LABORATORI)

PathoProofTNi Mastitis PCR Assay
ODKRIVANJE MIKROBNIH POVZROCITELJEV MASTITISA S TEHNOLOGIJO PCR

PathoProof ™ Complete-16 je test, namenjen odkrivanju mikrobnih povzro€itelijev mastitisa v vzorcih
kraviega mleka. Metoda temelji na verizni reakciji s polimerazo v realnem ¢asu (real-time PCR) in
omogoca identifikacijo 15 najpogostejSih povzrociteljev mastitisa ter prisotnost p-laktamaznega gena,
odgovornega za penicilinsko rezistenco.

Prednosti metode:
o tocnost in zanesljivost rezultatov,
e hitra diagnostika brez gojenja mikroorganizmov- od vzorca do rezultatov v samo 4 urah,
e moznost analiziranja konzerviranih in zamrznjenih vzorcev.

S kitom Complete-16 lahko identificiramo:
e Staphylococcus aureus,
Staphylococcus spp. (vkljuéno s S. aureus in pomembnimi koagulaza-negativnimi stafilokoki),
Streptococcus agalactiae,
Streptococcus dysgalactiae,
Streptococcus uberis,
Ecsherichia coli,
Enterococcus spp. (vkljuéno z E. faecalis in E. faecium),
Klebsiella oxytoca in/ali Klebsiella pneumoniae,
Serratia marcescens,
Corynebacterium bovis,
Truperella pyogenes in/ali Peptoniphilus indolicus,
Mycoplasma bovis,
Mycoplasma spp.,
kvasovke,
Prototheca spp.,
B-laktamazni gen.

Vzorcéenje in izvedba analiz
Za vzorCenje mleka poskrbi lastnik Zivali, ki lahko vzorce odvzame sam ali v sodelovanju z
veterinarjem. Rezultati analize pokaZejo realno mikrobiolo8ko sliko v vimenu le, kadar je med
vzoréenjem poskrbljeno za ustrezno higieno in je vzorec pravilno odvzet:

e vime pred odvzemom vzorca umijemo in razkuzimo,

e odstranimo prve curke mleka,

e vzor¢imo v sterilno embalazo (na voljo v laboratoriju).

Minimalna zahtevana koli€ina vzorca je 30 mL. Lastnik Zivali lahko vzorce v laboratorij dostavi osebno
ali pa jih odda vzor&evalcem in dovoznim Soferjem na zbiralnicah mleka (v kolikor mleko oddaja v
Mlekarno Celeia). Zaradi organizacije sprejema vzorcev in izvedbe analiz je zaZelen predhodni
dogovor z laboratorijem. Vzorce mora spremljati zapisnik s podatki o lastniku zivali in identifikaciji
vzorca ter kontaktnimi podatki za obvesS¢anje o rezultatih (naslov, elektronski naslov, tel. Stevilka,..).

V laboratoriju vsakemu vzorcu najprej izmerimo S$tevilo somatskih celic, saj je ta podatek poleg
identificiranega povzrocitelija mastitisa zelo pomemben pri interpretaciji rezultatov. Kadar se mastitis
pojavi pri posamezni kravi, je priporocljivo, da se odvzamejo §tirje lo€eni vzorci mleka po Cetrtih.
Stevilo somatskih celic se v tem primeru ugotavlja na vseh $tirih getrtih, identifikacija povzrogitelja
mastitisa (analiza qPCR) pa je nato izvedena le na vzorcu tiste Cetrti, kjer je Stevilo somatskih celic
povisano.

Podajanje rezultatov analiz
Rezultati analize so podani semikvantitativno:
e - (mikroorganizem v vzorcu ni bil zaznan),
+ (v vzorcu je bila zaznana manj$a koli¢ina mikroorganizma),
++ (v vzorcu je bila zaznana vecja koli¢ina mikroorganizma),
+++ (v vzorcu je bila zaznana izjemno velika koli¢ina mikroorganizma).
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Kadar je v vzorcu zaznanih ve¢ razli€nih mikroorganizmov in eden izmed njih prevladuje v ve¢ kot 90
%, je poleg rezultata podan tudi odstotek:

e >90 % (mikroorganizem v vzorcu prevladuje v vec kot 90 %),

e >99 % (mikroorganizem v vzorcu prevladuje v ve¢ kot 99 %)

Interpretacija rezultatov

Rezultati analize odrazajo dejansko stanje v vimenu le, kadar je bil vzorec mleka pravilno odvzet. V
primeru, da med vzoréenjem ni bilo poskrblieno za zadostno higieno (umivanje in razkuzevanje
vimena, odstranitev prvih curkov, vzoréenje v sterilno embalazo,...), obstaja velika verjetnost, da je
priSlo do kontaminacije in se v vzorcu mleka nahajajo tudi mikroorganizmi iz okolja in koze zZivali, ki so
nato napacno prepoznani kot prisotni povzrocitelji mastitisa.

Kadar je nek mikroorganizem prisoten v vzorcu mleka, je njegov rezultat podan kot +, ++ ali +++. Kit
Complete-16 v vzorcu zazna tako vrsto Staphylococcus aureus kot tudi druge vrste rodu
Staphylococcus, vkljuéno z S. aureus, zato v tem primeru rezultate interpretiramo takole:
o Kadar je rezultat za Staphylococcus spp. pozitiven in rezultat za S. aureus negativen, pomeni,
da so v vzorcu prisotne vrste rodu Staphylococcus, vendar brez S. aureus.
o Kadar je rezultat za Staphylococcus spp. negativen in rezultat za S. aureus pozitiven, pomeni,
da je v vzorcu prisoten samo S. aureus, brez ostalih vrst stafilokokov.
o Kadar sta rezultata pozitivha tako za Staphylococcus spp. kot tudi za S. aureus, pomeni, da
so v vzorcu poleg vrste S. aureus prisotne tudi druge vrste rodu Staphylococcus.
Po enakem principu poteka interpretacija rezultatov za vrsto Mycoplasma bovis in rod Mycoplasma
spp. (druge vrste mikoplazem).

V povezavi s prisotnostjo S. aureus in Staphylococcus spp. se v vzorcih ugotavlja tudi prisotnost [3-
laktamaznega gena, odgovornega za penicilinsko rezistenco. Rezultate interpretiramo takole:
o Kadar je rezultat za S. aureus in/ali Staphylococcus spp. pozitiven in rezultat za 3-laktamazni
gen negativen, pomeni, da identificirani stafilokoki niso odporni proti penicilinu.
o Kadar je rezultat za S. aureus in/ali Staphylococcus spp. pozitiven in rezultat za 3-laktamazni
gen ravno tako pozitiven, pomeni, da so identificirani stafilokoki odporni proti penicilinu.

Obvescanje o rezultatih in zdravljenje

ObvesScanje o rezultatih analiz poteka po navadni posti, elektronski posti ali po telefonu. Na Zzeljo
narocnika/lastnika zivali o rezultatih analiz obvestimo tudi hiSnega oz. lokalnega veterinarja, kateremu
smo na voljo tudi za izmenjavo izkuSenj, mnenj in drugo svetovanje v zvezi z interpretacijo rezultatov
in priporo€enimi ukrepi.

Na odloCitev o morebitnih ukrepih poleg znanega povzroditelja mastitisa vplivajo Se Stevilni drugi
dejavniki, kot so Stevilo somatskih celic, kliniéni simptomi okuzbe, starost Zivali in njeno preteklo
zdravstveno stanje, zdravstveno stanje celotne ¢rede itd. Odlocitev o smiselnosti in nacinu
zdravljenja lahko na podlagi vseh razpolozljivih podatkov sprejme izkljuéno veterinar.
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