Uiergezondheid: bacteriologisch diagnostisch

onderzoek

H. Smith’, O.C. Sampimon® en TJ.G.M. Lam’

Mastitis wordt vrijwel altijd veroor-
zaakt door een infectie met bacte-
riéle ziektekiemen. Virale infecties
kunnen ook een rol spelen, maar
zijn van ondergeschikt belang. Dit
artikel zal daarom alleen ingaan op
diagnostisch onderzoek van bacte-
riéle ziektekiemen. Er zijn veel ver-
schillende bacterién die mastitis
kunnen veroorzaken, waaronder Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Streptococcus uberis, Streptococcus dysga-
lactiae en Streptococcus agalactiae, coagulase negatieve
staphylococcen (CNS/STC), Klebsiella spp en Mycloplasma

spp.

Voor de aanpak van uiergezondheid, zowel op bedrijfs- als op
koeniveau, is het van belang te weten welke bacterién een rol
spelen bij de ontsteking. Daarnaast is het belangrijk om te we-
ten voor welk antibioticum de betreffende bacterie gevoelig
is. Dit heeft consequenties voor de therapie van het individue-
le dier, maar ook voor het vaststellen van de meest optimale
behandeling op bedrijfsniveau in een bedrijfsbehandelplan.
Een belangrijk hulpmiddel in de selectie van de juiste dieren
voor een dergelijk onderzoek is de celgetalbepaling. Het
tankmelkcelgetal wordt op alle melkveebedrijven routinema-
tig (tweemaal per maand) bepaald en is een globale indicator
van de uiergezondheid op bedrijfsniveau. Individuele koe-
celgetallen en eventueel kwartiercelgetallen geven aan-
vullende informatie over de toestand van de individuele die-
ren. Een gezond kwartier heeft een celgetal van ongeveer
70.000 cellen per milliliter (15).

Bacteriologisch onderzoek

Bacteriologisch onderzoek van melk kan zowel op bedrijfs-
niveau (tankmelk) worden uitgevoerd als op koe- en kwar-
tierniveau. Bacteriologisch onderzoek van tankmelk wordt in
Nederland nog nauwelijks toegepast, maar is wel gebruikelijk
in landen als de Verenigde Staten (USA), Canada, Dene-
marken en Engeland (UK) (7). In Nederland is aangetoond
dat de sensitiviteit van de testen sterk achteruitgaat bij het
bacteriologisch onderzoek op melkmonsters van mengmelk
van vier kwartieren (11). Daarom wordt geadviseerd om voor
de diagnostiek op koeniveau bacteriologisch onderzoek uit te
voeren op kwartiermonsters. Een uitzondering op dit advies
is het bacteriologische onderzock bij verdenking op Myco-
plasmasoorten.

Bacteriologisch onderzoek van melk van koeien verdacht van
(sub)klinische mastitis kan worden uitgevoerd bij GD of bij
een dierenartspraktijk. Hierbij geldt als uitgangspunt dat het
onderzoek volgens standaardmethoden wordt uitgevoerd en
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betrouwbare resultaten oplevert (10). Een betrouwbare uit-
slag van bacteriologisch onderzoek begint met het aseptisch
nemen van een melkmonster. Nadat de uier is voorbehandeld
met een droge schone doek of met papier en enkele stralen
zijn weggetrokken, wordt de speenpunt ontsmet met een te-
peldoekje gedrenkt in een 70 procent alcoholoplossing. Ver-
volgens worden opnieuw een paar stralen weggemolken,
waarna het steriele melkbuisje voor driekwart wordt gevuld.
Na het nemen van het melkmonster moet dit gekoeld worden
bewaard (10).

Bij standaard bacteriologisch onderzoek wordt een kleine
hoeveelheid melk (0,01 milliliter) uitgeplaat op bloedplaten
en op selectieve agarmedia zoals Edward’s- en MacConkey-
platen (9). Om de soms laaguitscheidende kiemen zoals S.
aureus op te sporen, kan men de sensitiviteit van het bacteri-
ologisch onderzoek via een aantal methoden vergroten. Het
inoculum kan worden vergroot (11) of het melkmonster kan
voordat het wordt ingezet een bewerking ondergaan, zoals in-
vriezen (18) of pre-incubatie gedurende 24 uur bij 37 graden
Celcius (17). Vrijwel al deze methodes hebben echter als na-
deel dat de kans op verontreiniging toeneemt, waardoor de
specificiteit van de bevindingen, ofwel de betrouwbaarheid
van de uitslag, dus afneemt.

Na het inzetten worden de platen gedurende 24 tot 48 uur in
de broedstoof geplaatst bij 37 graden Celcius. De beoorde-
ling van de bacteriéle groei vindt plaats na 24 en 48 uur. In
eerste instantie worden de kolonies ingedeeld in Gram-posi-
tieve en -negatieve kolonies en visueel beoordeeld op groei,
morfologie, (type) haemolyse en andere eigenschappen. Ver-
volgens worden Edward’s-platen, specifick voor strepto-
coccen, verder beoordeeld onder de UV-lamp. Veelal gebruikt
men na de visuele beoordeling aanvullende biochemische
testen zoals de coagulasetest bij staphylococcen en de “cry-
stal’-test bij Gram-negatieve bacterién. De ‘crystal’-test
maakt het mogelijk onderscheid te maken tussen bijvoor-
beeld £. coli en Klebsiella, wat heel belangrijk is voor de
prognose van de betreffende dieren. Zie voor een uitgebreide
beschrijving van het bacteriologisch onderzoek van melk het
Laboratory Handbook on Bovine Mastitis van de National
Mastitis Council (9). Bij het uitvoeren van diagnostisch on-
derzoek is het van groot belang het onderzoek zélf regelmatig
te controleren. Bij bacteriologisch onderzoek kan dat door
deel te nemen aan rondzendoefeningen en door dagelijks
naast het aangeleverde monstermateriaal ook controlestam-
men in te zetten.

De belangrijkste bevindingen van het bacteriologische onder-
zoek van melk bij GD in 2006 staan samengevat in tabel 1.
Van de bevindingen in dierenartsenpraktijken bestaat geen
nationaal overzicht. Bij GD wordt bij bacteriologisch onder-
zoek van monsters van klinische mastitis in ruim 30 procent
van de gevallen geen oorzakelijk agens geisoleerd (de uitslag
is dan ‘negatief”). Bij deze waarde zijn we uitgegaan van de
monsters die waren ingestuurd voor uitgebreid onderzoek en
afwijkende melk hadden. Bij melkmonsters van dieren met
een verhoogd celgetal is het percentage nog veel hoger. Hier-
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Tabel 1. Overzicht van de resultaten van bacteriologisch onderzoek van melk bij GD in 2006.

Klinische mastitis

Aantal melkmonsters

%o bacteriologisch positief
Aantal b.o.-positief waarvan:
%o Staphylococcus aureus

% Staphylococcus aureus penicilline ongevoelig
% staphylokok niet aureus

% Streptococcus agalactiae

% Streptococcus uberis

% Streptococcus dysgalactiae
% Overige streptokokken

% Escherichia coli

Y Klebsiella spp

% Coliforme kiemen

% Arcanobacterium pyogenes
% Bacillus cereus

Y (_)\'L}I'jf‘:'.

Subklinische mastitis

4916 11459°
63,3 39,8
3112 4657
220 32,0
10,6 194
5.8 27.7
0.0 216
18,5 14.8
9.4 8,7
1.4 3.3
21.4
6.6
3.5
2. 0,5
1,3 34
10,7 F5

" 10520 monsters bacteriologisch niet onderzocht wegens een kwartiercelgetal kleiner dan 200,000 cellen per millilieter:

voor zijn verschillende oorzaken. In een niet onaanzienlijk
aantal gevallen blijkt het monster verontreinigd te zijn en kan
door de stoorflora geen kiem meer worden geidentificeerd.
Verder kunnen bacterién zoals S. aureus (tijdelijk) in heel
lage aantallen in de melk voorkomen en daardoor niet worden
gevonden. Andere bacterién, zoals E. coli, kunnen nadat ze
mastitis veroorzaakt hebben zelf intussen al zijn gestorven,
waardoor ze niet meer gekweekt kunnen worden. Ook kun-
nen biest of antibioticumresten na behandeling de groei van
eventueel aanwezige bacterién belemmeren. Het is uiteraard
ook mogelijk dat er daadwerkelijk geen oorzakelijke bacterie
aanwezig is, maar dat er bijvoorbeeld sprake is van een ste-
riele ontsteking door een chemische, mechanische of fysische
oorzaak. Tenslotte kan er sprake zijn van bijzondere verwek-
kers zoals bijvoorbeeld Mycoplasmasoorten. Als daar gerede
verdenking op bestaat, kunnen specificke media worden ge-
bruikt, die na zeven tot tien dagen zijn af te lezen. Ook voor
schimmels en gisten is bijzonder onderzoek nodig.

Als aanvulling op het bacteriologisch onderzoek kan een an-
tibioticagevoeligheidstest op basis van de agardiffusiemetho-
de worden ingezet. Bij deze methode wordt een reincultuur in
oplossing gebracht tot een dichtheid van 0,5 McFarland. De
dichtheid van de oplossing wordt gemeten met de densito-
meter (figuur 1). Vanuit de suspensie wordt een kleine hoe-
veelheid op een agarplaat aangebracht en uitgestreken. Ver-
volgens worden de antibioticatabletten op de plaat gelegd. De
platen worden 24 uur geincubeerd bij 37 graden Celcius. De
remmingszones worden opgemeten met een schuifmaat.
Wanneer de suspensie niet de juiste dichtheid heeft, bein-

Figuur 1. De densitometer meet de dichtheid van de oplossing.

Tabel 2. Resistentie van de belangrijkste mastitisverwekkers voor anti-
biotica in 2005 (uitgedrukt in percentage resistentie van de onderzochte
stammen per bacteriesoort) (13).

S. aureus CNS S. uberis S. E. coli

n=99 n=95 n=95 dysgalactiae n=84
n=62
Amoxy/clavulaanzuur () 52 0 0 0
Amoxycilline 9,5
Cefoperazone 0
Cefquinome 0
Cefuroxime ]
Cephalotin 0 5 0 0
Enrofloxacine 0
Erythromycine 0 4.3 12,6 6,5
Kanamycine 0 1,1 1.2
Lincomycine 4.0 34,7 19,4
Neomycine 0 0 12
Oxacilline 0 52
Penicilline 7.1 61,1 0 0
Pirlimycine 2,0 8.4 18,0 112
Streptomycine 21 8.5 8.3
Trimethoprim/sulfa 0 0 0 0 6.0

vloedt dit de grootte van de gemeten remzones, waardoor een
onjuiste uitslag ontstaat (9).

In tabel 2 is een overzicht weergegeven van de antibiotica-
gevoeligheid van de belangrijke mastitisverwekkers zoals die
bij GD gevonden zijn (13). Staphvlococcus aureus blijkt in
ruim 7 procent van de gevallen ongevoelig voor penicilline,
maar is wel gevoelig voor vrijwel alle andere voor S. aureus
geregistreerde antibiotica. Heel anders is de situatie voor
coagulase negatieve staphylococcen (CNS): 61 procent is re-
sistent tegen penicilline. S. wberis is 100 procent gevoelig
voor penicilline, maar een deel van de isolaten is resistent
tegen linco- en pirlimycine. Escherichia coli is slechts voor
vijf'van de tien onderzochte antibiotica 100 procent gevoelig.

Moleculaire methodes voor diagnostiek

Voor de detectie van pathogenen worden in toenemende mate
moleculairbiologische methodes ingezet. Vaak maken deze
moleculaire methodes gebruik van PCR (polymerase chain
reaction)-technologie. Hierbij worden specificke delen van
het DNA van een bacterie vermeerderd en zichtbaar gemaakt.
Voor een aantal mastitispathogenen zijn al PCR-gebaseerde
diagnostische testen beschreven (1, 5, 6, 12). Het is echter ar-
beidsintensief en kostbaar om voor alle mogelijke mastitis-
pathogenen een afzonderlijke PCR-test te doen. Daarom
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