgve efter 3
dage, gerne fra kirtelprgve og kombinér information med
celletal

PCR

Positiv3

Infektion tilstede med hgj sandsynlighed, men risiko for
falsk-positiv er ca. 3%

Negativ3

Infektion kan veere tilstede; prgve kan vaere negativ s.f.a.
variabel bakterieudskillelse, men riskoen er lav (12%);
kombinér med information om celletal

11/05/2022
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Behandling af subklinisk mastitis

Ingen behandling i laktation - Lav chance for helbredelse/hgj risiko for re-
infektion!

« Kun smitsomme patogener kan maske give mening at behandle
« OBS diagnostik!

* Goldbehandling?!

« NSAID!?






