Metadata, citation and similar papers at core.ac.uk

Provided by Helsingin yliopiston digitaalinen arkisto

KOAGULAASINEGATIIVISTEN STAFYLOKOKKIEN AIHEUTTAMA
UTARETULEHDUS NAUDALLA

— kirjallisuuskatsaus ja patogeneesitutkimus kokeellisen infektiomallin avulla

©Heidi Hiitio

ELK Heidi Hiitio

Elainlaéketieteen lisensiaatin tutkielma

Kliinisen tuotantoeldinladketieteen osasto, tuotantoeldinten terveyden- ja sairaanhoito
Eléainlaéketieteellinen tiedekunta

Helsingin yliopisto

2011


https://core.ac.uk/display/14921096?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

Tiedekunta - Fakultet — Faculty Osasto - Avdelning — Department

Elainladketieteellinen tiedekunta Kliinisen tuotantoelainlaaketieteen osasto

Tekija - Forfattare — Author

Hiitié Heidi Kristiina ELK

Tyon nimi - Arbetets titel — Title

Koagulaasinegatiivisten stafylokokkien aiheuttama utaretulehdus naudalla —kirjallisuuskatsaus ja patogeneesitutkimus kokeellisen
infektiomallin avulla

Oppiaine - Laroamne — Subject

Tuotantoeldinten terveyden- ja sairaanhoito

Tyon laji - Arbetets art — Level | Aika - Datum — Month and year | Sivumaér - Sidoantal — Number of pages

Lisensiaatin tutkielma 2.5.2011

50

Tiivistelma - Referat — Abstract

Koagulaasinegatiivisia stafylokokkeja (KNS) on pidetty ja osittain pidetddn edelleenkin véhapatdisind utaretulehdusta
aiheuttavina bakteereina. Tdma on johtunut niiden aiheuttaman utaretulehduksen lievastd taudinkuvasta ja korkeasta
paranemisprosentista,  verrattuna  esimerkiksi  koagulaasipositiivisen  Staphylococcus  aureuksen  aiheuttamaan
utaretulehdukseen. Utaretulehdusdiagnostiikassa on ndinollen tyydytty maarittdmaan KNS:t ainoastaan ryhmatasolle, ei
lajitasolle.

KNS:n esiintyvyys utaretulehdusten aiheuttajina on lisdantynyt jatkuvasti. Niistd on tullut Suomessa ja monessa muussakin
maassa Yyleisimmin utaretulehdusnaytteistad eristetty taudinaiheuttaja. Joillakin tiloilla KNS:t ovat voineet muodostua jo
karjaongelmaksikin. Tam& on heréttanyt tutkijoiden ja karjanomistajien kiinnostuksen kyseistd bakteeriryhmda ja sen
merkitystd kohtaan. Maidontuottajia KNS-bakteeriryhma kiinnostaa eniten maidon laadun kannalta, koska KNS-tulehdus
aiheuttaa muutoksia maidossa ja nostaa solulukua. KNS-tulehdukset ovat yleisimpid ensikoilla, jotka ovat karjojen
uudistumisen perusta.

Kirjallisuuskatsauksessa perehdytddn tamanhetkiseen tietoon KNS:n yleispiirteistd, niiden esiintyvyyteen, merkitykseen
utaretulehduksen aiheuttajana, mikrobiladkeresistenssiin, etiologiaan ja taudinaiheutuskykyyn. Lisdksi k&sitelladn utareen
puolustusmekanismeja seka maidon tulehdusindikaattoreita. Kirjallisuuskatsauksen lopussa keskitytddn KNS-tulehdusten
hoitoon ja ehkaisyyn.

Kokeellisessa osassa kuvataan tekem@mme tartutuskoe, jossa kahdeksaan kerran poikineeseen lehmaan tartutettiin perakkain
S. epidermidis ja S. simulans. Tartutuksen jalkeen seurasimme mm. lehmien yleisoireita, maitomaérad, maidon solupitoisuutta
sekd maidon entsyymiaktiivisuuksia. Koejarjestelyt perustuivat Simojoki ym. vuonna 2005 tekemé&an pilottikokeeseen.
Kokeessa havaittiin eroavaisuuksia kayttdmiemme KNS-lajien aiheuttamissa utaretulehduksissa. Tulosten perusteella voitiin
todeta, etta S. simulans aiheuttaa lehmalle voimakkaamman tulehdusvasteen kuin S. epidermidis.

Lisatietoa eri KNS-lajien ominaisuuksista kaivataan edelleen ja uusia tutkimuksia julkaistaankin jatkuvasti. Jos tulevissa
tutkimuksissa saadaan yh& enemman todisteita KNS:n vdlisistd taudinaiheutuskyvyn eroista, epidemiologiasta seka
resistenssitilanteesta, uskon, ettd koagulaasinegatiivisia stafylokokkeja aletaan tyypittaa lajitasolle asti. Lajitason tietamys
mahdollistaisi yha tehokkaampien utareterveyssuunnitelmien tekemisen KNS-tartuntojen ehkéisyd varten seka
yksityiskohtaisempien hoito-ohjeiden antamisen.

Avainsanat — Nyckelord — Keywords

Koagulaasinegatiivinen stafylokokki, KNS, utaretulehdus, hieho, lehma, tartutus

Sailytyspaikka — Forvaringstélle — Where deposited

Viikin kampuskirjasto

Tyon johtaja (tiedekunnan professori tai dosentti) ja ohjaaja(t) — Instruktdr och ledare — Director and Supervisor(s)

Tydn johtaja: prof. Satu Pydrala, ohjaaja ELL Heli Simojoki




SISALLYSLUETTELO

FIOHDANTO .ttt ettt ekt e e e e bt e e okt e e e e e b b et e ek b e e e e ok bt e e e anbb e e e e anbe e e e annbeeeeannneeeannreas 4
[T KIRJALLISUUSKATSAUS ...ttt ettt sttt ettt ettt e e ekt e e e eabe e e e et b e e e s emb e e e e abbe e e s anbeeeesnreeeas 6
1. YLEISTA STAFYLOKOKEISTA ..ottt ettt sttt sttt n st s s 6
1.1 STAPNYIOCOCCUS SPP. +uvvevreireiieeatresteesttestaesteesteesteesteesteeateesteeateesteeateesseeaseesteesteeataesseesseesseenseenes 6

1.2 Koagulaasinegatiiviset stafyloKOKIt (KNS)........coiiviiiieiiieiiieiiesi e 7

1.3 Utaretulehdusta aiheuttavien KNS:n maarittdminen lajitasolle...........c.ccccoveveviiiieiii e, 8

2. KNS:N MERKITYS NAUDAN UTARETULEHDUKSESSA ........c.cooiiiiiiiiieeeieee e 10
2. L ESHNEY VYIS 1ttt ettt ettt ettt e Rt Re ettt e e teenreenneenree e 10

2.2 TAlOUAEIINEN MEIKITYS. ... eiiiiiiiiiteie ettt ettt et esteenrae e 13

2.3 Utaretulehdusta aiheuttavien KNS:n mikrobil&8Keresistenssi...........ccoveveienenieenenenceee e, 14

3. KNS:N ETIOLOGIA JA TAUDINAIHEUTUSKYKY ..ottt 15

4. UTAREEN PUOLUSTUSMEKANISMIT ..ottt 18
4.1 Mekaaninen ja fysiologinen PUOIUSTUS..........c.ooiveiieiieiie e 18

4.2 HUMOTA@liNEN PUOTUSTUS .......veiiieiiie ittt sttt et e st et este et e teenteennee e 19

4.3 SOIUVAIITEEINEN PUOTUSTUS ..ottt ettt et be e 19

5. TULEHDUSINDIKAATTORIT MAIDOSSA ...ttt 20
5.1 Somaattiset solut (Somatic Cell coUNt, SCC) .....c.vivuiiiiiiiiieiee e 21

5.2 INAGAASI ...ttt sttt ettt ettt bbb b £t Rt R £ e e bt bt bt e e bt bt e b bt 21

5.3 Akuutin faasin Proteiinit (APP) .......cicuiiiiiiiiieiie et e e esnaennee e 22

6. KNS AIHEUTTAMAN UTARETULEHDUKSEN HOITO.......cooiiiiiiiiiiieeiie e 22

7. KNS AIHEUTTAMAN UTARETULEHDUKSEN EHKAISY .......cocooiiiiiiiieeeieveeeeeeeee e 24

[T KOKEELLINEN OSUUS.......eeeiie ettt ettt ettt e st e e e e kb e e e e e sbe e e e e sbe e e e esbeeeeannneaenane 26
1. TUTKIMUKSEN TARKOITUS ...ttt e et e e anben e 27

2. AINEISTO JA MENETELMAT ..ottt ettt s tenis 27

P = U0 ] OSSPSR P PP 28

2.2 BAKEEEITKANNAL ...ttt bttt bt ettt b e 28

. TARTUTUSKOE ...ttt ettt ettt e e hb bt e e e bbbt e e ebbe e e e enbbe e e s anteeaas 29
3.1 NAYtteenOttOPrOtOKOIIA ... ...eiueiieiiiiieii ettt re e 30

B TULOKSET ettt ettt e bt e e skt e e e b e e e e eab b e e e ekt e e e e s nnb e e e e nnneeas 33
4.1 BAKEEEITT. ...ttt bbb bbb bbb bt b R bbbttt b e ens 33

B2 OIFEBE ...ttt ettt bbb bbbt R Rt bbbt R bbbt bt r b e enes 34
4.2.1 RUUMIINTAMPO ..ottt e e et e b e eenbeaneeanes 35

4.2.2. Utareen ja maidon @rVIOINTE ........ocueiiiiiieieiisieie et 36

4.3 IMITOIMEATE ...ttt bbbt b e et bt bt b b e bt e bt bt e b b et st e e bt e nnenbesreenes 37

4.4 MaidON SOIUPITOISUUS .....e.vveiiiesiie st sieesieesieesteesteesteesteesteesteesteesteesteesteesteestaesteesteesteesteesseenreenes 38

4.5 NAGaasi (N-asetyyli-beta-D-glukoSaminidaasi) .........coicververieiirenieenienee e 40

D P OH D N T A ettt ettt ekt e e o b et e e e b e et e eR et e e b b et e et bt e e e b rr e e anrreaas 41
IV LAHTEET .ottt ettt ettt e ettt esese et et et et e s e se s et et esesese st et et eseas et et et esean e asatetas 46

3



I JOHDANTO

Koagulaasinegatiivisia stafylokokkeja (KNS) on pidetty ja osittain pidetaan edelleenkin
vahapatoisind utaretulehdusta aiheuttavina bakteereina. Tdama on johtunut niiden
aiheuttaman utaretulehduksen lievasta kliinisesta taudinkuvasta, verrattuna esimerkiksi

koagulaasipositiivisen Staphylococcus aureuksen aiheuttamaan utaretulehdukseen.

KNS:n esiintyvyys utaretulehdusten aiheuttajina on kuitenkin lisdantynyt jatkuvasti niin
Suomessa (Pitkala ym. 2004) kuin muuallakin maailmassa (Bradley ym. 2007, Waage
ym. 1999, Nevala ym. 2004, Rajala-Shultz ym. 2004, Tenhagen ym. 2006, Sampimon
ym. 2009). Tama on herattdnyt tutkijoiden ja tilallisten kiinnostuksen kyseista
bakteeriryhmdd ja sen merkitystd kohtaan. Tutkimuksissa on yritetty saada lisatietoa
koagulaasinegatiivisten stafylokokkien aiheuttamista tulehduksista, niiden sailymisesta
utareessa, taudinaiheutuskyvysta eli virulenssista ja isdntd-mikrobivuorovaikutuksesta.
On myo6s tutkittu KNS:n esiintyvyyttd suhteessa poikimisajankohtaan ja
vuodenaikoihin, vertailtu hiehojen ja lehmien sairastuvuutta, sekd Kkartoitettu

hoitovaihtoehtoja ja mikrobildé&keresistenssia.

Maidontuottajia KNS-bakteeriryhma kiinnostaa eniten maidon laadun kannalta.
Suomessa ja muutamissa muissa EU-maissa maidosta maksetaan parempaa hintaa sen
mukaan, mitd laadukkaampaa maito on, toisin sanoen, mitd vahemmaén siind on soluja.
KNS-tulehdus aiheuttaa muutoksia maidossa ja nostaa solulukua (Taponen ym. 2007,
Simojoki ym. 2008), jolloin maitoa joudutaan lypsamaan sivuun, jos halutaan tuottaa E-
luokan maitoa (< 250 000 solua/ml). KNS:n aiheuttaman utaretulehduksen yhteydessa
el ole havaittu yhtd merkittdvéa tuotoksen laskua kuin esimerkiksi S. aureuksen
infektoimilla lehmilld (Gréhn ym. 2004). Edelld mainitussa tutkimuksessa KNS-
utaretulehdukseen sairastuneet lehmét olivat kuitenkin alun perin  olleet
korkeatuottoisempia kuin vertailuryhman eldimet, joten menetyksid on saatettu
aliarvioida (Gréhn ym. 2004).

Joillekin tiloille KNS-utaretulehdus on voinut muodostua jo karjaongelmaksi.
Tiedonpuute esimerkiksi KNS-lajien tarttuvuuden, taudinaiheutuskyvyn seka
ehkdisykeinojen suhteen voi ahdistaa niin hoitavia eldinlaakéreita kuin tilallisiakin.

Nailla tiloilla on usein korkea tuotos ja vain vahdinen maara muiden merkittdvampien
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taudinaiheuttajien, kuten S. aureuksen, aiheuttamia utaretulehduksia. Kyseisten tilojen
kohdalla olisi utareterveysohjelmaa varten hyvé tietdd, onko taustalla joku tietty KNS-

laji ja miten sité vastustettaisiin mahdollisimman tehokkaasti.

Keskustelu kay edelleen vilkkaana siitd, kuinka merkityksellisia KNS:t ovat. Mielipiteet
jakautuvat l&hinn& sen mukaan, minka laatuista maitoa meijerit kussakin maassa ottavat
vastaan. Yhdysvalloissa kiinnostus KNS:a kohtaan on véhdista (liittovaltiotasolla
meijeriin toimitettavan maidon virallinen laaturaja on < 750000 solua/ml),

Pohjoismaissa kiinnostusta on huomattavasti enemman.

Taman lisensiaattityon myotd perehdyin koagulaasinegatiivisten stafylokokkien
yleispiirteisiin, niiden merkitykseen naudan utaretulehduksen aiheuttajina ja
taudinaiheutuskykyyn, sekd KNS:n aiheuttamien utaretulehdusten hoitoon ja
ennaltaehkaisyyn. Tutkimusosassa tutkimme kokeellisen infektiomallin avulla kahden
eri KNS-lajin, S. epidermidiksen ja S. simulansin taudinaiheutuskykyd naudan

utaretulehduksessa.



Il KIRIALLISUUSKATSAUS

1. YLEISTA STAFYLOKOKEISTA

1.1 Staphylococcus spp.

Stafylokokit ovat fakultatiivisesti anaerobeja, Gram-positiivisia kokkeja. Ne kuuluvat
Micrococcusten, Rothioiden ja Planococcusten kanssa samaan Micrococcaceae —
heimoon (Seuna 2002, Quinn ym. 2002). Stafylokokkisukuun kuuluu runsaasti lajeja:
stafylokokit voidaan jakaa yli 40 lajiin ja alalajiin (Devriese ym. 2002). Ainakin
kolmenkymmenen  stafylokokkilajin  tiedetddn  esiintyvdn  niin  sanottuina
kommensaaleina tasalampdisten elédinten iholla ja limakalvoilla (Quinn ym. 2002,
Irlinger 2008). Edelld mainituista 30 lajista noin 20 lajin on arvioitu voivan aiheuttaa

naudoille utaretulehdusta (Quinn ym. 2002).

Stafylokokit ovat halkaisijaltaan 0,5 - 1,5 pm mittaisia, itiottomia ja liikkumattomia
kokkeja, joille on ominaista ryhmittyminen rypalemaisiksi muodostelmiksi (Quinn ym.
2002, Irlinger 2008, Hirsh & Zee, 1999). Stafylokokkien pesékkeet ovat yleensa
vaaleita, kuultavia ja halkaisijaltaan muutamasta millimetristd puoleen senttimetriin
(Quinn ym. 2002). S. aureus -pesédkkeet ovat kullankeltaisia. Joidenkin
koagulaasinegatiivisten stafylokokkien pesakkeet voivat olla heikosti varillisia (Quinn
ym. 2002, Irlinger 2008, Hirsh & Zee 1999).

Veriagarilla stafylokokit voivat saada aikaan hemolyysid, ja muodostaa a-, B-, y-, tai o-
hemolysiineja (Quinn ym. 2002). Stafylokokit ovat katalaasipositiivisia ja
oksidaasinegatiivisia. Koagulaasitestissa ne voivat olla joko positiivisia (S. aureus) tai
negatiivisia (koagulaasinegatiiviset stafylokokit, KNS). Koagulaasin tuottoa pidetdan
tdrkednd patogeenisuuden mittarina (Quinn ym. 2002). Stafylokokit kasvavat hyvin

kaupallisilla agareilla, hyvinkin vaatimattomissa olosuhteissa (Irlinger, 2008).

Erotusdiagnostiikassa  Kliinisesti merkittdvat streptokokit tulee osata erottaa
stafylokokeista. ~ Streptokokit  erotetaan  stafylokokeista  pesdkemorfologian,
ryhmittymisen (muodostavat ketjuja) sek& negatiivisen katalaasikokeen perusteella
(Seuna 2002, Quinn ym. 2002).



Taudinaiheuttajina  stafylokokit ovat luonteeltaan pé&dasiassa  opportunisteja.
Stafylokokit kestavét hyvin kuivumista ja korkeaa osmoottista painetta (Tortora ym.
2004), mikd mahdollistaa niiden aiheuttamat kolonisaatiot ja infektiot iholla ja
limakalvoilla. Yleisesti stafylokokit aiheuttavat markaisida tulehduksia iholla ja

haavoissa.

Tyypillisimpid stafylokokkien aiheuttamia tulehduksia eldimilld ovat nautojen
utaretulehdus, sikojen ja hevosten botryomykoosi, sekd kissojen ja koirien
virtsatieinfektiot, pyoderma, endometriitti ja ulkokorvan tulehdukset (von Eiff ym.
2002). Ladketieteessa stafylokokit ovat tunnettuja sairaalainfektioiden aiheuttajia
(Irlinger 2008, von Eiff ym. 2002).

Koagulaasipositiiviset stafylokokit aiheuttavat vakavimmat tulehdukset niin el&dimilla
kuin ihmisillakin, mutta koagulaasinegatiiviset stafylokokitkin kykenevat aiheuttamaan
vakavia infektioita vastasyntyneille, pitkd4n sairaalahoidossa olleille tai niille, joiden

immuunipuolustus on merkittavasti heikentynyt (Irlinger 2008, von Eiff ym. 2002).

1.2 Koagulaasinegatiiviset stafylokokit (KNS)

Ulkon&dltaan ja pesakemorfologialtaan KNS:t muistuttavat muita stafylokokkeja, ainoa
ero on niiden koagulaasinegatiivisuus. Tunnistettaessa KNS:a primaariviljelmésta
tendd&n puhdasviljelmd, jonka jalkeen perustesteind suoritetaan Gram-varjays,
katalaasikoe Gram-positiivisille ja lopuksi koagulaasikoe edellisissa positiivisiksi
osoittautuneille bakteereille (Evira 2006). Koagulaasinegatiiviset stafylokokit voidaan
myos jakaa kahteen ryhméé&n novobiosiininerkkyyden mukaan (Irlinger 2008). KNS:n

osalta ryhmatunnistuksen on todettu olevan riittava.

KNS:t muodostavat erittéin laajan ja kirjavan bakteeriryhman, jonka kaikkia jasenia ei
ole viel& tunnistettu. Uusia lajeja on 10ytynyt jatkuvasti, esimerkkeind vuohesta vuonna
2005 eristetty S. nepalensis, joka sittemmin on 16ytynyt myds eurooppalaisen lehman
maidosta (Zadoks 2007) ja lehméan utaretulehduksesta eristetty, vastikdan nimetty S.

agnetis (Taponen ym. 2011). Tunnetuimpia ja yleisimpid naudan utaretulehdusta



aiheuttavia KNS-lajeja ovat S. chromogenes, S. simulans, ja S. epidermidis (Aarestrup
& Jensen 1997, Pitkala ym. 2004, Rajala-Shultz 2004, Taponen ym. 2006).

KNS:t aiheuttavat erilaisia sairauksia myos muille eldinlajeille: S. hyicus aiheuttaa
sioille eksudatiivista dermatiittia, eli porsasrupea, S. epidermidis haavainfektioita
hevosille ja koirille, S. chromogenes ihoinfektioita sioille ja siipikarjalle, ja S. simulans
ja S. xylosus ihoinfektioita niin koirille, kissoille, hevosille kuin siipikarjallekin (Quinn
ym. 2002).

Koagulaasinegatiivisten stafylokokkien aiheuttamia ihmisten infektioita on myo6s
raportoitu. Etenkin S. epidermidis on merkittadvé sairaalainfektioiden aiheuttaja (Irlinger
2008, von Eiff ym. 2002). Koagulaasinegatiivisten stafylokokkien ihmisille aiheuttamat
infektiot ovat harvoin hengenvaarallisia, mutta pitkd4n sairaalahoidossa olleille,
immuunipuutoksesta karsiville tai vastasyntyneille infektio voi olla kohtalokas (von Eiff
ym. 2002). KNS-infektioita esiintyy eniten erilaisten proteesien tai muiden implanttien
asentamisen jalkeen. KNS:n on todettu kykenevan kiinnittymaan pintaproteiiniensa
avulla implantin pintaan, ja muodostamaan siihen pitdvan biofilmin (Irlinger 2008, von
Eiff ym. 2002).

Koagulaasinegatiivisia stafylokokkeja kaytetddn my0s elintarviketeollisuudessa,
esimerkiksi heréatebakteereina, mutta yhtakéaan KNS:n aiheuttamaa

ruokamyrkytystapausta ei toistaiseksi ole raportoitu (Irlinger 2008).

1.3 Utaretulehdusta aiheuttavien KNS:n madrittdminen lajitasolle

Ongelmana KNS:n kohdalla on niiden erotteleminen toisistaan. Tall4 hetkell4 ei ole
saatavilla nopeaa, halpaa ja riittdvan yksinkertaista tunnistusmenetelmad, jolla
utaretulehdusta aiheuttavat KNS:t saataisiin madritettyd lajitasolle asti. Yleensa
tyydytddnkin vain toteamaan taudinaiheuttajan olevan koagulaasinegatiivinen
stafylokokki, erotukseksi koagulaasipositiivisista S. aureuksesta, S. intermediuksesta ja
S. pseudointermediuksesta. Utaretulehdusdiagnostiikassa tama on riittdva tarkkuus

Elintarviketurvallisuusviraston ohjeen mukaan (Evira 2006).

Yleisesti kéytettyja menetelmid eri KNS-lajien maaritykseen ovat olleet erilaiset

kaupalliset testit, kuten APl Staph ID 32, Staph-ldent, Staph-Trac ja StaphZym, jotka
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perustuvat lajien  fenotyyppien  muodostamien  biokemiallisten  reaktioiden
eroavaisuuksiin. Pikatestien ongelmana on ollut niiden alkuperdinen pyrkimys tunnistaa
ihmisista eristettyja kantoja, eivatkd testit pysty kovin luotettavasti tunnistamaan
eldinalkuperédé olevia kantoja (Bes ym. 2000). Menetelmét eroavat toisistaan myos
valmistajan mukaan, ja eri testimenetelmilla saatujen tulosten vertaileminen kesken&én
voi olla epdluotettavaa. Ruotsalaisessa tutkimuksessa, jossa vertailtiin fenotyyppeihin
perustuvia testejd, ne onnistuivat tunnistamaan utaretulehdusmaidosta eristetyt KNS-
lajit oikein 77:n % (Api Staph 32) ja 94:n % (Staph-Zym) tarkkuudella (Thorberg &
Bréndstrom 2000). Taposen ym. (2007) tekemdssa tutkimuksessa vain 66 % API
Staphilla maaritetyistd lajeista tunnistettiin  samoiksi genotyyppiin perustuvalla
amplified fragment lenght polymorphism (AFLP) -analyysilld. Vaihtoehtoisella
menetelmélld voidaan erotella my6s novobiosiiniherkkia KNS-kantoja (Thorberg &
Brandstrém 2000).

Koska fenotyyppinen tunnistus on suhteellisen epétarkkaa, genotyyppeihin perustuvien
tunnistusmenetelmien kehittdminen ja testaus on lisddntynyt jatkuvasti. Naiden
menetelmien erottelukyky ja toistettavuus on parempi kuin fenotyyppeihin perustuvissa
testimenetelmissd (Forsman ym. 1997). Genotyyppisten tunnistusmenetelmien
perustana toimii bakteerin DNA. Useita geeniteknologiaan perustuvia menetelmid on
kaytetty alalajien, eli tietyn lajin eri kantojen, tutkimiseen, mutta niit4 voidaan kayttaa

my0s lajitason tunnistukseen (Zadoks 2009).

DNA-sekvensointi nayttéisi talla hetkelld antavan tarkimmat tulokset, ja sen avulla
voidaan tunnistaa jopa 99 % KNS-kannoista (Zadoks 2009). Menetelman tarkkuus
perustuu viitekantakokoelmiin, joita voidaan jatkuvasti tallentaa geenipankkeihin.
Kannat saadaan pankista vertailuun nopeasti internetin avulla, ja ne ovat kaikkien
kéytettavissa. Yleisin kohde DNA-sekvensoinnille on 16S rRNA —geeni (Lan & Reeves
2001). Myos ns. genomic fingerprinting, eli kunkin bakteerilajin tyypillisten DNA-
rakenneosien tunnistaminen (Shimizu ym. 1997, Thorberg & Brandstrom 2000) ja
ribotyypitys (Thorberg & Brandstrom 2000) ovat osoittautuneet kayttokelpoisiksi
tunnistustyokaluiksi tunnistettaessa KNS-bakteereita. AFLP nayttdisi myds soveltuvan

KNS-lajimaaritykseen (Taponen ym. 2006).

Geenitekniikkaan perustuvat menetelmdt vaativat osaavaa henkilokuntaa ja kalliita

laitteita, joten geeniteknologian tuottamat edut, kuten nopeus ja tarkkuus, eivét ole viela
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kustannusten takia yleisesti hyddynnettavissa. Suurimmat yritykset, kuten esimerkiksi
Valio Oy, ovat jo siirtyneet kaupallisiin PCR-pohjaisiin menetelmiin, jossa bakteeri
voidaan tunnistaa suoraan maidosta, mutta KNS:n osalta vastauksessa ei eritelld

tarkemmin, mikd KNS-laji on kyseessa.

Tietokantojen ja geeniteknisten menetelmien yleistyminen né&kynee jatkossa
menetelmien halpenemisena ja PCR:n ké&yton lisdantymisend. Tulevaisuudessa uusien
keksintdjen ja eri menetelmien ominaisuuksien ja hintavertailun myota on todennakdista
saada luotettavia tunnistusmenetelmia vakiinnutettua myos praktikoiden kayttoon. Talla
hetkella kuitenkin Kkiistelld&n vield siitd, mika tarkkuus KNS:n tunnistuksessa olisi
riittdvad ja jarkevaa ajatellen utaretulehduksen hoitoa ja ehkaisyd, ja kuinka paljon

resursseja tulisi KNS:n tutkimiseen kayttd4 (Ruegg 2007, Pyoréla & Taponen 2009).

2. KNS:N MERKITYS NAUDAN UTARETULEHDUKSESSA

2.1 Esiintyvyys

KNS:t ovat yleistyneet utaretulehdusten aiheuttajina runsaasti sekd Suomessa ettd
muissa maissa (Pitk&ld ym. 2004, Waage ym. 1999, Nevala ym. 2004, Rajala-Shultz
ym. 2004, Tenhagen ym. 2006, Sampimon ym. 2009). Suomessa 2001 tehdyn
kartoitustutkimuksen mukaan ldhes 50:ssa % kaikista piilevistd utaretulehduksista
otetuista, bakteriologisesti positiivisista naytteistad kasvoi KNS-bakteereita (Pitk&la ym.
2004). Koagulaasinegatiiviset stafylokokit olivat osallisena myds yli 70:ssa % sellaisia

naytteitd, joista eristettiin kaksi lajia (Pitkala ym. 2004).

Suomessa vuosina 2004 - 2006 keratyn aineiston perusteella kliinista utaretulehdusta
sairastavilta lehmiltd otetuista naytteista 17,6:ssa % kasvoi KNS. Piilevistd
utaretulehdustapauksista tutkituista néytteist vastaava luku oli 23,5 % (Koivula ym.
2007.) Helsingin yliopiston tuotantoeldinlddketieteen osaston praktiikka-alueelta
vuosina 2002 - 2003 kerétyn aineiston perusteella yli 20 % Kliinisista utaretulehduksista
oli KNS aiheuttamia (Nevala ym. 2004).
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Saksalaistutkimuksessa kaikista mukana olleista karjoista 16ytyi KNS:n aiheuttamia
utaretulehduksia (Tenhagen ym. 2006) ja Norjassa KNS:n yleisyys on ollut 16 %
luokkaa (Dsteras & Sglvergd 2006). Monissa muissakin maissa KNS:n merkitys niin
piilevien kuin kliinistenkin utaretulehdusten aiheuttajana on kasvanut, kuitenkin niin,
ettd KNS on aina yleisempi piilevan kuin kliinisen utaretulehduksen aiheuttajana
(Pyoréala & Taponen 2009). Vertailua hankaloittavat eri maiden kaytdnnot siitda, mika
luetaan bakteriologisesti positiiviseksi ndytteeksi. Suomalaisissa tutkimuksissa nayte on
todettu positiiviseksi, jos bakteerikasvu on ollut yli 500 pesékettd muodostavaa
yksikkéd (pmy) millilitrassa maitoa. Edelld mainitussa norjalaistutkimuksessa
puolestaan KNS-ndytteiden osalta bakteriologisesti positiiviseksi ndytteeksi on tulkittu
4000 pmy/ml (Dsteras & Sglvergd 2006). Voidaan olettaa, ettd @sterasin ym. (2006)
tutkimuksessa havaittu 16 % esiintyvyys voisi olla paljon korkeampikin, mikéli

tutkimus olisi tehty Suomessa kaytettavilla raja-arvoilla.

KNS:n aiheuttama tulehdus on yleisin hiehoilla (Aarestrup & Jensen 1997, Waage ym.
1999, Matthews ym. 1992, Tenhagen ym. 2006). Er&éan tutkimuksen mukaan jopa 75 %
kaikista poikimista edeltavistd hiehojen utaretulehduksista oli KNS:n aiheuttamia
(Borm ym. 2006). Hiehot saavat tartunnan heti tuotoskauden alussa, toisin kuin lehmét,
jotka infektoituvat vasta myohdisemmassa vaiheessa (Taponen ym. 2007, Gréhn ym.
2004). Syytd, miksi KNS aiheuttaa utaretulehdusta enemman hiehoille, ei tiedetd. Jotkut
hiehoista ja lehmistd kykenevat eliminoimaan infektion, jotkut eivét, ja syyn arvellaan
liittyvdn  jotenkin  isantd-mikrobivuorovaikutukseen tai  eroihin  KNS-lajien
taudinaiheutuskyvyssa (Taponen ym. 2007). Hiehojen hoidolla, ruokinnalla seka
elinympéristollda ennen poikimista on arveltu olevan merkitysta esiintyvyyteen (Pyorala
& Taponen 2009).

Eri vuosikymmeniltda perdisin olevat tutkimukset viittaavat siihen, ettd dominoivien
KNS-lajien suhteet olisivat muuttuneet vuosien varrella (Devriese ym. 1980, Aarestrup
& Jensen 1997, Waage ym. 1999, Taponen ym. 2003, Rajala-Shultz 2004). Lajien
tunnistamiseen kaytetyt menetelmat ovat olleet niin erilaisia ja tutkimusten kattavuus on
vaihdellut niin suuresti, ettd tulokset eivét ole vertailukelpoisia, eikd ndin ollen voida

olla varmoja, ovatko kaikki tunnistetut KNS-lajit oikeasti niitd, mita on vaitetty.

Koagulaasinegatiivisten  stafylokokkien  esiintyvyydessd on  havaittu = myos

vuodenaikavaihtelua (Jsteras & Sglverad 2006, Waage ym. 1999, Koivula ym. 2007).
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Norjalaisessa tutkimuksessa, jossa Kartoitettiin koko maan utaretulehdustilannetta,
KNS-utaretulehdusten esiintyvyys oli suurimmillaan sisdruokintakauden lopussa
huhtikuusta kesakuuhun (@steras & Sglvergd 2006). Waagen ym. (1999) tutkimuksessa
touko - kesékuu oli KNS:n esiintyvyyden suhteen merkittdva ajanjakso, mutta KNS-
infektioita todettiin tavallista enemman my6s tammi - helmikuussa (Waage ym. 1999).
Siséruokintakauden lopussa havaittujen infektioiden maaran kasvun arveltiin johtuvan
huonolaatuisemman ja vdhemman E-vitamiinia siséltdvan rehun, tai huonon hygienian
aiheuttamasta lehmien puolustuskyvyn heikkenemisesta (@steras & Selvergd 2006).
Koivulan ym. (2007) tutkimuksessa vuosina 2004 - 2006 kerdtyn aineiston perusteella
KNS:n esiintymisessa havaittiin myos alueellisia eroja. KNS on Suomen pohjoisosissa
yleisin utaretulehduksia aiheuttava patogeeni ympéri vuoden, kun taas eteldisessa
Suomessa S. aureus on yleisempi maalis - huhtikuussa ja marraskuussa (Koivula ym.
2007).

Koagulaasinegatiivisten stafylokokkilajien esiintyvyydessa on havaittu eroja myos
ajanjaksoina poikimisen molemmin puolin, seké tuotoskauden eri vaiheissa (Jsterds &
Salvergd 2006, Aarestrup & Jensen 1997, Taponen ym. 2007). Ennen poikimista saadun
KNS-infektion on todettu kasvattavan riskid saada infektio myds poikimisen jalkeen
(Aarestrup & Jensen 1997). Tanskalaistutkimuksessa havaittiin S. chromogeneksen
olevan merkittdvin utaretulehduksen aiheuttaja ennen poikimista (15 % kaikista
prepartum-infektioista), mutta heti poikimisen jalkeen S. chromogeneksen aiheuttamat
infektiot laskivat yhteen prosenttiin. S. chromogenes oli ainoa KNS-laji, joka
diagnosoitiin jo nelja viikkoa ennen poikimista (Aarestrup & Jensen 1997). Saman
tutkimuksen mukaan ennen poikimista havaitun S. simulans -infektion voidaan olettaa

I0ytyvan myos poikimisen jalkeen samasta neljanneksesta (Aarestrup & Jensen 1997).

S. simulansin on todettu persistoivan utareessa viikkoja (Aaresrup & Jensen 1997,
Aarestrup ym. 1999), kun taas S. epidermidiksen aiheuttama infektio on havaittu
ohimenevéksi (Aaresrup & Jensen 1997), joka pysydkseen utareessa tarvitsisi
paremman isantdkudoksen tai jatkuvan ulkopuolisen kontaminaatiolahteen (Thorberg &
Brandstréom 2006). Thorbergin ym. (2009) tuoreessa tutkimuksessa edellda mainitut lajit

olivat yleisimpié persistoivien tulehdusten aiheuttajia karjatasolla.

Syitda matalamman taudinaiheutuskyvyn omaavien bakteerien yleistymiseen on pohdittu

useilla tahoilla. KNS:n on todettu olevan yleinen etenkin sellaisissa karjoissa, joista
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merkittdvat utaretulehdusta aiheuttavat bakteerit on saatu hoidettua (Radostits 2000).
Tama voisi hyvinkin selittdd suomalaisten karjojen nykytilannetta. Muiksi syiksi on
arveltu yksikdiden suurentumista, pihatoiden yleistymistd ja lypsyteknologian

muuttumista (Nevala ym. 2004).

2.2 Taloudellinen merkitys

Utareterveydelld on suuri merkitys tulevan tuotoskauden maidon laatuun ja maaréén
(Oliver ym. 2003, Grohn ym. 2004). Tama on todettu etenkin hiehoilla (Matthews ym.
1992, Oliver ym. 2003), jotka ovat lypsykarjojen uudistumisen perusta. Utaretulehdus
onkin yksi lypsylehmien kalleimmista sairauksista (Halasa ym. 2007, Radostits 2000,
Heikkild 2010). Utaretulehduksen kulut muodostuvat laédkkeiden ja eldinlaékarikulujen
lisdksi tuotannon véhenemisestd, sivuun lypsetyn maidon menettdmisestd, tulehduksen
aiheuttamasta ylimaaréisestda tyostd, maidon laadun heikkenemisestd, seka eléinten
ennenaikaisista poistoista (Halasa ym. 2007). Utaretulehdukset saattavat vaikuttaa myos
tiinehtyvyyteen (Rajala-Shultz 2007). Suomalaistutkimuksen mukaan, jossa dynaamisen
optimointimallin avulla arvioitiin utaretulehduksen kustannuksia, hinta vaihteli valill&

270 - 670 euroa/tapaus, jos lehméa ei poistettu karjasta (Heikkilad ym. 2010).

KNS:n, ja muidenkin p&adasiassa piilevid utaretulehduksia aiheuttavien bakteerien,
aikaansaamien taloudellisten menetysten suurimpana syyna on ajateltu olevan kohonnut
soluluku (Halasa ym. 2007) ja sitd kautta maidon laadun heikentyminen seka
sivuunlypsy. On myos loydetty todisteita siitd, ettd piilevan utaretulehduksen jalkeen
tuotos ei nouse endd samalle tasolle (Halasa ym. 2007), kuin mitd se oli ennen
tulehdusta. Suomalaisen karjantarkkailuaineiston mukaan akuutin utaretulehduksen
yhden lypsykauden tuotantotappiot vaihtelevat 110 - 552 kg:n valilla (Rajala-Shultz,

2007). Tappion suuruus on riippuvainen tulehduksen ajankohdasta ja lehméan idsté.

Oliver ym. (2003) kokeilivat hoitaa rutiinisti kaikki hiehot antibiootein ennen
poikimista ehkaistdkseen tulevia utaretulehduksia, ja saivat toiminnasta jopa 200
dollarin edun hiehoa kohti. Naihin tuloksiin tulee suhtautua kriittisesti jo pelk&staan
laskutoimituksiin siséltyvien muuttujien takia, eika tuloksia voi suoraan soveltaa muihin
maihin. Esimerkiksi Borm ym. (2006) eivdt kolme vuotta my6hemmin julkaistussa

tutkimuksessa saaneet prepartum -hoidoilla merkittavaa taloudellista etua.
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Taloudelliset laskelmat vaihtelevat paljon niin maittain kuin alueellisestikin (Halasa ym.
2007). Voidaan kuitenkin todeta, ettd utaretulendus on kallein lypsylenmi& vaivaava
sairaus maailmassa, oli laskelmiin sisdllytetty mit4 muuttujia tahansa (Heikkila ym.
2010, Rajala-Shultz 2007).

2.3 Utaretulehdusta aiheuttavien KNS:n mikrobildakeresistenssi

Koagulaasinegatiivisilla stafylokokeilla on havaittu eniten resistenssia G-penisilliinia
vastaan. Suomessa vuonna 1988 tehdyssa kartoitustutkimuksessa utaretulehduksista
eristetyistd KNS-kannoista 24 % oli penisilliiniresistenttejd, eli beetalaktamaasia
tuottavia kantoja. Vuonna 1995 vastaava luku oli 37 %, ja vuonna 2001 32 % (Pitkala
ym. 2004). Saaren tuotantoeldinklinikan hoitoalueelta vuosina 2002 - 2003 keratyssa
aineistossa, resistentteja kliinistd utaretulehdusta aiheuttavia kantoja oli 13,2 % ja
resistentteja piilevad utaretulehdusta aiheuttavia kantoja oli 23,4 % (Nevala ym. 2004).
Samankaltaisia lukuja on saatu my6s maailmalla (Rajala-Shultz ym. 2004, @steras &
Sglvergd 2006, Gentilini ym. 2002), mutta tulosten vertailukelpoisuuteen vaikuttavat

muun muassa erilaiset herkkyysmaéaritysmenetelmat.

KNS:lla on todettu myds metisilliiniresistenssid. Resistenssigeeniksi on tunnistettu
mecA-geeni, jonka on todettu siirtyvan horisontaalisesti eri stafylokokkilajien valilla
(Werckenthin ym. 2001). Sampimonin ym. (2011) tutkimuksessa maitonaytteista
eristetyistd S. epidermidis -bakteereista 30 % kantoi mecA-geenid. Utaretulehduksen
aiheuttajina metisilliiniresistentit KNS-kannat ovatkin yleisempid, kuin S. aureuksen
metisilliiniresistentit kannat (MRSA).

KNS-bakteerien resistenssi muita mikrobild&kkeitd, kuten klindamysiinia ja
erytromysiinid, sek& streptomysiinid ja trimetopriimi-sulfonamideja vastaan Suomessa
on ollut alle 7 % (Pitk&dla ym. 2004). Oksasilliiniresistenssi oli 9,6 % ja
tetrasykliiniresistenssi 8,7 % (Pitkalda ym. 2004, FINRES-Vet 2005 - 2006).

KNS-lajien eroavaisuuksista resistenssin osalta on olemassa vain muutamia
tutkimuksia. Devriese ym. (2002) Kkeskittyivat tutkimuksessaan pelkéstdaan S.

chromogeneksen resistenssiin, ja totesivat kyseisen Ilajin olevan herkka kaikille
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antibiooteille, poikkeuksena penisillinaasiherkat penisilliinit (G-penisilliini, ampisilliini
ja amoksisilliini). Tosin S. chromogenekselle on saatu myo6s yli 80 % resistenssilukuja
sulfonamideja vastaan (Werckenthin ym. 2001). S. xylosuksen on todettu olevan herkké
ldhes kaikille antibiooteille (Werckenthin ym. 2001). Uudessa Sampimon ym. (2011)
tutkimuksessa havaittiin - S. epidermidiksell& penisilliiniresistenssid merkittavasti
enemman kuin muilla lajeilla. Kannoista 30:lla % I0ydettiin metisilliiniresistenssiin
yhdistetty mecA-geeni ja ldhes puolet kannoista oli multiresistenttejad. Tamé on
merkittdvd 10ydos siitdkin syystd, ettd nautojen ja ihmisten S. epidermidis —kannat

voivat olla zoonoottisia (Sampimon ym. 2011).

Thorbergin ym. (2006) tutkimuksessa ruotsalaisten lehmien maidosta eristetyista S.
epidermidis —kannoista 6 % oli oksasilliinille resistenttejd ja 13 % erytromysiinille ja
fusidiinihapolle. Mielenkiintoista Thorbergin ym. (2006) tuloksissa on se, ettei

Ruotsissa naisté ladakkeista yhtdkaan ole rekisterdity lehmille.

Ihmisilla KNS-resistenssi on lisdantyvd ongelma etenkin sairaaloissa, p&dasiassa
multiresistenttien  kantojen  syntymisen  myo6ta  (Werckenthin -~ ym.  2001).
Eléinladéketieteessd asiasta ei ole raportoitu yhtd johdonmukaisesti, ja kuten edelld
mainittu, julkaisut eroavat toisistaan paljon niin lajien, tulosten, kuin kaytettyjen
menetelmienkin osalta, joten vertailu on d4&rimmaisen vaikeaa (Werckenthin ym. 2001).
Suomen resistenssitilanne on kuitenkin hyvé (FINRES-Vet 2005 - 2006).

3. KNS:N ETIOLOGIA JA TAUDINAIHEUTUSKYKY

KNS:n aiheuttamia utaretulehduksia esiintyy lypsykauden kaikissa vaiheissa, eniten

umpeenpanovaiheessa seké poikimisen yhteydessa (Pyorala ym. 2004a).

Koagulaasinegatiivisia stafylokokkeja on eristetty jopa alle vuoden ikdisten hiehojen
vetimien iholta ja vedinkanavasta (DeVliegher ym. 2003). KNS-bakteereita on eristetty
vetimen iholta ja kérjestda myos tilanteissa, jolloin lehmélld ei ole ollut merkkej
infektiosta (DeVliegher ym. 2003). Jotta infektio syntyisi, tarvitaan patogeenin lisaksi
usein jonkinlainen lehmén vastustuskykyyn alentavasti vaikuttava tekija, kuten

15



virusinfektio, lampotilan muutos (Pyorala ym. 2004) tai vetimen epiteelivaurio (Pyorala
ym. 2004, Myllys ym. 1994).

Poikkeuksena muihin KNS-lajeihin S. epidermidis ei ole lehman iholla normaalisti
tavattava bakteeri, vaan sitd eristetddn padasiassa maidosta (Devriese & de Keyser
1980). lhmisilla S. epidermidis kuuluu ihon normaalimikrobistoon. Thorberg ym.
(2006) tekivat kokeen, jossa heiddn tarkoituksenaan oli tutkia S. epidermidiksen
siirtymisté lypsédjasta lehmdin. Lehman maidosta eristetyt kannat olivat samoja, kuin
lypsédjan késista eristetyt. T&ma tutkimus tukee hypoteesia, ettd ihmisen S. epidermidis -
kanta kykenisi aiheuttamaan myds lehmalle infektion (Thorberg ym. 2006).

Kolonisaatio, eli  bakteerien p&&sy utareeseen, on ensimméinen vaihe
utaretulehdusprosessissa. Seuraava vaihe on kiinnittyminen isantdeldimen kudoksiin.
Stafylokokit kykenevat kiinnittym&an maitotiehyiden seindmiin, basaalimembraaniin,
solunsisdiseen  matriksiin ~ ja  fibriiniin ~ (Sandholm ym. 1995).  Etenkin
ekstrasellulaarimatriksin proteiinit laminiini, fibronektiini sek& kollageeni, ovat
kiinnittymisen kohteina (Sandholm ym. 1995). Vauriot suojaavassa epiteelissa
mahdollistavat bakteerien pdasyn suoraan alla olevaan kudokseen, ja edesauttavat siten
bakteerien kiinnittymistd. Vetimen paan epiteelivaurion onkin todettu korreloivan

voimakkaasti piilevan utaretulehduksen esiintymisen kanssa (Myllys ym. 1994).

Watts ym. (1990) tarkastelivat kiinnittymiseen liittyvid virulenssitekijoita S.
epidermidikselld, S. chromogeneksella ja S. hyicuksella. Osa kannoista kykeni
tuottamaan sidekudoksen hajotusta kKkatalysoivaa entsyymid, elastaasia, seka
Kiinnittymistd edesauttavaa limaa. Jotkut kannat pystyivat myds Kiinnittymaan

kollageeniin (Watts ym. 90).

Almeidan ja Oliverin (2001) tutkimustulokset osoittivat, ettd kaikki heidan
tutkimuksessaan olleet lajit (S. xylosus, S. hyicus ja S. epidermidis) kykenivat
kiinnittymaan ja tunkeutumaan isantdeldimen utareen epiteelisoluihin in vitro.
Bakteerien invaasio solujen sisédlle tapahtui reseptorivélitteisen solusyonnin avulla
(Almeida & Oliver 2001). Anaya-Lopezin ym. (2006) tutkimuksessa piilevasta
utartulehduksesta eristettiin S. aureus -, S. epidermidis -, S. xylosus -, S. equorum - ja S.
haemolyticus -kantoja, ja testattiin niiden kykya tunkeutua ja selvitd naudan utareen

epiteelisoluissa in vitro: vain kaksi S. aureus -kantaa ja yksi S. epidermidis -kanta
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kykenivat tdhadn (Anya-Lopez ym. 2006). Koska kaikki kannat olivat kuitenkin
aiheuttaneet piilevan utaretulehduksen, tutkijat epéilivat, ettd invaasio solun sisélle ei
ole vélttdmatdon mekanismi utaretulehduksen ja pysyvén infektion aikaansaamiseksi

(Anya-Lopez ym. 2006).

Koagulaasinegatiiviset ~ stafylokokit kykenevdat muodostamaan biofilmig, eli
bakteerisolujen ja soluvéliaineen muodostamaa kestdvdd bakteerikasaumaa. S.
epidermidiksella on havaittu kyky kolonisoida polymeeripintoja, kuten proteeseja,
biofilmimuodostuksen avulla (von Eiff ym. 2002). Biofilmin muodostuksessa bakteerit
tarttuvat polymeerimateriaaliin  ja lisdantyvat useita kerroksia ~muodostaviksi
solurykelmiksi proteesin pintaan. Taman jalkeen bakteerikerrokset peittyvat vahitellen
soluvdliaineella, joka suojaa ja vahvistaa bakteerikasauman rakennetta (von Eiff ym.
2002). Biofilmimuodostuksen merkityksestd utaretulehduksen etiologiassa ei ole

varmuutta.

KNS:Ita on I6ydetty muitakin kuin kiinnittymiseen liittyvid virulenssitekijoitad. Wattsin
ym. (1990) tutkimuksessa S. epidermiksen ja S. chromogeneksen havaittiin tuottavan
delta-toksiinin kaltaista toksiinia, joka on yksi S. aureuksen tuottamista toksiineista
(Watts ym. 1990). Delta-toksiini, tai delta-lysiini, aiheuttaa valkosolujen tuhoa ja
ihokuolioita. Toksiinin tuotto aiheutti myos selkedt muutokset maidon somaattiseen
solulukuun, joka kasvoi kolminkertaiseksi. Tutkijat epailivat, ettd toksiinin tuotto voisi
olla yksi kantojen taudinaiheutuskyvyn eroista kertova tekija (Watts ym. 1990). Park
ym. (2011) tutkimuksessa maitonéytteista eristetyiltd KNS-kannoilta 31,2 % l0ydettiin
ns. superantigeeneja (SAgs), joita on loydetty myds S. aureukselta. Vielda on

selvittdmattd, mika naiden geenien merkitys on (Park ym. 2011).

Zhang ym. (2000) selvittivat tutkimuksessaan KNS-kantojen, ja etenkin S.
chromogeneksen, sytotoksisia aktiivisuuksia. L&hes kaikki S. chromogenes -kannat
aiheuttivat solujen pyoristymistd. Osa kannoista puolestaan tuotti toksiineja, jotka
aiheuttivat solujen hajoamista (Zhang & Maddox 2000). Liséksi KNS-kantojen todettiin

tuottavan lipaaseja, hemolysiineja sek& proteaaseja.

Koska KNS:n aiheuttamat utaretulehdukset ovat Kliinisesti lievempié kuin S. aureuksen
aiheuttamat, on voitu spekuloida taudinaiheutusgeenien méaaran vahaisyytta ja niiden

merkitystd KNS:n genomissa (Sairasalo 2007). Hyvosen ym. (2009) tutkimuksessa,
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jossa tutkittiin KNS-invaasion voimakkuutta, havaittiin sen olevan selkeésti heikompaa

kuin S. aureuksella (Hyvénen ym. 2009).

Kuten edelld mainituissa tutkimuksissa on havaittu, KNS-kannoilla néyttaisi olevan
eroja taudinaiheutuskyvyssa. KNS:n aiheuttaman utaretulehduksen syntyyn vaikuttaa
suuresti myds lehmén oma vastustuskyky, ympdristd- ja navettaolosuhteet, seka
lypsyhygienia ja -tekniikka, joka osaltaan antaa viitteitd ympéristoperaisesta etiologiasta
(Sampimon ym. 2009).

Lisatutkimuksia KNS:ta julkaistaan jatkuvasti, ja varmasti lahivuosina pééstdan
muodostamaan laajempi kokonaiskuva eri KNS-lajien ja -kantojen etiologiasta,

patogeneesisté ja virulenssista.

4. UTAREEN PUOLUSTUSMEKANISMIT

Pelkk& patogeenien tutkiminen ei riité tutkittaessa utaretulehduksen syité ja seurauksia.
Utaretulehduksessa, kuten muissakin infektioissa, on tarkeda tuntea myos isantéeldimen
ja kohdekudoksen vasteet. Tall4 hetkelld tietdmys utareen immuunipuolustuksesta ei ole
vield lahesk&an taydellistd, vuosien tutkimuksesta huolimatta (Rainard & Riollet 2006).
Uusien tyokalujen, kuten genomiikan ja proteomiikan avulla tutkimusta voidaan yha
tarkentaa ja syventdd. Maitorauhasen epiteeli on vain hyvin harvoin bakteerien kanssa
kosketuksissa, ja utareen puolustusmekanismit reagoivat herkésti kudokseen

tunkeutuviin taudinaiheuttajiin (Sandholm ym. 1995).

4.1 Mekaaninen ja fysiologinen puolustus

Utaretulehduspatogeenit tunkeutuvat utareeseen vedinkanavan kautta, joka toimii
ensimmaisena puolustuslinjana utareessa. Vedinkanavan paassa oleva keratiinitulppa
toimii fysikaalisena esteend joka sitoo ja immobilisoi osaa kapselittomista bakteereista
(Rainard & Riollet 2006). Vedinkanavan halkaisijalla on my®s merkitystd: mita

levedmpi kanava on, sitd alttiimpi se on infektioille (Andrews ym. 2004). Muita
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luonnollisia mekaanisia puolustusmenetelmid utareessa ovat maidon ulosvirtauksen

aiheuttama huuhteluvaikutus, seké epiteelisolukon nopea uusiutuminen.

4.2 Humoraalinen puolustus

Utareen humoraalinen puolustus koostuu komplementtireaktiosta, maitoon erittyvista
erilaisista maitoproteiineista, sek& luonnollisista vasta-aineista (Rainard & Riollet
2006). Komplementin osia on jatkuvasti 1dsnd maidossa pienind maarina.
Komplementtireaktion merkitys korostuu tulehduksen yhteydessd, jolloin verisuonten
sekd epiteelisolujen permeabiliteetti lisdéntyy, ja lisdd komplementin osia saadaan
kudokseen (Rainard & Riollet 2006).

Laktoferriini on tarkein rautaa sitova proteiini maidossa (Sandholm ym. 1995). Sen
pitoisuus nousee tulehduksen aikana ja riippuu utaretulehdusta aiheuttavasta bakteerista
(Kutila ym. 2003). Kutilan ym. (2003) tutkimuksessa koagulaasinegatiivisista
stafylokokeista nelja kantaa viidesta inhiboitui jollakin tasolla laktoferriinin
vaikutuksesta, mutta yksi kanta oli taysin resistentti (Kutila ym. 2003). Laktoferriinin
vaikutusta bakteerien Kiinnittymiseen, invaasioon tai solunsiséiseen jakaantumiseen ei

ole havaittu (Hyvonen ym. 2009).

Muita humoraaliseen puolustukseen kuuluvia proteiineja on bakteerien soluseinda
tuhoava lysotsyymi, sekd bakteriosidinen ja bakteereja inhiboiva laktoperoksidaasi.
Myos vasta-aineet ovat osa humoraalista immuniteettia. Maidossa on todettu olevan

mastiittipatogeeneja opsonisoivia vasta-aineita (Rainard & Riollet 2006).

4.3 Soluvélitteinen puolustus

Luonnollisen immuniteetin  soluvalitteiseen puolustukseen kuuluvat neutrofiilit,

makrofagit ja luonnolliset tappajasolut (Rainard & Riollet 2006).

Tulehduksessa neutrofiilit saapuvat sytokiinien houkuttelemana ensimmaisend paikalle,
ja niiden maara kasvaa niin runsaasti, ettd suurin osa tulehdusmaidon soluista on
neutrofiilejd. Ne tuhoavat bakteereja, ja erdat sytokiinit, kuten IL-1 ja TNF-alfa,

voimistavat neutrofiilien fagosyyttista ja bakteriosidista aktiivisuutta (Rainard & Riollet
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2006). Lampaille indusoidussa S. chromogenes — infektiossa IL-8 pitoisuudet nousivat
merkittavasti ja pysyivat koholla tulehduksen ajan (Winter ym. 2003). Neutrofiilien
saapuminen tulehduspaikalle vaihtelee sekd nopeudessa, ettd intensiivisyydessa,
bakteeri- ja lehmakohtaisesti (Rainard & Riollet 2006).

Makrofagit ovat normaalin maidon yleisin solutyyppi. Ne kykenevét fagosytoimaan

yleisimpid mastiittipatogeeneja (Rainard & Riollet 2006).

Luonnolliset tappajasolut ovat suuria granulaarisia lymfosyytteja, joilla on sytotoksista
aktiivisuutta. Niiden térkein tehtdva on tunnistaa ja tuhota epanormaaleja soluja, kuten

infektoituneita soluja (Mackay & Rosen 2000).

Oma roolinsa utareen puolustuksessa on mygs utareen epiteelisoluilla. Niiden on todettu
syntetisoivan useita tulehduksen vaélittjaaineita, kuten sytokiineja, kemokiineja,
arakidonihapon metaboliitteja sek& host defence” -peptideja (Rainard & Riollet, 2006).
Utaretulehduksen aikana soluvélit I0ystyvat, ja sen seurauksena verta sekd
immuunipuolustuksen komponentteja paasee tulehtuneeseen kudokseen (Sandholm ym.
1995). Permeabiliteettiin  vaikuttavia mekanismeja ovat proinflammatoristen
tulehdusvélittdjaaineiden, kuten histamiinin, TNF-alfan ja IFN-gamman, vaikutus
soluvaliliitoksiin, sek& bakteeritoksiinien aiheuttama solutuho (Rainard & Riollet 2006).
Tiiviiden liitosten l&péisevyyteen sen sijaan vaikuttavat mm. hormonit ja matriksin

metalloproteinaasit.

5. TULEHDUSINDIKAATTORIT MAIDOSSA

Kliininen utaretulehdus havaitaan oireiden perusteella ilman laboratoriomenetelmia,
mutta piilevan utaretulehduksen havaitseminen on vaikeampaa. Lehma voi olla
ulkoiselta olemukseltaan taysin normaali, eikd utareessa havaita ulkoisia tulehduksen
merkkejd. Maidosta mitattavista tulehdusindikaattoreista on talloin apua. Naita
utaretulehduksesta  kertovia  suureita ovat  kohonnut  maidon  soluluku,

entsyymiaktiivisuus, seké akuutin faasin proteiinien maara.
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5.1 Somaattiset solut (Somatic cell count, SCC)

Maidossa olevien somaattisten solujen lukumadran mittaaminen on laajasti k&ytossa
oleva tapa seurata maidon laatua ja utareterveyttd. Normaali maito siséltdd aina
somaattisia soluja (alle 100 000 kpl/ml), jotka ovat perdisin mm. vetimen epiteelista.
Kuinka paljon soluluku tulehduksen yhteydessd kasvaa, riippuu taudinaiheuttajasta
(Djabri ym. 2002) ja tulehduksen voimakkuudesta. Suomessa tulehdusmaidon
solurajana pidetd&n 200 000 kpl/ml.

Djabrin ym. (2002) tekem&ssa kattavassa yhteenvetoartikkelissa (meta-analyysi),
tarkasteltiin - maidon solulukuja eri patogeenien aiheuttamissa tulehduksissa
neljanneskohtaisesti. KNS:n aiheuttaman tulehduksen soluluku jai yleensa alle 500 000
kpl/ml, ja geometriset keskiarvot vaihtelivat 63 000 ja 1277 000 kpl/ml vélilla.
Yleisesti matalapatogeenisten taudinaiheuttajien soluluvun keskiarvoksi oli laskettu
110 000 — 150 000 kpl/ml ja korkeapatogeenisten keskiarvoksi yli 350 000 kpl/ml
(Djabri ym. 2002). Suomessa tehdyssa kartoitustutkimuksessa SCC nousi yli 300 000
kpl/ml vain 18:ssa % KNS:n infektoimista neljanneksistd (Pitk&la ym. 2004). Verrattuna
terveisiin  kontrollineljanneksiin, KNS:t ovat nostaneet solulukua l&hes Kkaikissa
tutkimuksissa (Leitner ym. 2000, Simojoki ym. 2008, Winter & Colditz 2002). Taposen
ym. (2007) tutkimuksessa pysyvasti KNS:lla infektoituneiden neljannesten geometrinen
SCC keskiarvo oli 657 600 kpl/ml ja ohimenevasti infektoituneiden neljannesten

soluluvun keskiarvo oli 610 100 kpl/ml.

5.2 NAGaasi

Maidon entsyymiaktiivisuudet muuttuvat utaretulehduksen myotad. Maidon synteesiin
liittyva entsyymituotanto vahenee, ja tulehdukseen viittaavien, etenkin fagosyyteista
perdisin olevien lysosomaalisten entsyymien maara vastaavasti kasvaa (Sandholm ym.
1995).

NAGaasi (N-asetyyli-beta-D-glukosaminidaasi) on intrasellulaarinen, lysosomaalinen
entsyymi, joka vapautuu tulehdussolujen aktivoituessa ja hajotessa (Sandholm ym.
1995). Maidon NAGaasi-aktiivisuutta voidaan kayttdd apuna piilevan utaretulehduksen

diagnosoinnissa bakteriologisen testin ja SCC:n seurannan ohella.
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5.3 Akuutin faasin proteiinit (APP)

Akuutin faasin vaste tarkoittaa sytokiinien indusoimaa isantéeldimen vastetta heti
kudosvaurion jalkeen (Pyoralda 2000). Nautojen kaksi herkimmin havaittavaa akuutin
faasin proteiinia ovat haptoglobiini (Hp) sek& seerumin amyloidi A (SAA) (Pyoréla
2000, Gronlund ym. 2005, Eckersall ym. 2006). Naitd on tutkittu paljon Kliinisten
utaretulehdusten yhteydesséd (Pyoréla 2000). Eckersall ym. (2006) havaitsivat
haptoglobiinin ja SAA:n pitoisuuksien nousun subkliinisessa mastiitissa. Liséksi he
havaitsivat, ettd utaretulehduksen aikana SAA:ta ja haptoglobiinia muodostuu maksan
lisdksi paikallisesti my0s utareessa (Eckersall ym. 2006).

Kokeellisesti tartutetussa S. chromogeneksen aiheuttamassa utaretulehduksessa
havaittiin MAAn (maidon amyloidi A) pitoisuuksien vaihtelevan vuorokauden ajan
mukaan (Simojoki ym. 2008) ja kohoavan edelleen vaikka bakteeri oli jo eliminoitunut.
E. colin aiheuttamaan utaretulenhdukseen verrattuna, MAA pitoisuudet ovat S.

chromogeneksella sata kertaa alhaisempia (Simojoki ym. 2008).

6. KNS AIHEUTTAMAN UTARETULEHDUKSEN HOITO

Koagulaasinegatiivisiin stafylokokkeihin kohdistuva tutkimus ei ole vield niin pitkallg,
ettd niiden aiheuttaman infektion hoitoon voitaisiin antaa yksiselitteisia ohjeita, eika
niiden aiheuttaman infektion kliinisessd kuvassa tai paranemisessa ole pystytty

osoittamaan eroavaisuuksia (Simojoki ym. 2005, Taponen ym. 2005, Jarp 1991).

KNS-mastiittia on pidetty ohimenevénd, itsestddn paranevana infektiona. Piilevét
utaretulehdukset ovatkin usein jatetty hoitamatta, tai hoidettu esimerkiksi tihedn lypsyn
avulla. Spontaanisti paranevien infektioiden osuus on vaihdellut maailmalla
tuotantovaiheen mukaan Vvalilla 15 - 72 % (Timms & Shultz 1987, Wilson ym. 1999).
Taposen ym. (2006) tutkimuksessa spontaanisti parantui 46 % eldimistd. Uudet
tutkimukset ovat osoittaneet useiden KNS-lajien persistoivan utareessa pitkid aikoja,

jopa koko laktaatiokauden ajan (Taponen ym. 2007, Aaresrup & Jensen 1997, Aarestrup
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ym. 1999, Thorberg ym. 2006). Samoja kantoja on loytynyt sekd ohimenevistd, ettd
persistoivista infektioista (Taponen ym. 2007).

Tulosten perusteella on arvioitu, ettd S. epidermidiksen tai S. chromogeneksen
aiheuttamissa utaretulehduksissa antibioottihoidon kaytto ei olisi kovin jarkevaa niiden
ohimenevén infektioluonteensa takia (Aaresrup & Jensen 1997). Taposen ym. (2007)
tutkimuksessa kokonaisuudessaan yli puolet KNS:n aiheuttamista utaretulehduksista oli
pysyvid, ja suurin osa lehmistd pysyi infektoituneina koko tuotantokauden ajan
(Taponen ym. 2007). Jatkuvasti KNS:a erittdvat lehmat, joita ei ole pantu umpeen, tai
hoidettu antibiootein, muodostavat riskin tartunnan levidmiseen (Simojoki ym. 2005),

joten persistoivien infektioiden hoitoon antibiooteilla olisi selked indikaatio.

Rutiininomaiset ennen poikimista annettavat antibioottihoidot (Oliver 2003) eivét tule
kyseeseen, mutta lypsykauden alussa diagnosoidun piilevan utaretulehduksen hoito
antibiooteilla voisi olla suositeltavaa, mik&li ennuste paranemisen ja soluluvun

normalisoitumisen suhteen on hyvé (Simojoki 2005).

Intramammaari- ja parenteraalihoidon tehokkuutta KNS-tulehdusten hoidossa ei ole
vertailtu, mutta molemmilla tavoilla on saatu hyvia tuloksia (Pyorala & Pyo6rala 1998,
Taponen ym. 2003, Simojoki 2005). Penisilliiniherkkien stafylokokkien MIC-arvot ovat
alle 0,03 — 0,12 ug/ml (Pitk&la ym. 2004), joten injektiona annetulla penisilliinill4
saavutetaan utareessa tarvittavat pitoisuudet, vaikka penisilliinit levidavétkin elimistossa
huonosti (Pyorala ym. 2004). Intramammaarihoidon etuna on mikrobildadkkeen
vahéisempi kulutus, kun hoito kohdistetaan suoraan utareeseen ja maitotilaan, sek&

elainystavallisyys, koska pistoksesta aiheutuva Kipu véltetaan (Pyorala ym. 2004).

Hoidon pituudeksi riittdd kolme vuorokautta (Pyorélda ym. 2004). Lypsykaudella
antibiooteilla hoidettujen KNS-tulehdusten paranemisprosentit ovat olleet hyvia
(Wilson ym. 1999), jopa 85,9 % (Taponen ym. 2006). Paranemistulokseen vaikuttavat
paitsi kaytetty antibiootti ja hoidon pituus, myos KNS-kannan kyky tuottaa R-
laktamaasia (Simojoki ym. 2005). Taposen ym. (2006) tutkimuksessa myos

beetalaktamaasipositiivisista, antibiootein hoidetuista eldimista kuusi yhdeksasta parani.

Jos KNS-mastiittia 1ahdetddn hoitamaan antibiooteilla, kaytettdvaksi suositellaan -

laktamaasinegatiivisille KNS:lle ensisijaisesti G-penisilliinihoitoa paikallisesti (Evira
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2010), ja PB-laktamaasipositiivisille ensisijaisena hoitona umpeuttaminen tai elédimen
karsinta ja toissijaisena  hoitona  Kkloksasilliini- tai  linkosamidivalmistetta
paikallishoitona  herkkyysméérityksen  perusteella (Evira 2010). Riittavéksi
herkkyysmaaritykseksi katsotaan betalaktamaasitestaus (Simojoki ym. 2005).

Koagulaasinegatiivisilla stafylokokeilla on kiisteltyjd ominaisuuksia kyvyssé suojata
utaretta vakavampia infektioita aiheuttavia utaretulehdusbakteereja vastaan. Kyky
perustuu bakteriosiinien, eli bakteerin itsensd muodostamien antimikrobiaalisten,
muiden bakteerien kasvua inhiboivien proteiinien, tuottoon (Coelho ym. 2007, dos
Santos Nascimento ym. 2005, DeVliegher ym. 2004). Matthewsin ym. (1990)
tutkimuksessa todettiin luonnollisesti tarttuneen S. chromogeneksen suojaavan utaretta
S. aureukselta. Tama herétti kysymyksen, onko S. chromogeneksen hoitaminen

jarkevad, jos se ehkaisee S. aureuksen aiheuttamaa infektiota?

Donovan ym. (2006) tutkivat S. aureuksesta eristettyd bakteriofagi phill tuottamaa
endolysiinid ja sen  vaikutusta  kasittelemattomaadn S.  aureukseen ja
koagulaasinegatiivisiin stafylokokkeihin. He havaitsivat endolysiinin hajottavan S.
aureus- ja KNS (S. epidermidis, S. simulans, S. chromogenes, S. hyicus, S. warneri ja S.

xylosus) —soluja (Donovan ym. 2006).

Taustalla bakteriosiini- ja bakteriofagitutkimuksissa on ajatus tehdd niista
utaretulehduksen hoitoon kéytettavid, antibioottihoitoja korvaavia tai niitd tukevia
valmisteita. Néiden kayttd utaretulehduksen hoidossa vaatii kuitenkin viel& rutkasti in

vivo —kokeita.

7. KNS AIHEUTTAMAN UTARETULEHDUKSEN EHKAISY

KNS-infektioiden ehkéisyssa erittain tarkeitd ovat olosuhteet: siisti ja puhdas ympéristo
jo sindlldaan ehkaisee patogeenien olemassaoloa ja madaltaa tautipainetta. Likainen
parsi, johon on valunut maitoa, tarjoaa otollisen alustan bakteerien kasvulle, seka

tilaisuuden bakteereille siirtya utareeseen.
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Sampimon ym. (2009) tekemdssa tutkimuksessa Kartoitettiin ensimmaistd kertaa
Hollannin KNS-prevalenssia, ja myos siella KNS:n todettiin olevan yleisin maidosta
eristetty patogeeniryhmé. Samalla he tutkivat kyselylomakkeen avulla navetoiden
yleisid tiloja (navettamuoto, ilmastointi, alusmateriaali jne.), hygieniaa (mm.
poikimakarsinan pesutiheys), ruokintaa, lypsykaytantoja seka utaretulehdusten hoitoja
ja niiden merkitystd KNS:n aiheuttaman utaretulehduksen syntyyn. Tilastollisesti
merkittdvia riskitekijoitd saada KNS-infektio olivat kesdlaidunnus (karpaset),
juomaveden laatu, ja mm. umpilehmien pito vain yhdessa ryhméassé (Sampimon ym.
2009.) Tiineiden hiehojen tiedetddn olevan alttiimpia KNS-infektiolle kuin vanhempien
lehmien, joten etenkin hiehojen olosuhteisiin, ruokintaan ja hyvinvointiin tulisi

kiinnitt44 huomiota (Pyorala & Taponen 2009).

Vedinkastoaineiden kaytolla pyritddn ehkaisemaan bakteeritartuntoja sekd hoitamaan
rasitukselle joutuvan vetimen ihoa (Pitkala ym. 2005). Vedinkaston k&yton lopettamisen
on havaittu lisddvan nimenomaan KNS:n sek& Corynebacterium boviksen aiheuttamia

utaretulehduksia (Pyorala & Taponen 2009).

Umpeenpanohoito toimii utaretulehduksen ehkaisykeinona parhaiten tartunnallisia
patogeeneja vastaan (Pyorala ym. 2004b). Nykysuosituksena kaikki soluttavat (yli
200 000 kpl/ml) ja etenkin koagulaasinegatiivisten stafylokokkien infektoimat lehmat
kannattaisi hoitaa umpeenpanon yhteydessa (Pyorald ym. 2004Db).

KNS:n taudinaiheutuskyky on matala, joten KNS-infektion ehk&isyssad yksi
tarkeimmistd seikoista on lehmén ja sen utareen hyvéan vastustuskyvyn vyllapito
(Simojoki ym. 2005). Sorkkien ja jalkojen kunto vaikuttaa vélillisesti vedinpolkemien
kautta myo6s utareterveyteen. Liséksi utareiden ja jalkojen mahdollisten haavojen
hoidosta tulee huolehtia. Lypsytekniikan taytyy olla hygieenista ja lypsykoneen tulee
olla asianmukainen ja toimiva, ettei vetimen pdihin aiheuteta tarpeettomia vaurioita
(Haltia ym. 2006). @sterasin ym. (2006) tutkimuksessa havaitun KNS-infektioiden
méaaran kasvun arveltiin johtuvan osittain huonolaatuisemman ja véhemman E-
vitamiinia sisaltdvan rehun aiheuttamasta lehman puolustuskyvyn heikkenemisesta
(Dsteras & Sglvergd 2006). Ruokinnalla on epasuora yhteys utareterveyteen, ja

hyvélaatuisella ruokinnalla voidaan ehkéista myos utaretulehduksia.
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Suomessa on ollut jarjestelmallistd utaretulehduksen vastustusta jo vuosikymmenia, ja
ponnistelut  nayttavat  tuottavan  tulosta  (Pitkdla ym.  2004). Hyva
terveydenhuoltosuunnitelma ja selked utareterveyssuunnitelma ovat parhaat tyokalut
karjan KNS-ongelman ratkaisemisessa (Simojoki ym. 2005). Jatkuvasti lisdantyvé tieto
KNS-lajeista, niiden etiologiasta, patogeneesistda ja virulenssieroista antaa
mahdollisuuden suunnitella yh& tehokkaampia ja jarkevampid hoitomuotoja, seka

ennaltaehkaisystrategioita KNS:a vastaan.
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11 KOKEELLINEN OSUUS

1. TUTKIMUKSEN TARKOITUS

Taman tutkimuksen tarkoituksena oli vertailla kahden KNS-Iajin, S. simulansin ja S.
epidermidiksen, kykya tartuttaa utare, sekd tutkia niiden aiheuttamaa tulehdusvastetta

lehmassa.

2. AINEISTO JA MENETELMAT

Tutkimus tehtiin kevadn 2008 aikana Helsingin yliopiston tuotantoeldinsairaalassa,

Mantsalan Saarella.

Tutkimuksen metodina oli ns. cross-over -design, jossa kokeen aikana elédimelle tehdaan
kaksi tai useampia kokeellisia kasittelyja. Koemallille on tyypillistg, ettei siind ké&yteta
erillistd kontrolliryhmaa, vaan kontrollit ovat eldimessa itsessaan. Tekemdssdmme
kokeessa jokaiseen lehmé&&n tartutettiin S. epidermidis ja S. simulans, toinen
ensimmaisessd ja toinen toisessa koeosuudessa. Yksi neljannes toimi aina
koeneljanneksend ja joku toinen kontrollineljanneksend. Koeneljannekset valittiin
satunnaisesti, kuitenkin niin, ettei tartutettua neljannesta endé otettu kontrolliksi, eika
samaa koeneljannestd tartutettu uudelleen. Jos infektio todettiin pysyvéksi viimeisell&
naytteenottokerralla, neljannes hoidettiin intramammaariantibiootilla (S. simulans
Carepen 600 mg prokaiinipenisilliini (Vetcare Oy Suomi) ja S. epidermidis Wedeclox
mastitis 1000 mg Kkloksasilliini (WDT, Garbsen, Saksa)). Valmisteet annosteltiin
infektoituneeseen neljannekseen kerran pdaivassd kolmen pdivan ajan. Paranemista
seurattiin paivind 11, 12 ja 13 hoidon jalkeen otetuilla bakteriologisilla naytteilld. Muuta

ladkitystd lehmat eivét kokeen aikana saaneet.

Helsingin yliopiston koe-eldinlautakunta myénsi eldinkokeeseen tarvittavat luvat.
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2.1 Eldaimet

Kokeessa oli mukana seitseman ayrshire-rotuista ja yksi holstein-friisilainen lehma.
Lehmat olivat syntyneet vuosina 2004 (2 kpl) ja 2005 (6 kpl), ja kaikki olivat poikineet
yhden kerran. Eldimet tulivat Saarelle kahdessa neljan eldimen ryhmassd, tammikuussa
2008 ensimmaiset nelja (ryhma 1) ja maaliskuussa 2008 toiset nelja (ryhma 11). Lehmia
pidettiin  koko kokeen ajan Saaren tuotantoeldinsairaalan potilasnavetassa,
vierekkaisissad parsissa. Parsissa oli parsimatot, sekd kuivikkeena runsas maara
kutterinpurua. Lehmat ruokittiin tuotoskauden vaihetta vastaavasti, suomalaisten
ruokintasuositusten mukaan. Vékirehua annettiin nelja kertaa paivassa, ja korsirehua
sekd vettd oli saatavilla vapaasti. Lehmat lypsettiin kaksi kertaa vuorokaudessa ja

lypsyjarjestys oli jokaisella lypsykerralla sama.

Saapumisen yhteydessa lehmille tehtiin perusteellinen kliininen tutkimus, ja lisaksi
utareen jokainen neljannes tutkittiin CMT-testilld. Kaikista neljanneksista otettiin
aseptiset maitondytteet, jotka viljeltiin lampaanveriagarille mahdollisen bakteerikasvun
toteamiseksi. Kaikki lehmat olivat saapuessaan kliinisesti terveitd. Ainoastaan Ulrikalla

(I1-ryhmd) havaittiin vahaista sierainvuotoa ja yskad saapumisen yhteydessa.

Jokaisen lehman neljdnneskohtaisten maitondytteiden soluluvut olivat ennen kokeen

alkamista alle 100 000 solua/ml, eika bakteerikasvua todettu.

2.2 Bakteerikannat

Tutkimuksessa kaytettiin kahta KNS lajia: S. epidermidista ja S. simulansia. Kannat
identifioitiin sekd APl Staph 32:lla (bioMerieux, Marcy létoile, France), ettd AFLP:n

avulla, ja ne todettiin yhtenevéisiksi keskend&n molemmilla tekniikoilla.

Kéyttdmiemme utaretulehdusta aiheuttavien KNS-lajien pesékemorfologia eroaa
hieman toisistaan. S. epidermidiksen pesdke on tyypillisesti vaalea ja alle 5mm
halkaisijaltaan. Hemolyysi on heikko tai sité ei ole ollenkaan. S. simulansilla pesakkeen
koko on halkaisijaltaan yli 5 mm, ja pesakkeen vari on harmahtava tai vaalea.

Hemolyysid ei ole tai se on heikko (Holt ym. 1994.)
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Kéyttdmamme KNS-bakteerikannat olivat eristetty vuosina 2004 - 2005, pysyvaksi
todetuista piilevista utaretulehduksista, kahdelta eri eldimeltd. S. epidermidis —kannan
aiheuttaman utaretulehduksen keskimaarédinen soluluku oli ollut 385 000 solua/ml
(154 000 - 1177 000 kpl/ml). Kanta oli myds beetalaktamaasipositiivinen eli resistentti
penisilliinille (Taponen ym. 2007). S. simulans -kannan aiheuttaman utaretulehduksen
keskimadaréinen soluluku oli ollut 1 054 000 solua/ml (356 000 - 2 269 000 solua/ml).
Kanta oli beetalaktamaasinegatiivinen, eli herkka penisilliinille (Taponen ym. 2007).
Kyseessda on samat kannat kuin Taposen ym. (2007) koagulaasinegatiivisten
stafylokokkien persistenssia kasittelevassd tutkimuksessa. In vitro -tutkimuksessa
(Hyvonen ym. 2009) kayttamillimme KNS-kannoilla todettiin  keskivertoa
voimakkaampi  kyky Kkiinnittyd ja tunkeutua ympéroiviin kudoksiin. Myos
jakaantumisnopeuden on todettu olevan korkeampi kuin muilla S. simulans ja S.

epidermidis -kannoilla (Hyvonen ym.2009).

3. TARTUTUSKOE

Kokeen  jarjestelyt perustuivat Simojoen ym. vuonna 2005 tekemé&én
pilottitutkimukseen, jossa he kokeellisesti tartuttivat S. chromogeneksen viiteen kerran
poikineeseen lehmaén, tutkien bakteerin aiheuttamaa vastetta lehmissa (Simojoki ym.
2008).

Tekemdmme tartutuskoe koostui yhteensd neljasta 21 vrk:n (-7 - +14 vrk) mittaisesta
jaksosta. Ensimmaiset nelja lehmaé olivat mukana kahdessa ensimmaisessé jaksossa, ja
loput neljd kahdessa viimeisessd jaksossa, siten, ettd jokaiseen lehmé&én oli loppujen

lopuksi tartutettu molemmat bakteerikannat.

Ennen tartutusta valittiin koeneljannes ja kontrollineljannes, joista otettiin sek& solu-
ettd bakteriologiset néytteet. Tartutus tehtiin péivand 0 klo 10.00 annostelemalla
koeneljannekseen 5,7 x 10° pesakettd muodostavaa yksikkoéa millilitrassa vastaava
méaara bakteeriliuosta. Kaytetty bakteerimadré oli paatetty aikaissmman tartutuskokeen
perusteella (Simojoki ym. 2008), ja sitéa lisattiin aiempaan kokeeseen verrattuna
selkedmman Kliinisen tulehdusreaktion aikaansaamiseksi. Vetimen p&a puhdistettiin
klorheksiidiinilla (Desinfektol-P, jossa 70p-% denat. A12t, Berner oy), jonka jalkeen
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bakteereita sisdltdva liuos annosteltiin ruiskulla vetimeen. VVetimen p&& suljettiin sormin

ja vedinta hierottiin, jotta bakteerit levidisivat utarekudokseen mahdollisimman hyvin.

3.1 Néytteenottoprotokolla

Néaytteenotto tapahtui kahtena ensimmaisend paivand neljda kertaa vuorokaudessa, ja
seuraavina paivina kaksi kertaa vuorokaudessa, aamu- ja iltalypsyn yhteydessa. Neljané
viimeisend vuorokautena ndytteet otettiin vain kerran vuorokaudessa aamulypsyn

yhteydessé (taulukko 1.).

Taulukko 1. Naytteenottoaikataulu. Paivamaarat paivinad ennen ja jalkeen tartutuksen

(péiva 0).
PVWM |2 -1 0 +1 +2 +3 +4 +5 +6 +7  +10 +14d
7:0002d -24h -3h +21h +45h +69h +93h +117h +141h +7d +10d +14d
10:00 TARTUTUS
13:00 +27h
14:00 +4h
16:00 +6h +30h +54h +78h +102h +126h
22:00 +12h +36h

Ensimmaiseksi jokaisella né&ytteenottokerralla utare puhdistettiin ja siitd otettiin
alkusuihkeet. Alkusuihkeiden jalkeen teimme CMT-testin. Ennen reagenssin lisddmista
arvioimme aistinvaraisesti maidon ulkon&on (vari, kokkareet, vetisyys). Taman jéalkeen
lisasimme solutestireagenssin ja arvioimme tuloksen asteikolla 1 - 5. Maidon
ulkonédkoarviot kirjasimme omin sanoin kaavakkeelle my6hemmin tehtévéa pisteytysta

varten.

CMT:n jalkeen otimme viralliset solundytteet, sek& koe- ettd kontrollineljanneksisté.
Néaytteet otettiin pieniin kannellisiin muovipurkkeihin, joihin oli etukéteen lisétty
séilontaainetabletit. Naytteet sdilytettiin jadkaapissa, ja l&hetettiin joka toinen pdivé
Valio Oy:n aluelaboratorioon tutkittavaksi fluorometrisella menetelmélla (Fossomatic).
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Solunaytteiden  jalkeen otimme aseptisesti ~maitondytteet sek& koe- etté
kontrollineljanneksista bakteeriviljelyd sekd maidon NAGaasi-aktiivisuusmaaritysta
varten. Lopuksi lehmat lypsettiin mittalypsykoneella (DeLaval) siten, ettd maitomadréat
saatiin mitattua neljanneskohtaisesti. Mittalypsy tehtiin pdiving -2 - +7 tartutuksesta.

Aseptisesti otetut maitonéytteet viljeltiin ndytteenoton jalkeen lampaanveriagarille
(Tammer-Tutkan maljat, Tampere, Suomi). Koeneljanneksen ndytteestd pipetoitiin
maljalle 100 mikrolitraa maitoa, ja levitettiin Kkertak&yttisella 10 mikrolitran
muovisilmukalla. Jos kasvun oletettiin olevan runsasta, laimensimme naytteet aina 10™
asti. Jokainen valmistettu vahvuus viljeltiin alkuperdisen naytteen lisaksi.
Laimennusnesteend kaytimme 0,9 % NaCl:a (Natriumklorid Braun 9mg/ml inj., B.
Braun Melsungen AG, Saksa). Viljelyn jalkeen maljojen annettiin kuivahtaa hetki
huoneenldamma@ssd, jonka jéalkeen ne siirrettiin ldmpokaappiin + 37 °C lampotilaan
vuorokaudeksi. Kontrollineljanneksista otetut ndytteet viljeltiin kuten edelld kerrottu,

mutta ndyteméaard oli vain 10 mikrolitraa.

Vuorokauden kestédneen inkuboinnin jalkeen maljat luettiin: bakteeripesakkeiden maaré
laskettiin, niiden ulkondk®é ja -muoto tarkasteltiin, ja mahdollisista poikkeavista
pesakkeista tehtiin jatkoviljelyt ja -tutkimukset. Kaikki tulokset kirjattiin ylos. Maljojen,
joilla kasvu oli huonoa tai epdméaaraista, annettiin kasvaa lampokaapissa vield toinenkin

vuorokausi uudelleentarkastelua varten.

Aseptisesti otetuista naytteistd pipetoitiin maitoa myo6s eppendorfputkiin. Putket
pakastettiin (-80 °C) jatkotutkimuksia mm. maidon NAGaasi-aktiivisuuksien mééritysta

varten.

Jokaisella naytteenottokerralla teimme lehmille my6s kliinisen tutkimuksen, jossa
arvioimme eldimen yleisolemuksen, ulosteen laadun, kuuntelimme potsidanet,
mittasimme ruumiinlammon ja sydanfrekvenssin, sekd kintereiden vélisen etéisyyden.
Liséksi palpoimme utareen, jolloin Kiinnitimme huomiota mahdolliseen turvotukseen,
palpaatioarkuuteen, kipuun ja kuumotukseen. Kaikki oireet arvioitiin aistinvaraisesti,

lukuunottamatta ruumiinldmp64 ja Kintereiden valisen etdisyyden mittausta.

Jaoimme oireet kolmeen eri kategoriaan: yleisoireisiin, paikallisoireisiin sek& maidossa
nékyviin muutoksiin. Kirjasimme tiedot ylés sanallisesti ja pisteytimme ne jalkeenpéin
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asteikolla 1 - 3, kdyttden my0s puolikkaita arvoja (1: ei yht&én tai vahaisia muutoksia,
3: vakavia tai voimakkaita muutoksia). Samaa pisteytysmetodia kdytettiin Simojoen ym.

pilottitutkimuksessa (Simojoki ym. 2008)

Yleisolemus arvioitiin  joko normaaliksi (1), nuutuneeksi (2) tai vakavasti
depressoituneeksi (3). Ruokahalua ja ulostetta arvioitiin seuraavasti: normaali ruokahalu
ja uloste (1), heikentynyt ruokahalu/ripuli (2), ei sy6/voimakas ripuli/ei ulostetta (3).
Potsin auskultaatio arvioitiin normaaliksi (1), heikentyneeksi (2) tai ei aania (3).

Sydanfrekvenssi oli normaali (1), kohonnut (2) tai erittéin nopea (3).

Utareen arvioinnissa normaalia (arvo 1) kuvasi kovuudeltaan normaalin tuntuinen utare,
jossa ei havaittu turvotusta tai kipua. El&in ei myOsk&&n saanut aristaa utareen
tunnustelua, neljannes ei saanut olla kutistunut eik& sen pintalampétilassa voitu havaita
muutoksia. Arvon 2 sai utare, jossa tunnustellen havaittiin kohtalaista kovuutta, tai
paikallisia kovettumia, kohtalaista turvotusta, aristusta, kohtalaista pintalampotilan
nousua tai kutistumista. Jos utare tuntui kauttaaltaan kovalta, pintalampdtila oli selvésti
noussut tai laskenut, utare oli voimakkaasti turvoksissa tai kutistunut, tai utare oli niin

Kiped, ettd sen tunnustelu aiheutti potkimista, sille annettiin arvo 3.

Maidon aistinvaraiseen arviointiin kuului maidon ulkonddn arviointi sekd CMT
(tulokset kohdassa maidon solupitoisuudet). Maito oli koostumukseltaan joko normaalia
(1), voimakkaan vetistd/kellertavéa tai sisélsi hieman kokkareita(2). Jos maito oli heraa

tai siind oli runsaasti kokkareita, se arvioitiin voimakkaasti muuttuneeksi (3).

Lisdksi otimme verindytteet muita madaritettdvia analyysejd, kuten SAA:ta varten.
Verindytteistd sentrifugoitiin seerumi erilleen ja se pakastettiin -80 °C syvéjdahan
my6hempid analyyseja varten. SAA:n maééritys tapahtui mydéhemmin kaupallisella

testimenetelméll& (Tridelta Development, Wiclow, Ireland).

Verindytteiden ottoa varten lehmille oli asetettu kanyylit Vena jugularikseen.
Kanyloimalla pyrittiin valttdmaan turhaa verindytteen ottamisesta aiheutuvaa toistuvaa
kipua. Elaimet kanyloitiin v. jugularikseen normaaliprotokollan (karvojen ajo,
desinfiointi, paikallispuudute) mukaan. Kanyylind kéytettiin siihen soveltuvaa pehmeéa
ja taipuisaa silikoniputkea. Kanyyliletku pujotettiin v. jugularikseen neulan avulla, ja

kiinnitettiin ihoon muutamalla tikilla. Paalle kiedottiin itsekiinnittyvad haavateippia.
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Verindytteenoton yhteydessa kanyylista vedettiin ensin noin 10 ml verta, jotta kanyyli
puhdistuisi. Sen jalkeen otettiin naytteeksi verta 20 ml ruiskuun, ja ndytteenoton jalkeen
kanyyliin ruiskutettiin 3 - 4 ml hepariinia. Mikali kanyyli oli vioittunut tai lahtenyt irti,
verindytteen otto tapahtui v. jugulariksesta perinteisesti joko vakuumilla tai

avomenetelmalla. Veri siirrettiin ruiskusta 10 ml seerumiputkiin.

4. TULOKSET

Kaikki lehmaét, jotka tartutettiin, infektoituivat. Molemmissa tartutuksissa oireet
vaihtelivat lievista kohtalaisiin, mutta lehmakohtainen vaihtelu oli huomattavaa.

4.1. Bakteerit

S. epidermidiksen alheuttama  tulehdusreaktio oli bakteerimaarallisesti
voimakkaimmillaan 4 - 6 tuntia tartutuksen jalkeen seitsemélld lehméllad kahdeksasta
(vaihteluvali 2000 - 580 000 pmy/ml). + 12 tuntia tartutuksesta bakteerien maara putosi
Jo murto-osaan edellisestd mittauksesta (vaihteluvali 40 - 5200 pmy/ml). Yhdella
lehmalld (Umosan) bakteerien lisddntyminen havaittiin lievana (280 pmy/ml) vasta + 20
tuntia tartutuksen jalkeen. Bakteerikasvua ei tdman jalkeen Umosanilla havaittu ennen

paivaa + 14 (9900 pmy/ml) jolloin bakteerimé&érat olivat korkeimmillaan.
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= Ulpukka = Umosan Tove Tipsa

Kuva 1. S. epidermidiksell& tartutettujen lehmien maidon bakteerimaarat pmy/mi.
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S. epidermidis aiheutti bakteeriviljelyiden perusteella pysyvéan infektion viidelle
lehmalle. Viimeisessa bakteeriviljelyssa bakteeriméérat vaihtelivat 770 ja 9900 pmy/ml
valilla. Kolme lehmda parantui S. epidermidiksestd tdysin koejakson aikana.
Parantuneista Umbra ja Ulpukka olivat péaéasseet eroon infektiosta jo + 54 tuntia
tartutuksen jalkeen. Kolmannen koejakson aikana parantuneeksi todetun lehman (Tipsa)

bakteerierityksen todettiin loppuneen vasta 14 paivéa tartutuksen jalkeen (kuva 1).

S. simulansin aiheuttama bakteerimadrien nousu maidossa oli myds voimakkaimmillaan
4 - 6 tuntia tartutuksesta. Bakteerikasvu, mitattuna pmy/ml, oli kuitenkin huomattavasti
runsaampaa kuin S. epidermidiksella tartutettujen lehmien maidossa, ja havaittiin
voimakkaana kaikilla kahdeksalla lehmall (hajonta 6500 - 4 714 000 pmy/ml)(kuva 2).
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—_ — e —
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. X
«© 10
: NZ N\ _
'5 96 144 192 240 288 336 384 432 480
g
=
m Aika tartutuksesta/h
e UNSSI = mbra e ntuva e J|rika
= UIpukka = Jmosan Tove Tipsa

Kuva 2. S. simulansilla tartutettujen lehmien maidon bakteerimaarat pmy/ml.

Ainoastaan kaksi eldintd parani S. simulans -tartutuksesta (Umosan ja Umbra), muilla
todettiin pysyva tartunta koejakson lopussa (hajonta viimeiselld néytteenottokerralla
370 - 7600 pmy/ml). S. simulansin bakteeriméarien vaihtelu oli lehmakohtaisesti suurta
ensimmaisen viikon aikana. Osalla lehmistd (Untuva, Tove, Ulpukka) bakteerikasvua ei
havaittu endd muutaman vuorokauden kuluttua tartutuksesta, mutta bakteerimaarat

nousivat jalleen koejakson lopussa merkittavasti, yli 1000 pmy/ml.4.2 Oireet
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Kaikilla lehmilla havaittiin joko lievia tai kohtalaisia systeemisid oireita. Yleisoireissa,
eli ruokahalun muutoksissa, potsin toiminnassa, ulosteen laadussa, sydanfrekvenssissa

tai kintereiden valisessé etaisyydessé ei havaittu merkittdvid muutoksia.

4.2.1 Ruumiinlampd

Elainten ruumiinlammaot nousivat noin 4 h tartutuksen jélkeen riippumatta siit4, kumpi
bakteerilaji oli kyseessd, ja 21 h kuluttua tartutuksesta kaikkien lehmien ruumiinldmmaot
olivat normalisoituneet, eivatkd end& nousseet riippumatta siitd, oliko maitonaytteissa

havaittavissa bakteerikasvua vai ei.

S. epidermiksen aiheuttamat muutokset ruumiinlammossa olivat lievempid kuin S.
simulansin aiheuttamat muutokset. S. epidermidikselld tartutettaessa ruumiinlampd
nousi eniten Untuvalla, Ulpukalla ja Tipsalla, ldhelle +40 °C. S. simulans aiheutti
radikaalimmat ruumiinldammaon nousut 4 - 21 h tartutuksesta, jolloin osalla lehmista

ruumiinld@mpd nousi yli 40 °C (Untuva, Ulpukka, Umosan).

Helmikuun tartutuksen jalkeen Ulpukka, johon oli tartutettu t&lléin S. simulans, loi
vasikkansa, joten emme voi olla varmoja kuinka paljon enemmén kohtutulehdus nosti
kyseisen eldimen ruumiinlampdd kuin mitd S. simulans olisi nostanut. Luomisen
aiheutti Evirassa tehdyn tutkimuksen mukaan Bacillus cereus —bakteeri, joka on yleinen

luomisen aiheuttajabakteeri naudoilla.

Ruumiinlampojen keskiarvot
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Kuva 3. S. epidermidiksen ja S. simulansin aiheuttamat ruumiinlampdjen vaihtelut

tartutuskokeiden aikana.
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4.2.2. Utareen ja maidon arviointi

S. epidermidikselld tartutetuilla eldimilla + 12 tuntia tartutuksen jalkeen kaikissa
kolmessa muuttujassa, utareen arkuudessa ja lampotilassa, turvotuksessa, seka maidon
ulkon&dssa havaittiin selvia muutoksia verrattuna normaalitilaan. Keskimaarin oireet
saivat talloin arvon kaksi, palautuen + 27 tunnin jalkeen taas lahelle alkuperdista tilaa
(arvol). + 36 tuntia tartutuksesta etenkin utareen arkuuden ja pintalampdtilan oireilu
palasi (arvo 2,5). My0s turvotus ja maidon ulkondkd muuttuivat (arvo 2). Viisi paivaa
tartutuksen jalkeen jokainen mitattu muuttuja oli laskenut 1dhelle normaalitasoa (arvol),
kunnes palpaatioarkuus, turvotus ja utareen pintalampdétila kohosivat kolmannen kerran
+ 141 h tartutuksesta(arvo 2) (kuva 4.).

S. simulansilla tartutettaessa oireisto oli selkedmpi. +6 h tartutuksesta utareen
palpaatioarkuus, lampdétila sekd turvotus nousivat korkeimpaan mahdolliseen arvoon
(3). Turvotus laski huomattavasti reilun vuorokauden kuluttua, ja utare normalisoitui
+78 h tartutuksen jalkeen. Koejakson lopulla oli havaittavissa uudestaan lievia
utaremuutoksia. Maidon ulkondkd alkoi muuttua vasta + 21 h tartutuksesta (arvo 2)
ollen koholla kokeen keskivaiheen ajan. Maidon ulkondkd normalisoitui + 93 h

tartutuksesta (kuva 5.)

Utareen ja maidon aistinvarainen arviointi (S. epidermidis)
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Kuva 4. Utareen palpaatioarkuus ja lampdtila, turvotus, sekd maidon ulkondko
aistinvaraisesti arvioituna ja pisteytettyna asteikolla 1 - 3. Tartutusbakteerina S.
epidermidis.
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Utareen ja maidon aistinvarainen arviointi (S. simulans)
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aika tartutuksesta/h
— Utareen palpaatioarkuus ja lampd  ==Turvotus Ulkon&ako

Kuva 5. Utareen palpaatioarkuus ja lampdtila, turvotus, sekd maidon ulkondko
aistinvaraisesti arvioituna ja pisteytettyna asteikolla 1 - 3. Tartutusbakteerina S.

simulans.

4.3 Maitoméaara

Neljanneskohtaiset maitomadrat mitattiin mittalypsylaitteella péivind 1 - 7 vuorokautta
tartutuksen jalkeen kaksi kertaa pdivassd, aamu- ja iltalypsylla. Kummankin KNS-
bakteerilajin infektoimien neljannesten maitoma&aria verrattiin keskendédn. Liséksi
neljannesten maitomadristd laskettiin  suhdeluku: koeneljanneksen maitomaara
verrattuna kontrollineljanneksen maitoméardén (kuva 6). Talla yritettiin minimoida
virhettd, joka aiheutuu siitd, ettd takaneljannekset tuottavat yleensd enemman maitoa

kuin etuneljannekset.

Maitomadrét laskivat heti tartutuksen jalkeen riippumatta infektion aiheuttaneesta
bakteerista. S. epidermidiksella tartutettujen lehmien maitoma&rat laskivat
maltillisemmin verrattuna S. simulansilla tartutettujen eldinten lypsamiin maitoméariin,
kuitenkaan tilastollisesti merkittavaa eroa ei lajien valille saatu (Simojoki ym. 2011).
Esimerkiksi Umosanilla S. simulansin vaikutuksesta maitomaéra putosi 2,7 litrasta
(mitattu aamulypsylla -2 vrk tartutuksesta) 0,5 litraan (aamulypsy +1 vrk tartutuksen
jalkeen). Seitsemén paivaa tartutuksen jalkeen yhdenk&én eldimen maitoméaara ei ollut

palautunut samalle tasolle kuin ennen tartutusta, riippumatta bakteerilajista.
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—S.epidermidis koeneljannes===S.simulans koeneljannes
—3. epidermidiskeskiarvo  ==S.simulans keskiarvo

— 3. epidermidis koe:kontrolli =—S.simulans koe:kontrolli

Kuva 6. S epidermidiksella ja S. simulansilla tartutettujen koeneljannesten maitomaarat,

niiden keskiarvot, sek& suhdeluvut verrattuna kontrollineljanneksiin, paiving -2 - +7 vrk.

4.4 Maidon solupitoisuus

Molemmat bakteerilajit aiheuttivat selkeat muutokset maidon solupitoisuuksissa
arvioituna CMT:n avulla. S. epidermidis aiheutti enemman hajontaa tuloksiin, ja CMT
arvioitiin arvojen 4 ja 5 vadlille vaihtelevasti +12 - 54 h tartutuksesta. Umosan ei
reagoinut yhtd voimakkaasti tartutukseen solupitoisuudella mitattuna, ja CMT-arvo kavi
korkeimmillaan vain arvossa 3.5 (+ 27 h tartutuksesta). S. simulans -tartutuksessa

soluluku sai arvon 5 jokaisella lenméll& 12 h sisalla tartutuksesta (kuva 7).

S. epidermidikselld tartutettujen lehmien solupitoisuudet laskivat lahelle CMT-arvoa
yksi koejakson lopussa, mutta kummallakin KNS-lajilla tartutettaessa keskiarvot
viimeisend koepéivand (+14 d) olivat kaksi, eli maidon solupitoisuus ei palautunut
lahtotasolle kokeen aikana (kuva 7). Solutestin arvo 2 tulkitaan yleensd olevan noin
100 000 - 250 000 solua/ml.
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Kuva 7. S. epidermidiksen ja S. simulansin aiheuttamat CMT:n avulla mitatut

solupitoisuudet tartutuskokeen aikana.

Solumé&érien tarkat arvot mitattiin Valio Oy:n laboratoriossa. Molemmat bakteerit
aiheuttivat somaattisten solujen radikaalin nousun maidossa kuusi tuntia tartutuksen
jalkeen (kuva 8). S. epidermidiksen solut olivat korkeimmillaan (481 000 - 26 092 000
/ml) + 27 ja +36 h tartutuksesta, puolittuen + 45 tuntiin mennessa. S. epidermidiksella
tartutettujen koeneljdnnesten soluluvut laskivat lahtotasolle (alle 100 000/ml) vain
kahdella lehméllg, Ulpukalla ja Towvella. Ulpukka parantui tartutuksesta, mutta

soluluvun alenemisesta huolimatta Tovelle jai pysyva infektio.

S. simulansilla tartutettujen lehmien maidon soluluvut nousivat + 12 tuntiin asti kuten S.
epidermidiksell&kin tartutettujen, mutta jatkoivat nousuaan aina keskiarvoltaan 16 000
000 soluun/ml (+27 h) (vaihteluvali 7 500 000 — 26 899 000/ml). Solupitoisuudet
laskivat tasaisesti kokeen loppua kohden, paatyen ldhes normaalitasolle (30 000 -
371 000/ml). Vain Tipsan, Ulrikan ja Umbran soluluvut olivat laskeneet alle 100 000/ml
viimeisen naytteenoton aikana huolimatta siitg, ettd niiden infektiot todettiin pysyviksi
(kuva 2).

Kummassakin tartutuksessa kontrolleiksi valittujen neljannesten solupitoisuudet
pysyivét alle 100 000 solua/ml (kuva 8).
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Kuva 8. S. epidermidiksella ja S. simulansilla tartutettujen koe- ja kontrollineljannesten
somaattiset soluluvut (SCC).

4.5 NAGaasi (N-asetyyli-beta-D-glukosaminidaasi)

Maidon NAGaasi-aktiivisuus nousi molempien bakteerilajien aiheuttamana +12 h
kohdalla (kuva 9). S. epidermidiksen aiheuttamassa tulehduksessa maidon NAGaasi-
aktiivisuus oli huipussaan + 21 h (6,83) ja + 27 h (7,18) tartutuksesta. Aktiivisuudet
laskivat lahes samalle tasolle kuin mita olivat ennen kokeen alkua (vaihtelu 0, 349 - 0,
775 viimeisessé ndytteenotossa).

S. simulansin aikaansaama maidon NAGaasi-aktiivisuuden nousu tulehduksen aikana
oli yli kaksinkertainen verrattuna S. epidermidiksen aiheuttamaan (kuva 9). Arvot olivat
huipussaan + 21 h tartutuksesta (17,17) ja + 30 h (16,00) tartutuksesta. Maidon
NAGaasi-aktiivisuudet laskivat taman jalkeen ldhes laht6tasolleen, ja viimeisella
naytteenottokerralla arvot olivat normaalit (0,27 — 1,08). S. simulansilla tartutettujen
eldinten maidon NAGaasi-aktiivisuudet séilyivat lahes kaksinkertaisina verrattuna S.
epidermidiksella tartutettuihin (+ 12 h - + 168 h)(kuva 9).
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Kuva 9. S. epidermidiksen ja S. simulansin aiheuttamat maidon NAGaasi-

aktiivisuuksien muutokset koeneljannesten maitonaytteissa.

5. POHDINTA

Koagulaasinegatiivisista stafylokokeista on viime vuosina tullut yhd yleisempi ja
merkittdvampi utaretulehdusta aiheuttava bakteeriryhma (Pitkald ym. 2006, Pyoréld &
Taponen 2009, Tenhagen ym. 2006). Tutkimustiedon lisdantyessdé on havaittu
koagulaasinegatiivisten stafylokokkien korostunut merkitys etenkin niilla tiloilla, joilla
vakavampien mastiittipatogeenien esiintyvyys on saatu alenemaan. Maidontuottajien
kiinnostus KNS:a kohtaan on lisd&ntynyt, koska tavoitteena on tuottaa mahdollisimman
korkealaatuista maitoa paremman hinnan vuoksi ja vaikkei vakavia yleisoireita KNS-
utaretulehduksissa usein havaitakaan, maidon lehmakohtaiset solupitoisuudet voivat
nousta huomattavasti (Taponen ym. 2007, Simojoki ym. 2008). KNS-infektioden on
havaittu olevan nimenomaan hiehojen tai kerran poikineiden lehmien ongelma ja
utaretulehdus heti tuotosuran alussa alentaa paitsi kyseisen tuotoskauden maitomaaréa,

se voi my6s vaikuttaa lehmén elinikaistuotokseen (Pyoralad & Taponen 2009).

KNS:n aiheuttaman utaretulehduksen aiheuttama kliininen kuva on lievé ja vasteet ovat
kovin lehmékohtaisia. Tdmd on havaittu niin spontaanisti sairastuneiden lehmien
kohdalla, kuin kokeellisissakin tartutuksissa mm. lampailla (Winter & Colditz 2002,
Winter ym. 2003) sek& Simojoki ym. (2008) pilottitutkimuksessa lehmilla.
Tekeméssdmme  tartutuskokeessa  k&ytimme  tartutukseen  verrattain  suurta
bakteerimaarad, jotta saisimme vasteet mahdollisimman hyvin esille. Kaikki tartutetut
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lehmat infektoituivat, ja kaikilla havaittiin Kkliiniset vasteet, vaikka tartutukseen
kaytettiinkin piilevista utaretulehduksista eristettyja bakteerikantoja.

Myo0s tésséd tutkimuksessa tulehdusvasteissa oli huomattavia lehmékohtaisia eroja.
Esimerkiksi Ulpukka ja Untuva vastasivat tartutukseen korkealla kuumeella,
rilppumatta bakteerilajista. Ulpukan utareessa havaittiin my6s voimakkaat muutokset
hyvin varhaisessa vaiheessa kummallakin tartutuskerralla. Ulpukka tartutettiin
ensimmaiselld kerralla S. epidermidikselld, josta se parantui spontaanisti. Vaikka
Ulpukan vaste oli vield hieman voimakkaampi S. simulans -tartutuksessa, infektio jai
pysyvéksi. Untuvalle puolestaan jai molemmista tartutuskerroista pysyva tartunta,
vaikka sen tulehdusvaste oli merkittdvd. Herédd kysymys, olisivatko toisten
tartutuskertojen vasteet poikenneet nyt havaituista, mik&li lehmat eivat olisi olleet
infektoituneina muutamaa viikkoa aiemmin? Onko lehman elimiston tulehdusvaste
lievempi tai voimakkaampi sen sairastuessa pian edellisen infektion jalkeen riippumatta

bakteerista, vai onko se aina pelk&staén bakteerikohtainen?

Kaikilla lehmilld ndkyva akuutti infektiovaste oli Iyhyt ja ruumiinlammot
normalisoituivat vuorokaudessa. = Muutokset utareessa, maidon ulkonddssad seka
soluluvussa kestivat useita péivia, eivatka esimerkiksi maidon soluluvut palautuneet
kokeen aikana lainkaan l&ht6tasolleen (CMT). Maidon soluluvut laskivat alle 100 000
solun/ml vain muutamalla lehmalld, ja osalla niistékin todettiin pysyva infektio. Maidon
NAGaasi-aktiivisuus korreloi hyvin t&ssé tutkimuksessa somaattisten solujen kanssa.
Ainoa ero oli, ettd S. simulansin aikaansaamat muutokset maidon NAGaasi-
aktiivisuudessa olivat lahes kaksinkertaiset verrattuna S. epidermiksen aiheuttamiin

aktiivisuuksiin.

Maitomaarat eivét palautuneet kokeen aikana lahtotasolle yhdellak&én lehmalla. Nama
tulokset tukevat aikaisempia tutkimuksia ja ajatuksia siitd, ettd KNS:n aiheuttamien
tulehdusten vaikutukset maidon laatuun ja maardan voivat olla pitkdaikaisia ja

merkityksellisia (Gréhn ym. 2004, Pyorala & Taponen 2009).

Bakteerien eliminaatiossa oli myds suuria lehmakohtaisia eroja. Yhteinen piirre oli
bakteeriméarien voimakas kasvu pmy/ml ensimmdisten 4 - 6 tunnin jalkeen
tartutuksesta, riippumatta KNS-lajista. Bakteerien suuri maaré aiheutti ruumiinlammaon

nousun jokaisella koe-eldimella: toisilla lievan, toisilla jopa +41,2 °C. Kun kuume laski,
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my0s bakteerimdérat olivat pudonneet murto-osaan korkeimmista lukemistaan.
Poikkeuksen edelld mainittuun teki Umosan, jolla S. epidermidis —tartutuksen
yhteydessa bakteerikasvu (9 900 pmy/ml) havaittiin vasta pdivana 14 ja jai pysyvéksi.
Umosanilla ei myodsk&én ollut kuumetta koko S. epidermidis tartutuksen aikana. S.
simulans -tartutuksessa Umosan nosti + 41,2 °C kuumeen, ja parani kokonaan
infektiosta + 96 tuntia tartutuksesta. Koska jokainen koe-eldin sai samat annokset
bakteeriliuosta ja samat KNS-kannat, tdmé&n kokeen perusteella lehmén oma

puolustuskyky nayttéisi olevan erittédin merkityksellinen KNS-infektion torjumisessa.

S. epidermidis —tartutuksista viidelld lehmallda kahdeksasta todettiin kokeen lopussa
pysyva infektio. S. simulans -tartutuksissa kuudelle lehmalle kahdeksasta jai pysyva
infektio. KNS-tutkimuksissa juuri ndmé kaksi lajia ovat aiheuttaneet pysyvia infektioita
lehmille, eli jadneet persistoimaan utareeseen (Taponen ym. 2007, Thorberg ym. 2006).
Kéyttamamme kannat olivat eristetty Taposen ym. (2007) tutkimuksesta, joten
tartuntojen pysyvyys oli odotettavissa. Samoilla KNS-kannoilla on todettu keskivertoa
kantaa voimakkaampi kyky kiinnittyd ja tunkeutua ympéaroiviin kudoksiin (HyvOnen
ym. 2009). Myo6s jakaantumisnopeus oli korkeampi kuin muilla vastaavilla kannoilla
(Hyvonen ym. 2009). Mika n&iden in vitro -tulosten merkitys on meidan koelehmien
vasteissa? Tulosten perusteella emme voi sanoa, olivatko havaitut vasteet nimenomaan
kyseisten keskivertoa virulentimpien KNS-kantojen aikaansaamia, kuinka suuri
merkitys oli tartutusannoksella, vai johtuivatko tulokset suurimmaksi osaksi lehmista

itsestaan.

Kokeessamme S. simulans aiheutti jokaisella mitatulla mééreell4 voimakkaammat oireet
kuin S. epidermidis. S. simulansin bakteerimaarat (6500 - 4 714 000 pmy/ml) olivat
suuremmat kuin S. epidermidiksella tartutettaessa (40 - 5200 pmy/ml) ja ruumiinlammot
ensimmaisen vuorokauden aikana olivat keskiarvoltaan yli asteen korkeammat. Utareen
palpaatioarkuus, turvotus ja ulkondkd muuttuivat S. simulans -tartutuksessa
selkedmmin verrattuna S. epidermidis -tartuntaan. Myods maitomaara oli vahaisempi.
CMT:II& arvioitaessa molempien KNS-lajien kohdalla maidon solumé&&rd nousi aina
arvoon 5 asti, mutta fluorometriselld menetelmalld S. simulansin aiheuttamat todelliset
maidon solupitoisuudet olivat korkeammat kuin S. epidermidikselld. Maidon NAGaasi-
aktiivisuus, joka kertoo solujen aktivoitumisesta ja hajoamisesta, oli yli kaksinkertainen
S. simulansilla tartutetuilla lehmill& verrattuna S. epidermidiksen vastaaviin. Simojoen

ym. (2011) tah&n kokeeseen pohjautuneessa julkaisussa, sytokiinien ja muiden maidossa
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esiintyvien tulehdusindikaattorien esiintyvyyteen saatiin myos tilastollisesti merkittavia
eroja, ja voitiin todeta, ettd S. simulans aiheuttaa lehmalle voimakkaamman

tulehdusvasteen kuin S. epidermidis.

Verrattuna Simojoki ym. (2008) tekemaan pilottikokeeseen, jossa viisi eldinté
tartutettiin S. chromogeneksella, tulehdusarvot olivat tall4 kertaa suuremmat, lehmille
nousi kuume ja muutokset utareessa olivat selkeitd. Toisaalta tartutusannos oli suurempi
ja kyseessé oli eri KNS-laji, mika osaltaan selittdd eldinten erilaista tulehdusvastetta.
Pilottikokeessa vain yhdelle lehmélle jai pysyva intramammaari-infektio, nyt tehdyssa
kokeessa suurimmalle osalle jai pysyva tartunta. Tartuntojen pysyvyys ei sindnsé ollut

yllatys, koska molemmat KNS-kannat oli eristetty persistoivista utaretulehduksista.

Koeympdristond potilasnavetta ei ole paras mahdollinen, koska vastapéisessa
parsirivistossd on jatkuvasti sairaita elaimid, ja ihmisvirta navetassa on kirjava ja
madréltdan suuri. Toisaalta navetta on hyvin hoidettu ja elaimilla on aina puhtaat aluset.
Mittalypsyn tuloksiin lypsgjalla on suuri vaikutus tyhjalypsyn kautta. Automaattisia
irrottimia ei lypsykoneessa ollut, joten lypsajan opituilla tavoilla ja kokemuksella oli
vaikutusta maitoma&radn. Kokeessa kaytettiin mittalypsdjind maksimissaan kahta eri

Saaren hoitohenkilokuntaan kuuluvaa henkilda.

Kokeessa oli padasiassa kaksi naytteenottajaa, Kirjoittaja sek& tyon ohjaaja, joiden
naytteenottokokemuksessa oli eroja. Kokemattomuuden tuomalla epavarmuudella voi
olla merkitystd ndytteenotossa, koska kokeen edetessa kokemus Karttuu ja
naytteenottotekniikka muuttuu ja yhdenmukaistuu. Etenkin kokeen alussa maidon tai
muiden oireiden arviointi saattoi poiketa kokeen lopussa tehdyistd arvioista. Tamén
vuoksi loydokset kuvattiin mahdollisimman tarkasti, ja tieteellistd artikkelia varten

ohjaaja pisteytti itse tulokset, omaa ty6tani varten tein oman pisteytyksen.

Elainmaaréand kahdeksan lehmaé tuntuu véhaiseltd, mutta cross over -tutkimusmallin
avulla aineisto saadaan kaksinkertaistettua ja tilastollisesti merkittaviin tuloksiin on
mahdollista pé&éstd. Mielestéani kokeen jérjestelyt olivat onnistuneet, ja tuloksista
saadaan tdrkedd lisdinformaatiota, paitsi kéayttdmistimme KNS-lajeista ja niiden
ominaisuuksista, myos tartutuskokeen jarjestelyista ja menetelmista tulevia tutkimuksia

varten.
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Lisatietoa kaivataan edelleen ja uusia koagulaasinegatiivisia stafylokokkeja koskevia
artikkeleita julkaistaankin jatkuvasti. Jos tulevissa tutkimuksissa saadaan yhd enemman
todisteita KNS-kantojen valisistd taudinaiheutuskyvyn eroista, epidemiologiasta seké&
resistenssitilanteesta, uskon, ettd koagulaasinegatiivisia stafylokokkeja aletaan tyypittéa
lajitasolle asti. Tiedon my6td maidontuottajat ja hoitavat eldinldékarit tulevat entistd
paremmin ymmartamaan KNS:n merkityksen puhuttaessa karjakohtaisesta tuotoksesta,
eldinten hyvinvoinnista ja maidon laadusta. Ymmarrys taas mahdollistaisi yha
tarkempien utareterveyssuunnitelmien teon, jolloin tulehduksia saataisiin ehkaistya ja
hoidettua mahdollisimman tehokkaasti, eikd KNS:sta paasisi syntymaan Kkiusallista
karjaongelmaa. Ennen naitd muutoksia toivon, ettd tdma vah&patodisend pidetty

bakteeriryhma onnistuttaisiin pitdimaan vahapéatoisena.
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