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Tack

e Forst och framst ett varmt tack till alla hunddgare som stéllt upp med sina hundar till detta
projekt, utan er hade det inte gatt att genomfora!

¢ Svenska Kennelklubben (SKK), arrangorer av hundutstéllningarna och Kjell Brister (SKK)
for att ni stott mig 1 insamlandet.

e Alla de personer som stillt upp med sin tid och kunskap for att underlédtta mitt arbete, ett
speciellt tack till Margareta Horn af Rantzien, Avdelningen for Antibiotika pa Statens
Veterinarmedicinska Anstalt, SVA.

e Ovrig personal pd Avdelningen for Antibiotika pd SVA, inte minst Bjorn Bengtsson for hans
hjidlp med att analysera statistiken.

e STRAMA  (Strategigruppen for Rationell Antibiotikaanvindning och  Minskad
Antibiotikaresistens) for finansiellt stod till stafylokockanalyserna.



SAMMANFATTNING

Syfte: Syftet med denna studie dr att kartligga forekomsten av resistens hos bakterier hos friska
svenska hundar och att undersoka om det finns friska hundar som 4r bdrare av  MRSA
(meticillinresistent Staphylococcus aureus).

Material: Hudprov fran perineum samt trickprov tagna med bomullspinne (Copanrér) fran 299
friska svenska hundar deltagande i olika hundutstillningar.

Metod: Proverna odlades och bakterier (Escherichia coli, enterokocker och stafylokocker)
isolerades och typades enligt giingse metoder och resistensbestimdes med mikrodilutionsmetod
varvid MIC-virden erholls. Stafylokocker som hade oxacillin- eller utvidgad resistens testades
avseende mecA-genen med PCR.

Resultat: For hela materialet sags ingen skillnad i resistens hos indikatorbakterier hos hund
jamfort med lantbrukets djur. Ingen aldersskillnad avseende resistens kunde pavisas. For
ampicillin och sulfametoxazole sags en signifikant 6kning av antibiotikaresistensen hos E. coli
isolerade fran de hundar som behandlats med antibiotika senaste aret. En E. coli med resistens
mot tredje generationens cefalosporiner pavisades. En djurslagsskillnad, mellan hund, kyckling
och svin, sags i fordelningen av vilka species av enterokocker som forekom. En
meticillinresistent Staphylococcus intermedius (MRSI), den forsta isolerad fran hund i Sverige,
pavisades. En tendens till ldgre resistens sags hos S. intermedius isolerade fran hundarna i studien
jamfort med kliniska prover fran hundar (material frain SVARM), ddremot sags en tendens av
hogre frekvens resistensfrekvens jamfort med en tidigare svensk studie baserad pa ett mindre
material, som utforts for tio ar sedan.



SUMMARY

Objective: To determine the frequency of antimicrobial resistance in bacteria from healthy
Swedish dogs and whether they are carriers of methicillinresistant Staphylococcus aureus
(MRSA).

Material: Samples from skin from the perineal region and from faeces collected in the anus with
cottonswab (Copan) from 299 healthy Swedish dogs. Samples were collected at dog exhibitions.
Method: Specimens were submitted for bacterial culture where bacteria (Escherichia coli,
enterococci and staphylococci) were isolated and identified by current methods. Antimicrobial
susceptibility testing was performed with a microdilution method where MIC-values were
determined. Staphylococci with high degree of resistance were tested for presence of mecA-gene
by PCR.

Results: Looking at the whole material there were no difference in antimicrobial resistance
compared with food-producing animals. No difference in resistance regarding age could be
detected. Ampicillin and sulfametoxazole showed a higher degree of resistance in E. coli-isolates
from dogs that had been treated with antibiotics during the last 12 months compared to non-
treated dogs. One isolate of E. coli showed resistance against the third generation
cephalosporines. A difference in species distribution was seen for enterococci between dogs, pigs
and chickens. One methicillinresistant Staphylococcus intermedius (MRSI) was isolated which is
the first isolate of this kind from a dog in Sweden. Compared with clinical S. intermedius-isolates
from dogs there was a tendency of overall less resistance in the dogs in this study. On the other
hand there was a tendency of a higher resistance compared to a small Swedish study performed
ten years ago.



INLEDNING

Vetenskapen utkdmpar hela tiden ett krig mot mikroorganismerna. Det sédgs ju att det inte &r
kulor som dodar flest ménniskor i krig, utan det &r bakterier och andra mikroorganismer. Nér
penicillinet kom pa 1940-talet sag man borjan pa en era dar midnniskan kunde besegra
naturen, men nistan i samma stund som vi upptickt och borjade anvinda penicillin
utvecklade bakterier resistens mot dmnet. For att komma runt problemet utvecklades nya
preparat med andra verkningsmekanismer, men hela tiden Overlistar bakterierna oss. Nya
preparat utvecklas fortfarande och mekanismerna bakom resistensutvecklingen kan med
dagens teknik atminstone askadliggoras.

Det forekommer flera Gvervakningsprogram avseende antibiotikaresistens, bade inom
veterindr- och humanmedicinen. Det finns flera viktiga anledningar att Overvaka
antibiotikaresistensen. Man kan se trender av okad resistens tidigt och kan utifran dessa dndra
anvindningen av, eller till och med forbjuda, vissa substanser for att undvika en fortsatt
resistensutveckling. Dessutom kan man ge riktlinjer till kliniker angédende vilka preparat som
kan forvintas vara effektiva for behandling av olika sjukdomar. Ett bra exempel pa
overvakningsprogram dr SVARM-rapporten (Swedish Veterinary Antimicrobial Resistance
Monitoring), diar SVA (Statens Veterindirmedicinska Anstalt) sedan ar 2000 Overvakat
antibiotikaforbrukningen och forskrivningen till djur samt resistensundersokt zoonotiska
bakterier, kliniska isolat fran sjuka djur och indikatorbakterier fran kalv, slaktkyckling och
svin. Liknande Overvakningsprogram finns till exempel i Norge (NORM-VET), Danmark
(DANMAP) och Holland (MARAN). De indikatorbakterier som anvinds i dessa studier dr E.
coli och Enterococcus spp fran tarmfloran hos normala, friska djur da dessa bakterier anses
spegla antibiotikatrycket i populationen (Bogaard & Stobberingh 2000). I SVARM-rapporten
har man varje ar pavisat lag forekomst av resistens bland indikatorbakterier hos lantbrukets
djur, men samtidigt ser man att anvindning av antibiotika tenderar att driva
bakteriepopulationen mot en 6kad resistens mot de anvinda substanserna.

Sverige har ett i ett internationellt perspektiv gott resistensldge bland bakterier fran savil djur
som ménniskor (SVARM/SWEDRES 2005). Forskrivningen av antibiotika till minniskor har
minskat 2005 jamfort med 2004, den totala anvidndningen till djur 4r under samma period
oforandrad. En kraftig okning i forskrivningen av cefalosporiner och fluorokinoloner till
hundar har dock setts under den senaste 5-arsperioden.

Tidigare har indikatorbakterier i Sverige endast undersokts hos lantbrukets djur och det finns
fa undersokningar avseende resistens hos indikatorbakterier fran sillskapsdjur. (NORM-VET,
2004). Enterokocker fran hund och katt har undersokts av De Leener et al. (2005) i avseende
att se forekomsten av och mekanismen hos forvirvad resistens hos enterokocker. Djuren var
antingen inlagda pa klinik eller i sin hemmiljo. Man pavisade hog forekomst av gener som
kodar for resistens mot ett eller flera antibiotika.

I en finsk studie (Rantala et al. 2004) undersoktes resistensen hos stafylokocker isolerade fran
huden pa en grupp hundar (22 stycken) som behandlats fér pyodermi med stafylokocker fran
friska, inte antibiotikabehandlade hundar (56 stycken). Samtidigt provtog man trick fran
hundarna for isolering av E. coli och enterokocker.



Staphylococcus intermedius #dr en vanlig kolonisator och infektionsorsak hos hundar. Den
isoleras ofta fran hud- och Groninfektioner hos hund och dr den bakterie man primért raknar
med att behandla hos en hund med sadana infektioner. I flera tidigare studier har man
undersokt resistens hos stafylokocker fran savil friska hundar som fran hundar med pyodermi
och dessutom 1 jdmforande studier mellan antibiotikabehandlade och icke
antibiotikabehandlade hundar (Hoekstra och Paulton 2002; Malik et al. 2005; Holm et al.
2002; Rantala et al. 2004).

Det har under senare ar kommit flera rapporter om att hundar kan vara birare av MRSA,
Meticillinresistenta Staphylococcus aureus (Weese, 2005; Kania et al. 2004; Gortel et al.
2004; Guardabassi et al. 2004; van Duijkeren 2004). MRSA ir ett stort problem inom
humansjukvarden. Det &r stafylokocker som idr resistenta mot alla betalaktamantibiotika (t.ex
penicillin och cefalosporiner) och ofta ér resistenta dven mot manga andra substansgrupper.
For utforligare beskrivning av MRSA och dess spridning se Bilaga 1.

En okad antibiotikaresistens bland bakterier hos vara séllskaps- eller produktionsdjur dr inte
bara ett problem for djurdgare och veterindrer. Manga bakterier som ger infektion eller
koloniserar djur kan dven infektera ménniskor eller 6verfora resistens till bakterier som kan
infektera méanniskor, varfor en zoonosrisk finns invivd i problemet.

Med anledning av ovanstdende &r det intressant att fa en bild av resistensldget hos friska
hundar i Sverige. Tidigare studier i Sverige ar framforallt gjorda pa stafylokocker isolerade
fran sjuka och behandlade hundar dir kliniska prover undersokts (SVARM) eller jaimforande
studier dar antalet friska hundar varit relativt litet (Holm et al. 2002). For E. coli finns en
studie (Hagman & Greko 2005) avseende isolat fran tikar med pyometra som kan tjina som
indikatorbakterie, men i ovrigt saknas denna typ av studier.

SYFTE

Syftet med denna studie &r att kartligga forekomsten av resistens hos bakterier hos friska
svenska hundar och att undersdka om det finns friska hundar som é&r bédrare av MRSA.



MATERIAL

Prover fran 299 hundar insamlades pa totalt 4 hundutstéllningar samt fran hundar tillhoriga
personal och studenter vid Sveriges Lantbruksuniversitet och SVA i Uppsala. Etiskt tillstand
for insamlandet beviljades av Uppsala Forsoksetiska Ndmnd (Diarienummer C 3/06).

Insamlingen skedde omgéangsvis pa hundutstillningar under varen och hosten 2006. Ett
informationsblad (skrivet i samrad med Kjell Brister pa Svenska Kennelklubben) om
undersokningen bifogades den information som gar ut till hundégarna infor en utstidllning. I
varje omgang togs mellan 20 och 80 prover. Faecesproverna, for isolering av
indikatorbakterier, togs med rektalsvabb och hudproverna, for stafylokockisolering, med
svabb fran perineum. For bada provtyperna anvindes Aimes kolade eller okolade medium
(Copan). Endast en hund fran varje hushall provtogs. Hunddgaren ombads fylla i ett formulér
med uppgifter om hundens alder, ras och eventuell antibiotikabehandling, hur hunden bor, om
fler hundar finns i hushallet och i vilket postnummeromrade hunden finns. (Formulir, se
Bilaga 2).

METODER
Isolering och identifiering

Escherichia coli

Svabben stroks ut pa en MacConkey-platta (DIFCO) som inkuberas i 37 °C 6ver natten. En
slumpvis vald laktospositiv koloni med morfologi typisk for E. coli isolerades till
hastblodagarplatta (Blodagarbas med 5 % histblod). Fran dessa isolat utfordes sedan typning
genom att pavisa PGUA och indol (Pl-test, artikelnr 392000, SVA). Endast laktospositiva
stammar med typisk kolonimorfologi som &r positiv for bada testerna bedomdes som E. coli.
Dessa isolat frystes in i -70°C (nétserum med 15 % glycerol, SVA) och tinades senare upp for
resistensbestdimning med mikrodilutionsmetod.

Sammanfattning E. coli-metod

Rektalsvabb = MacConkey-agar 37°C 1 dygn
=> kolonier isoleras pa histblodagar 37°C 1 dygn
=> PI-test
=> positiv stam fryses och resistensbestimmes

Enterokocker

Svabben stroks ut pa SlaBa-agar (Slanetz-Bartley, OXOID) som inkuberas i 37°C i 48 h. En
slumpmaissigt vald koloni med ritt kolonimorfologi isolerades pa gall-eskulin-agar och
hastblodagarplatta (inkuberas 37°C i 24 h). Eskulinpositiva stammar (svarta pa gall-eskulin-
agar) isolerades till en ny histblodplatta samt ny gall-eskulin-agar for att undvika
mikrokocker. Kolonier med typisk enterokockmorfologi som var eskulinpositiva typades till



species med metod enligt Devriese (1993) genom fermentation av mannitol, sorbitol,
arabinos, sackaros, ribos, raffinos och metyl-o-D-glukopyranidos. (LOsning av
Lablemcopowder —OXOID- och Pepton —DIFCO-, med tillsats av respektive sockerart).
Isolaten frystes i -70°C (notserum med 15 % glycerol, SVA) for att senare tas upp till
resistensbestimning med mikrodilutionsmetod.

Sammanfattning Enterokock-metod

Rektalsvabb = SlaBa-agar 37°C 2 dygn
= kolonier strykes pa gall-esculin-agar + blodplatta 37°C i 1 dygn
esculinpos = ny renstrykning gall-esculin-agar + blodplatta 37°C i 1 dygn
esculinpos = typning enligt "Metod”
= stammen fryses och resistensbestammes

Stafylokocker

Provtagningspinnen odlades primirt pa notblodplatta, vilken inkuberades i 37°C. Pinnen
fordes @ven ned i en anrikningsbuljong (TSB-buljong, Tryptone-Soya-broth, OXOID med 10
% NaCl) vilken inkuberas 48 h i 37°C varefter den odlades ut pa notblodagar (inkuberades
37°C) samt Mannitol-salt-agar (MSA) med och utan tillsats av 4 pg cefoxitin (inkuberades i
35°C). Samtliga plattor avlistes efter ett och tva dygn, da typiska kolonier isolerades till en ny
notblodplatta och typades till species genom att anvidnda koagulas (kaninplasma, SVA),
DN:as (OXOID), maltos och trehalos (Purple agar base DIFCO med tillsats av 1 % maltos
resp trehalos), metod enligt Barrow och Feltham (1993). I PCR-metoden fér mecA-genen (se
under Resistensbestdimning) ingar dven en analys for nuc-genen, som ér specifik for S. aureus.

Stammarna fryses in i -70°C (ndtserum med 15 % glycerol, SVA) och tinas senare upp for
resistensbestimning med mikrodilutionsmetod.

Sammanfattning Stafylokock-metod
Hudsvabb  * = notblodplatta 37°C 1 + 2 dygn
= plocka typiska kolonier, isolera pa notblod

* = anrikningsbuljong 37°C 2 dygn
= notblod 37°C 1 + 2 dygn
= MSA-platta med och utan Cefoxitin 35°C 1 + 2 dygn
= plocka typiska kolonier, isolera nétblod

= Typning enligt "Metod”
= stammen fryses och resistensbestimmes




Resistensbestamning

Mikrodilutionsmetod

Resistensbestimning av samtliga stammar utférdes med ackrediterad mikrodilutionsmetod
som foljer CLSIs (Clinical and Laboratory Standards Institute) anvisningar. De anvinda
plattorna®* (VetMIC™) tillverkas pd SVAs antibiotikaavdelning. Analysen bygger pa
mikrodilution dir antibiotika i tvastegsspadningar torkats in i brunnarna pa mikrotiterplattor.
Analysen ir kvantitativ och man far ett MIC-vérde (minsta inhiberande koncentration) angivet
i ug/ml for respektive antibiotikum. De antibiotika och koncentrationer som anvénts framgar
av Tabell 1, 5 och 7.

I korthet sker analysen pa foljande sitt: En forkultur gors genom att fora ner 3-5 kolonier av
stammen i 5 ml Mueller Hinton-buljong (DIFCO) som inkuberas i 37°C i 3-5 timmar. Fran
denna bakteriekultur overfors 3-10 pl (beroende pa species) till 10 ml Mueller Hinton-
buljong. I denna nya buljong ska nu bakterierna finnas i en tithet av ca 10° CFU/ml. Till varje
brunn pa mikrotiterplattan sdtts 50 pl av bakterielosningen. Stammens renhet kontrolleras
genom att man @ven inokulerar ca 10 pl till en blodplatta som inkuberas tillsammans med
mikrotiterplattan. For att kontrollera att téitheten i inokulaten ir lagom (ca 10° CFU/ml) gors
en bakterierdkning per analysomgang genom att 10 pl av arbetslosningen overfors till 10 ml
Mueller Hinton, varifran 100 pl odlas ut pa en blodagarplatta. Efter inkubering skall det vixa
10 — 50 bakterier pa denna platta.

Avldsningen sker efter 16 till 18 timmars inkubering i 37°C (for plattorna med endast
oxacillin och cefoxitin sker inkuberingen i 35°C i 48 timmar med avlidsning efter bade 24 och
48 timmar). Vixt i en brunn bedoms som att bakterien inte hidmmas av den aktuella
substansen i den koncentrationen. Forsta brunnen utan vidxt rdknas som den lédgsta
koncentration dér bakterien himmas och anges som MIC-virde for den stammen.

For stafylokockerna utfordes dessutom [-laktamastest med nitrocefinlapp (BioDisk) pa
samtliga stammar. Nitrocefinlappen placerades i den brunn med hogsta koncentration av
oxacillin dér stafylokcocken vixte och inkuberades i 30 minuter i 37 °C varefter den avlistes.

Tolkningskriterier

Med mikrodilutionsmetoden erhalls direkt MIC-virden (minsta inhiberande koncentration)
for varje antibiotikum. Bakterier kategoriseras i resistenta och kénsliga for respektive
antibiotika baserat pa sa kallade mikrobiologiska brytpunkter (MIC-virde i mg/L) som anger
skiljelinjen mellan den population som anses ha forvérvat resistens och den som anses
kinslig (wild-type) for varje bakteriespecies. De brytpunkter som anvints for E. coli och
Enterokocker i denna studie dr de samma som anvénds i SVARM och de bygger i huvudsak
pa referensvirden fran EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing) vilka finns tillgdngliga pa http://www.escmid.org/sites/index_f.aspx?par=2.4. For
stafylokockerna har i huvudsak de brytpunkter som anvinds pa SVA for kliniska isolat fran
hundar anvints. Brytpunkterna askadliggors som lodriita linjer i diagrammen Gver resistens
for respektive bakterie. (Tabell 1, 5 och 7)

* For enterokocker anvinds plattan ”VetMIC™ E-cocci (Art.nr E395100)” samt “Komplement till E-cocci och

GN-mo (tidigare produktioner)”. For stafylokocker ”VetMIC™ GP-mo-A” (Art. nr E395102), ”"VetMIC™ GP-

mo-B” (Art. nr E395106) samt en specialtillverkad platta med oxacillin samt cefoxitin i koncentrationerna 0,12-
16 pg/l och for E. coli "VetMIC™ GN-mo (version 3)” (Art. nr E395103).
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PCR fér mecA-gen.

Stafylokocker, oavsett species, med MIC-vérden for oxacillin och/eller cefoxitin pa > 1 mg/L
eller resistens mot tre eller fler antibiotika analyserades med PCR-metod for att pavisa
eventuell forekomst av mecA-gen. Stammarna analyserades med SVAs ordinarie metod
vilken &r en modifiering av en metod (Smyth et al. 2001) dir man anvinder tva mecA-primers
(5-GCA ATC GCT AAA GAA CTA AG samt 5-GGG ACC AAC ATA ACC TAA TA).
Metoden anvinds som beskrivet i artikeln, men med maskinen Progene fran Techne samt en
fordndring i PCR-cykeln. Forsta cykeln dr 94°C i 3 minuter, direfter kors 30 cykler om
vardera 94°C i 10 sekunder, 58°C i 20 sekunder och 72°C i 15 sekunder. Den sista cykeln
kors 5 minuter i 72°C. Proverna kyls direfter till 4°C till analys. Man har dven minskat
méngden magnesiumklorid i master mixen, fran 5 mM till 2 mM MgCl,. Metoden ir fran
borjan utprovad for MRSA, men i prover isolerade fran djur far man manga S. intermedius-
stammar, vilka gav ospecifika reaktioner innan metoden modifierades.

Utvidgad resistensundersékning E. coli

For en E. coli-stam med resistens mot tredje generationens cefalosporiner gjordes en utvidgad
resistensundersokning med diskdiffusionsmetod enligt CLSI (Clinical and Laboratory
Standards Institute). Antibiotikalappar innehéallande cefotaxim, cefpodoxim och ceftazidim
med och utan tillsats av klavulansyra anvindes. Stammen blev dven resistensgenotypad pa
externt laboratorie.

Kvalitetskontroll

For varje omgang som resistensbestimdes analyserades dven en kind kontrollstam, for E. coli
ATCC 25922, for S. aureus ATCC 29213 och for enterokocker E. faecalis ATCC 29212.

For PCR for mecA anvéndes S. aureus CCUG 35601 som positiv kontroll och Ma 429 (stam
fran mastitlaboratoriet, SVA) som negativ kontroll.

Kontrollstammar anvéndes dven vid samtliga typningar. For stafylokocker anvindes S. aureus
CCUG 4151 som positiv kontroll och S pulvereri CCUG 41658 som negativ kontroll.

For enterokocker anvindes endast positiv kontroll (mikrotiterplatta) E. faecalis ATCC 29212.
For E. coli anvindes E. coli ATCC 25922 som positiv kontroll och Klebsiella pneumoniae
9971 (SVA) som negativ kontroll.

Statistik

Resultaten presenteras som antal hundar, antal isolat eller procent av antalet hundar respektive
isolat. Statistisk analys av skillnader i andelen resistenta isolat beroende pa hundarnas alder
eller tidigare anvidndning av antibiotika baserades pa Chi-2 analys, med p>0.05 som gréns for
statistisk signifikans, samt jamforelse av andelen resistenta isolat (%) med 95 %
konfidensintervall. Berikningar utfordes i dataprogrammet Epi Info™ 3.3.2 (Centers for
Disease Control and Prevention). Analysen avseende alder gjordes med hundarna
kategoriserade pa tva sitt; <5 ar/>5 ar samt <3 ar/>3 ar. For analysen avseende
antibiotikabehandling kategoriserades hundana i tre grupper; Aldrig antibiotikabehandlad
eller endast lokalbehandlad / Allménbehandlad <1 ar sedan / Allmdnbehandlad > 1 ar sedan. I
de fall uppgifter for kategorisering saknades uteslots hunden ur berékningarna.

Resultaten av provtagningen avseende MRSA utvirderades som hogsta mgjliga prevalens vid
ett negativt utfall av ett givet antal prover (299). Berdkningen utférdes enligt Martin et al.
(1992) med en signifikansniva pa 0,95 och med en sensitivitet av 0,6 och en specificitet av 1,0
avseende detektionsmetoden. Berikningarna gjordes med hjilp av dataprogram tillgéngligt
via AusVet Animal Health Services, Australien (www.aus.vet.com).
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RESULTAT

Ras- och Aldersfordelning

Totalt provtogs 299 hundar av 126 olika raser. Dviérgschnauzer var den vanligaste rasen med
12 individer. Aldern pa de provtagna hundarna redovisas i Figur 1.

%
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<1 125r  244r  46ar  68ir  $10ar  >10Er
Alder

Figur 1. Aldersfb’rdelning pa hundar i studien, procentuell
fordelning (n=299).

Indikatorbakterier
Escherichia coli

Totalt isolerades E. coli fran 257 hundar. Frekvensen resistens och distribution av MIC-
virden for respektive antibiotika hos E. coli redovisas i Tabell 1.

Frekvensen resistens hos E. coli isolerade fran hundar som allménbehandlats med antibiotika
senaste aret (n=51) var for flera antibiotika hogre dn for isolat fran de hundar som aldrig
behandlats/endast behandlats lokalt (n=154) (Tabell 2). Skillnaden var statistiskt signifikant
avseende ampicillin och sulfametoxazole men inte for Ovriga antibiotika. Virden for fyra
antibiotika redovisas i Tabell 2. For de hundar som behandlats for over ett ar sedan (n=52)
fanns inte samma samband med 6kad frekvens resistens.

Ingen skillnad i frekvens resistens hos E. coli kunde pavisas mellan dldre (5 ar eller édldre) och
yngre (under 5 ar) hundar och inte heller mellan hundar éldre eller yngre én tre ar.

Hos en av de isolerade E. coli-stammarna pavisades resistens mot cefotaxim (MIC >2mg/L).
Utvidgad resistensundersokning pavisade #dven resistens mot cefalosporinerna cefotaxim,
cefpodoxim och ceftazidim. Denna resistens paverkades inte av tillsats av klavulansyra. Vid
resistensgenotypning pa externt laboratorie pavisades en hyperproduktion av AmpC.
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Tabell 1. Resistens(%) hos Escherichia coli och distribution av MIC (n= 257).

Resis- Distribution (%) av mic? (mg/L)
Substans tens
(%) <0-008 0.016 0.03 0.06 0.12 025 05 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048 >2048
Ampicillin 5 04 12 214 696 1.6 04] 5.4
Cefotaxime <1 48.6 49.8 1.2 I 0.4
Ceftiofur <1 1.9 27.6 650 5.1]04
Kloramfenikol <1 08 1.6 59.1 37.0 0.8]04 0.4
Ciprofloxacin 2 12 39 284 646 | 04 12 0.4
Florfenikol 0 253 71.6 3.1]
Gentamicin 0 26.1 67.7 58 04]
Kanamycin 1 30.0 61.1 6.6 12]12
Nalidixan syra 2 0.8 30.0 65.0 2.3 1.9
Streptomycin 6 08 335533 54 08] 16 19 12 16
Sulfamethoxazole 6 19.5 32.7 346 6.6 |0.4 6.2
Tetracyklin 2 10.1 86.8 0.8 0.8 1.6
Trimetoprim 4 7.0 455 38.1 5.4] 04 35

*Vita filt anger det testade koncentrationsintervallet. MIC hogre 4n testat koncentrationsintervall anges som vérdet ndrmast Gver testat
intervall. MIC lika med eller ldgre én testat intervall anges som den lidgsta testade koncentrationen. Brytpunkter for resistens anges med
lodrita streck.

Tabell 2 Resistens (%) hos Escherichia coli fran icke-antibiotikabehandlade eller lokalbehandlade
hundar (n=154), fran hundar behandlade for mer dn ett ar sedan (n=52) och f ran hundar
allménbehandlade med antibiotika senast daret (n = 51). Konfidensintervall (95 %) anges inom
parentes. Signifikanta skillnader fetmarkerade.

Resistens (%)

Antibiotika Ej behandlad Behandlad > 1 ar sedan Behandlad < 1 ar sedan
Ampicillin 2,6 (0,7-6,5) 3,8 (0,5-13,2) 15,7 (7,0-28,6)
Sulfametoxazole 32 (1,1-7,4) 5,8 (1,2-15,9) 17,6 (8,4-30,9)
Tetracyklin 0,6 (0,0-3,6) 1,9 (0,0-10,3) 7,2 (2,2-18,9)
Kloramfenikol 0,0 (0,0-2,4) 0,0 (0,0-6,8) 3,9 (0,5-135)
Enterokocker

I studien isolerades enterokocker fran 259 hundar. Av dessa var 52,1 % E. faecalis, 11,2 % E.
faecium och 8,5 % E hirae. Resterande 28,2 % var andra enterokockspecies eller enterokocker
som ej kunnat typas med den anviénda metoden. Fordelningen redovisas i Tabell 3.

Da det finns speciesvariation mellan olika enterokockstammar avseende resistensmonster
redovisas enterokockerna bade totalt (Tabell 4) och uppdelat pa E. faecalis (Tabell 5) och E.
faecium (Tabell 6) vilka &r de vanligast forekommande hos hund.

Ingen skillnad i frekvens av resistens hos enterokocker kunde pavisas mellan dldre (5 ar eller
dldre) och yngre (under 5 ar) hundar och inte heller mellan hundar dldre eller yngre én tre ar.
Inte heller siags nagon skillnad i frekvens resistens beroende pa om hunden
antibiotikabehandlats eller inte.
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Tabell 3 Frekvens av enterokockspecies hos olika djurslag. Siffror for svin och kyckling fran SVARM,
belgiska hundar fran studie av Leener et al. 2005

Frekvens enterokockspecies

Hund Hund, belgisk studie Svin Kyckling

(n=259) (n=104) (n=262) (n=306)
E. faecalis 52 % 57 % 21 % 16 %
E. faecium 11% 14 % 18 % 53 %
E hirae 9 % 12 % 43 % 11 %

Tabell 4 Resistens (%) hos enterokocker.

e . Alla species E. faecalis E. faecium E hirae

Antibiotika (n=§59) (n=135) (n=29) (n=22)
Ampicillin 1.2 0.7 0.0 0.0
Avilamycin 2.3 3.0 0.0 0.0
Bacitracin 1.2 1.5 3.5 0.0
Ciprofloxacin 3.1 0.8 10.3 0.0
Erytromycin 17.0 14.1 27.6 13.6
Flavomycin NR* 1.5 NR NR
Gentamicin 0.4 0.8 0.0 0.0
Kanamycin 3.5 4.5 35 4.6
Kloramfenikol 3.5 6.7 0.0 0.0
Linezolid 0.0 0.0 0 0.0
Narasin 23 1.5 6.9 4.6
Neomycin 2.3 3.7 0.0 4.6
Streptomycin 6.6 9.0 0.0 4.6
Tetracycline 25.3 32.1 17.2 13.6
Vancomycin 0.0 0.0 0.0 0.0
Virginiamycin 7.0 0.0 0.0 4.6

*Ej relevant eftersom vissa species av enterokocker till sin natur ér resistenta mot flavomycin

Tabell 5 Resistens hos Enterococcus faecalis och distribution av MIC (n= 135).

Resis- Distribution (%) av mic? (mg/L)
Substans tens
(%) <0.03 0.06 012 025 05 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048 >2048
Ampicillin <1 89 852 44 07 I 0.7
Avilamycin 3 15 15 385 519 37] 30
Bacitracin 2 22 37 133 60.7 163 2.2' 0.7 1 0.7
Ciprofloxacin <1 0.7 22 75 664 224 0.7
Erytromycin 14 17.8 21.5 215 252)30 37 15 07 52
Flavomycin 2 59 259 281 17.0 163 521 0.7 0.7
Gentamicin <1 45 37 321 567 22 0.7
Kanamycin 5 52 373 500 22 0.7' 0.7 3.7
Kloramfenikol 7 1.5 22 230 66.7 | 52 15
Linezolid 0 07 37 933 22]
Narasin 2 0.7 17.8 57.0 17.0 59 I 1.5
Neomycin 4 252 504 178 0.7 22 3.7
Streptomycin 9 3.0 3.7 373 47.0 9.0
Tetracyklin 32 50.7 149 2‘2| 1.5 75 224 07
Vankomycin 0 170 622 20.7]
Virginiamycin 0 1.5 07 30 37 193 526 19.3 I

#Vita filt anger det testade koncentrationsintervallet. MIC hgre #n testat koncentrationsintervall anges som viirdet nirmast Sver testat
intervall. MIC lika med eller ldgre &n testat intervall anges som den lidgsta testade koncentrationen. Brytpunkter for resistens anges med
lodrita streck.
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Tabell 6. Resistens hos Enterococcus faecium och distribution av MIC (n= 29).

S Resis- Distribution (%) av MIC? (mg/L)
ubstans tens

(%) <0.03 0.06 0.12 025 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048 >2048
Ampicillin 0 13.8 138 483 20.7 34 I
Avilamycin 0 10.3 552 345 I
Bacitracin 3 34 103 69 69 379 310 | 34
Ciprofloxacin 10 34 172 31.0 241 138] 69 34
Erytromycin 28 20.7 34 27.6 20.7]103 103 34 34
Flavomycin NR? 34 34 69 862
Gentamicin 0 13.8 20.7 552 103 I
Kanamycin 3 34 172 379 310 69 I 3.4
Kloramfenikol 0 34 34 310 621
Linezolid 0 13.8 448 414 I
Narasin 7 103 103 552 17.2| 3.4 34
Neomycin 0 100.0 I
Streptomycin 0 34 69 276 552 69 I
Tetracycline 17 793 34 I 69 103
Vankomycin 0 862 69 69
Virginiamycin 0 20.7 27.6 69 4438

#Vita filt anger det testade koncentrationsintervallet. MIC hégre #n testat koncentrationsintervall anges som viirdet nirmast ver testat

intervall. MIC lika med eller ldgre &n testat intervall anges som den lidgsta testade koncentrationen. Brytpunkter for resistens anges med
" b . ST N .

lodrita streck; ~ Ej relevant eftersom E. faecium till sin natur dr resistenta mot flavomycin.

Stafylokocker

Stafylokocker isolerades fran 220 av de 299 hundarna. Fyra isolat var S. aureus, 135 S.
intermedius, 13 S. schleiferi subsp coagulans och 6vriga KNS.

Staphylococcus aureus

Fran fyra hundar isolerades S. aureus. Inte nagot av dessa isolat uppvisade nagon resistens
mot oxacillin eller cefoxitin. En av dem var B-laktamasnegativ, de Gvriga tre positiva. Inga
MRSA pavisades och ingen S. aureus hade resistens mot mer #n ett av de antibiotika som
testades (se Tabell 7 for specificering)

Staphylococcus intermedius

Denna bakterie pavisades hos 135 hundar. Av dessa isolerades 113 stammar fran primirplatta,
22 fran MSA struken fran TSB-buljong med 10 % NaCl, men inga fran MSA med
cefoxitintillsats. Distributionen av MIC-vérden for S. intermedius redovisas i Tabell 7.

Ingen skillnad i frekvens av resistens hos S. intermedius kunde pavisas mellan dldre (5 ar eller
dldre) och yngre (under 5 ar) hundar och inte heller mellan hundar dldre eller yngre 4n tre ar.
Inte heller sags nagon skillnad i frekvens resistens beroende pa om hunden
antibiotikabehandlats eller inte.
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En av de S. intermedius som isolerades var resistent mot erytromycin, klindamycin,
kloramfenikol, fusidinsyra och hade ett MIC-virde for oxacillin pa 1 mg/L (brytpunkten for
resistens dr > 1 mg/L). Vid PCR-analys pavisades mecA-genen.

De 21 isolat som hade ett MIC-virde for oxacillin eller cefoxitin > 1 mg/L analyserades med
PCR {or mecA-genen. Samtliga isolat var negativa.

Staphylococcus schleiferi subsp coagulans

13 isolat (fran 13 olika hundar) av S schleiferi subsp coagulans isolerades. Sex av dessa
uppvisade inte nagon resistens mot de antibiotika som testades. Tre isolat var resistenta mot
erytromycin, klindamycin och kloramfenikol, tva av dessa isolat hade &ven ytterligare
resistens (mot neomycin respektive neomycin och fusidinsyra). Fyra isolat var resistenta mot
endast ett antibiotikum (oxacillin, tetracyklin, fusidinsyra respektive neomycin). Isolatet
resistent mot oxacillin (2 mg/L) analyserades med PCR for mecA-genen och var negativt.

Tabell 7 Resistens hos Staphylococcus intermedius och distribution av of MIC. Data avseende kliniska
isolat fran hundar fran SVARM 2005 medtagna som jimfirelse.

Resistens (%) Distribution (%) av MIC? (mg/L)
Substans 2006 SVARM

X 2005 <0.03 0.06 0.12 025 05 1 2 4 8 16 32 64 128 256 >256

(Antal isolat) n=126

Avilamycin 0 (90) - 33 61.1 333 22 |
Cefalothin 0 (134) 1 955 30 15 |
Cefoxitin 0 (104) - 154 750 67 10 19 |
Enrofloxacin 3 (134) 3 604 351 1.5 I 2.2 0.7
Erythromycin 14 (134) 22 493 36.6 | 14.2
Fucidin 19 (134 25 1.5 336 425 3.0| 30 15 30 119
Gentamicin 0 (134 1 99.3 0.7
Klindamycin 11 (133) 18 835 23 23 08 08 08 98
Kloramfenikol 3 (134) - 85.1 11.9 | 3.0
Neomycin 19 (134 - 81.3 |3.7 119 3.0
Oxacillin2 % NaCl  1° (134)  1° 45 254 560127 15
Oxitetracyklin 32 (134) 31 672 0.7 | 231 9.0
Penicillin” 82 (134) 84
Streptomycin 19 (90) 28 438 37.1 | 22 90 179
Trimethoprim 2 (134) 6 11.9 619 20.1 3.7| 22
Vancomycin 0 (90) - 922 738 |
Virginiamycin 0 92) - 22 837 120 22 I

*Vita filt anger det testade koncentrationsintervallet. MIC hogre 4n testat koncentrationsintervall anges som vérdet ndrmast dver testat
intervall. MIC lika med eller ldgre én testat intervall anges som den lidgsta testade koncentrationen. Brytpunkter for resistens anges med
lodriita streck; b Andel resistens baserad pa betalaktamasproduktion,; ¢ Testat utan NaCl, ej konfirmerad med PCR; ~ Trimethoprim/sulfa,
testat i koncentrationsratio 1/20 (trimethoprim/sulphametoxazole); ¢ Samtliga isolat med MIC >1mg/L testade med PCR och var negativa
avseende mecA
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DISKUSSION
Indikatorbakterier

Overlag sags en 1ag forekomst av resistens hos indikatorbakterierna, E. coli och enterokocker.
I SVARM har resistensbestimning avseende indikatorbakterier gjorts arligen pa lantbrukets
djur sedan ar 2000. I samtliga studier har resistensen 6verlag legat lagt men en viss 6kning av
frekvensen resistens ses for de antibiotika som anvints mycket (ampicillin, streptomycin,
sulfonamider, tetracyklin och trimetoprim for E. coli samt tetracyklin och makrolider hos
enterokocker). Resistens mot dessa substanser sags dven hos bakterier isolerade fran hund.
Trots en okad anvindning av fluorokinoloner #r frekvensen resistens mot ciprofloxacin
forhallandevis ovanlig.

I den finska studien (Rantala et al. 2004) pavisades en hogre forekomst av resistenta E. coli i
gruppen med hundar som behandlats for pyodermi jimfort med de friska hundarna. For
enterokockerna sdgs inte denna skillnad. Aven en aldersskillnad kunde pévisas, yngre hundar
hade mer multiresistenta stammar &n #ldre hundar avseende stafylokocker, ddremot gillde det
omvinda for E. coli. En signifikant skillnad kunde dock bara pavisas for enstaka preparat.
Denna aldersskillnad kunde inte pavisas i detta material

E. coli

Att ampicillin och sulfametoxazole hade signifikant hogre resistens hos bakterier isolerade
fran hundar som antibiotikabehandlats senaste aret ir intressant. FramfGrallt ampicillin
forskrivs i hog grad till hundar. Det dr dven intressant att se att hos hundar som
antibiotikabehandlats for mer én ett ar sedan ar denna effekt inte lika markant. Naturligtvis
finns en mojlighet att det inte enbart dr antibiotikabehandlingen i sig som paverkar
resistensen, utan att dven andra faktorer spelar in. Men det dr en trend som ses for flera
antibiotika varfor det ligger nira till hands att anta att det dr en styrning mot resistens pa
grund av antibiotikaanvindning. I en studie gjord 2003 (Hagman & Greko 2005) har E. coli
isolerats fran tikar med pyometra vilka kan anses vara en slags indikatorbakterie da
infektionen oftast inte foregatts av nagon antibiotikabehandling. En signifikant 6kning i
frekvensen resistens pavisades mellan dessa stammar och stammar isolerade fran urinprover
fran kroniska UVIer. Resistensfrekvensen for E. coli isolerade fran tikar med pyometra i
Hagmans material stimmer ganska vil med siffrorna for de friska hundarna, endast ampicillin
avviker med en frekvens pa 10 % mot 5 % i denna studie. Frekvensen resistens &r dven
jamfort med motsvarande studier (NORM, 2004, Rantala et al. 2004) likvirdig eller nagot
lagre. Rantalas studie har bara fyra antibiotika angivna, men en jidmf&relse ses i Tabell 8.

Tabell 8 Jimforelse over frekvensen resistens (%) avseende E. coli isolerad fran friska svenska (denna
studie), norska (NORM 2004) och finska (Rantala et al. 2004) hundar.

Resistens (%)

Antibiotika Sverige Norge Finland

(n=257) (n=68) (n=74)
Ampicillin 5 9 10
Sulfametoxazole® 6 9 6
Tetracyklin 2 3 9
Streptomycin 6 14 10
Kloramfenikol 0,8 0
Trimetoprim 4 6

 For finska hundar testad som trimetoprim-sulfa
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Ett isolat av E. coli med resistens mot tredje generationens cefalosporin pavisades for forsta
gangen hos hund i Sverige. Cefalosporiner indelas i olika generationer som har olika
antibakteriellt spektrum. Tredje generationens cefalosporiner (cefotaxim, ceftazidim,
cefpodoxim m.fl) utvecklades i borjan av 1980-talet. De har behandlingsmissiga fordelar
genom att vara mindre nefrotoxiska #n t.ex aminoglykosider som i Ovrigt har liknande
spektrum for anvindning (May et al. 2005). Det aktuella isolatets resistensgenotyp bestimdes
pa ett externt laboratorium (European Union Centrum Reference Laboratory i Képenhamn).
Resistensen visade sig bero pa en uppreglering/hyperproduktion av AmpC, ett kromosomalt
cefalosporinas, som forekommer hos E. coli. Manga bakteriearter har denna gen.
Produktionen av betalaktamas dr normalt undertryckt av en suppressorgen vilket leder till att
ingen resistenseffekt uppnas. Hos vissa stammar &r suppressorgenen inaktiverad p.g.a. en
punktmutation — troligen orsaken i det hir fallet — varvid en s.k hyperproduktion av
betalaktamas sker (Batchelor, Threlfall et al. 2005). Denna typ av resistens dr normalt inte
overforbar annat dn vid celldelning. Genen har dock etablerat sig dven i plasmidform, det
finns exempel pa salmonellastammar i USA som bir pa en plasmidform av AmpC som
ursprungligen kommer fran Citrobacter freundii.

Ett problem som aktualiserats i humanmedicinen i Sverige under hosten 2006 ar ESBL,
Extended-Spectrum B-Lactamases, gramnegativa bakterier med resistens mot -
laktamantibiotika, t.ex. penicillin och samtliga cefalosporiner. ESBL kan liksom MRSA
spridas inom sjukhus och orsaka stora problem just pa grund av att de dr sa svarbehandlade.
Ett stort problem bade inom animalieproduktionen och som zoonos idr de salmonellastammar
som har ESBL (Arlet et al. 2006). Enstaka fall har pavisats hos friska notkreatur i bland annat
Wales (Teale et al. 2005) och Storbritannien (Batchelor, Clifton-Hadley et al. 2005).
Overvakningen och smittspirningen av dessa #ir en ny utmaning for sjukvarden och att ha
hittat en stam hos hund som bir denna egenskap dr mycket intressant och virdet av detta far
utredas vidare, huruvida nagon fortsatt screening skall ske framover och isafall i vilken form.

Enterokocker

Ingen behandlingsberoende skillnad i frekvensen resistens kunde pavisas for enterokocker.
Jamfort med frekvensen i NORM (2004) ér resistensen likvirdig avseende savil E. faecalis
som E. faecium. Det som ser ut att avvika mest dr tetracyklin for E. faecium som dr hogre (42
% jamfort med 17 %) i det norska materialet, men da det &r sa fa stammar (n=12) i NORM
blir konfidensintervallet sa stort att en eventuell signifikans inte kan avgoras. I Rantalas
(2004) studie anges resistensen for enterokocker endast for ampicillin och den var mellan 4
och 7 %. Forekomsten av resistens hos enterokocker var ldgre 4n i en belgisk studie (De
Leener et al., 2005). Endast erytromycin (17 % i denna jmf med 26 % hos De Leener),
tetracyklin (25 % jmf med 41 %) och kloramfenikol (3,5 % jmf med 11 %) finns med i bada
studierna

Fordelningen av vilka enterokockspecies som koloniserar hund skiljer sig fran den hos grisar
(SVARM 2005) och hos slaktkyckling (SVARM 2004). Detta tyder pa att det finns en
djurslagsskillnad i vilka typer av enterokocker som koloniserar tarmen. Under de 4 ar grisar
har undersokts i SVARM (2000, 2001, 2003 och 2005) har fordelningen varit relativt stabil,
liksom fallet &r for slaktkycklingar. De Leener et al. (2005) visade i sin studie en forekomst
hos belgiska hundar som stimmer ganska védl med fordelningen i denna studie. For
procentuell jaimforelse se Tabell 3.
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Stafylokocker

Stafylokocker pavisades i 220 av perineumproverna. I Gvriga prover vixte inga bakterier alls
eller en Overvixt av faecesflora (proteus, andra gramnegativa bakterier eller streptokocker).
Staphylococcus aureus pavisades hos endast fyra hundar. Oftast koloniseras hundar inte av
denna bakterie (Loeffler et al. 2005), det laga antalet stimmer bra 6verens med detta faktum.
Diremot kan hundar infekteras med S. aureus, det dr alltsa en bakterie som férekommer hos
hund men som inte hor till deras normalflora.

Hundens motsvarighet till ménniskans S. aureus ir Staphylococcus intermedius. Jag valde att
fokusera pa S. intermedius i arbetet, da de fyra S. aureus-stammarna ar ett for litet underlag att
statistiskt berdkna nagra resultat pa. De koagulasnegativa stafylokockerna (KNS) dr en
mycket heterogen grupp och da de inte ar typade till species blir det omgjligt att dra nagra
slutsatser av det materialet inom ramen for detta arbete.

Forekomsten av resistens hos S. intermedius isolerade fran friska hundar dr 6verlag ldgre dn
hos kliniska isolat presenterade i SVARM (Figur 2). Proverna dir &r inte specificerade men
materialet utgors troligen till stor del av antibiotikabehandlade hundar. For penicillin &r
resistensen i princip likvirdig baserad pa betalaktamasproduktion (82 respektive 84 %). Detta
faktum kan jamforas med de resultat som visades i den svenska studien fran 1995 (Holm et al.
2002) dir man pavisade hogre frekvens resistens hos S. intermedius isolerade fran hundar
med recidiverande pyodermi jamfort med hundar med en forstagangspyodermi. Resultaten for
stafylokocker isolerade fran friska hundar i Holms studie (som utgjordes av S. intermedius -84
%- samt Ovriga koagulaspositiva species) anvindes som jdmforelse avseende eventuell
resistensutveckling mellan 1995 och 2006. Frekvensen resistens hos stafylokocker fran friska
hundar har okat for de flesta antibiotika under den senaste tio-arsperioden. (Figur 2). I
materialet fran 1995 ingick endast 26 hundar varfor man far vara lite forsiktig med slutsatser
om eventuella trender.
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Figur 2 Resistens (%) hos Staphylococcus intermedius isolerade fran hundar i foreliggande
studie(”Friska hunda’r, n=134) jamfort med kliniska isolat frain SVARM 2005 ("SVARM?”, n=126)
och friska hundar i Sverige 1995 (Holm et al. 2002, “Friska 1995, n=26).
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Inga MRSA pavisades i denna studie, ddaremot ett isolat av MRSI (meticillinresistent S.
intermedius). Detta édr den forsta MRSI-stammen isolerad fran en hund i Sverige, dessutom en
frisk hund som kan ridknas som birare eller koloniserad. I en studie fran Slovenien (Vengust
M et al. 2006) har man for forsta gangen pavisat MRSI hos tre (av 299) kliniskt friska hundar.

Dessutom har sju fall av MRSI konfirmerats i kliniska prover fran svenska hundar under
senaste aret (Ulrika Gronlund-Andersson, SVA, personligt meddelande). Det ar alltsa ett reellt
problem att stafylokocker med mecA-genen finns i den svenska hundpopulationen. I flera
utlindska studier (Kania et al., 2004; Gortel et al. 2004) har man isolerat MRSI fréan hundar
med pyodermi. Det stora problemet med MRSI r att det dr stafylokocker som &r anpassade
till att kolonisera och infektera hundar. Om man far en stor spridning av mecA-genen bland
bakterier som orsakar hudinfektioner far veterindrkaren ett stort problem. Det finns idag
egentligen endast fem substanser i FASS-Vet for behandling av pyodermi; cefalosporiner,
amoxicillin-klavulansyra, klindamycin, tetracyklin, kinoloner och i viss man penicillin. Om
den stammen som ir isolerad i detta material sprids (resistent mot betalaktamantibiotika,
klindamycin och fusidinsyra) sa finns endast tetracyklin och kinoloner kvar som
behandlingsalternativ, bada substanser med stor tendens till snabb resistensutveckling.

Om man extrapolerar resultaten i studien - inga pavisade MRSA hos 299 undersokta hundar -
till att gélla hela hundpopulationen kan man med 95 % sékerhet séga att prevalensen MRSA-
birare 1 den friska svenska hundpopulationen 4r mindre @n 1,7 % forutsatt att man antar en
sensitivitet pa detektionsmetoden (odling och konfirmering) pa 0.6. Detta dr beréknat via en
metod utvecklad av Martin et al. (1992 Prev Vet Med, 14: 33-43) erhallen fran
www.ausvet.com. Den forhallandevis laga forekomsten av MRSA bland svenska hundar beror
troligen pa att vi har sa 1ag prevalens bland ménniskor i samhillet, da det ofta dr en smitta fran
manniska till hund (Weese 2005).

Under senhosten 2006 har de tva forsta fallen av MRSA konfirmerats fran hund i Sverige
(Franklin et al. 2006). Sverige har med tanke pa sitt goda resistenslige forsokt bekdmpa
spridningen av MRSA inom humansjukvarden med vervakning, screeningprogram och god
hygien. Det #r oklart vilka atgirder som forvintas av veterindrmedicinen nu nir MRSA
pavisats hos hund. Men att fortsitta overvakningen &r en viktig del i processen. Som kliniker
ar det viktigt att vara uppmérksam pa och ta prover fran hundar med infektioner, framforallt
sadana som &r svarldkta.

Material

Proverna togs pa hundutstillningar eftersom det var “friska” hundar, representativa for den
normala populationen i Sverige som skulle undersokas. Hundar &r i de allra flesta fall friska
pa utstillningsdagen och ska da inte sta pa nagon behandling. Risken att de kommer till en
utstillning med hudproblem &r ganska liten. Dessutom kan man ta manga prover pa en och
samma dag till skillnad mot om de skulle tas pa en djurklinik eller motsvarande. Detta var en
forutséttning for att forenkla logistiken. Om proverna hade samlats in pa djurkliniker skulle
hundarna férmodligen ha varit sjuka eller under behandling i storre utstrickning 4n vad man
forvintar sig av medelpopulationen. Med tanke pa tidigare publicerade studier (Loeffler et el.,
2005) finns dven risken att det finns resistenta bakterier i miljon pa en djurklinik som skulle
kunna paverka resultatet. Om proverna skulle ha tagits pa hundar som bara kom for
vaccinationer skulle man dock kunna komma runt det problemet, men da kvarstar problemet
med att ta tillrickligt manga prov at gangen.
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Eftersom det primira malet i denna studie var att se vilka stafylokocker som normalt finns pa
huden och om ndagon av dessa var MRSA togs proverna for isolering av stafylokocker fran
perineum. I flera studier (Holm et al. 2002; Rantala et al. 2004) har det visats att det &r en
lokalisation diar man har stor chans att hitta stafylokocker. Holm et al. (2002) hinvisar
dessutom till en opublicerad studie av Bjurstrom, L som isolerade stafylokocker fran 16 av 26
prover tagna fran perinealregionen men bara i sju av 26 prover fran ljumsk- och axillomradet.
Aven for att undvika att fi med stafylokocker, kanske frimst S. aureus, som #garna eller
andra ménniskor rakat placera pa hunden dr perineum en bra stélle att ta prov fran. Nar man
klappar om eller kelar med sin hund dr det framst i huvudregionen eller pa kroppen man ror
hunden, sillan i omradet under svansen.

I andra studier med specifik avsikt att pavisa MRSA har forutom fran perineum prover ocksa
tagits fran nos- och munslemhinna (Loeffler et al. 2005; O"Mahony et al. 2005).

Det finns en viss skevhet i materialet jamfort med hur hundpopulationen i Sverige ser ut. De
vanligaste raserna i Sverige dr schifer, golden retriever och tax, men i detta material var
dvirgschnauzer, kungspudel, labrador och golden retriever de mest provtagna, representerade
med 10 eller fler exemplar av varje ras. Totalt provtogs 126 raser, 63 av dem representerade
av enda individ, sa det dr inte mojligt att gora en rasfordelning 6ver resistensen. Det finns en
predisposition for vissa sjukdomar hos vissa raser. Hundraser med predisposition for
hudproblem skulle kunna vara mer antibiotikabehandlade &n genomsnittet. En mycket
avvikande rasfordelning i studiematerialet jamfort med medelpopulationen skulle alltsa kunna
ge icke-extrapolerbara resultat. Betydelsen av detta for de statistiska berdkningarna bor dock
inte vara sa stor da knappt 1/3 av hundarna i studien (73/299) var behandlade med antibiotika
senaste aret, om man riaknar in bade allmin och lokal behandling. Detta stimmer relativt vél
med den siffra pa 318 antibiotikarecept per 1000 svenska hundar som beriknats i SVARM
(2005).

Det dr en Overvikt av unga hundar i studien, 88 % av hundarna &r 6 ar eller yngre. Dessutom
saknas valpar yngre dn 5-6 manader. Det dr vanligare att man aker pa utstillningar med yngre
hundar dn med idldre. Fordelningen dr trots detta ganska representativ da berdknade
livsldngden for en hund &dr 10 — 12 ar (ldgre for de stora raserna) och dven om manga individer
blir mycket dldre &dn 12 ar sa stimmer det nog ganska vidl med populationen i stort.
Medelaldern pa hundarna i materialet var lite drygt tre ar.

KONKLUSION

Frekvensen resistens hos stafylokocker dr pa griansen till oroande da 6ver 80 procent ar
betalaktamasproducerande och dérmed resistenta mot penicillin. Nérmare var tredje frisk
hund har S. intermedius resistenta mot tetracyklin medan var femte har stammar med resistens
mot streptomycin och var sjétte stammar med resistens mot erytromycin och fusidinsyra. De
tva senare substansgrupper ar frekvent anvianda och har ett relativt smalt spektrum. Om man i
framtiden inte ldngre kan anvinda dessa som “drug of choice” betyder det att man istillet kan
komma att anvéinda mer fluorokinoloner eller dvriga bredspektrumantibiotika som vid
anvindning snabbt ger en resistensutveckling.

Den forsta MRSI-stammen har i denna studie isolerats fran en frisk svensk hund. Inga MRSA

har ddremot pavisats och det dr fa hundar som bar S. aureus. En E. coli med misstidnkt
hyperproduktion av betalaktamas har ocksa isolerats for forsta gangen fran hund i Sverige.
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Hos E. coli och enterokocker ses samma hoga forekomst av resistens mot erytromycin och
tetracyklin som pavisats hos lantbruksdjuren, men i Ovrigt dr frekvensen lag. En hogre
frekvens ses hos de hundar som antibiotikabehandlats senaste aret, jamfort med de hundar
som inte dr behandlade eller déir behandlingen skett for mer &n ett ar sedan.

Det ér forsta gangen ett sa stort material av friska hundar undersoks avseende resistens, varfor
resultaten i denna studie kan anvindas som utgangsvirde for framtida resistensovervakning.

Med dessa fakta sammantagna &r det viktigt med en fortsatt resistensovervakning av bakterier
isolerade fran hundar och att misstinkta infektioner verifieras med en odling och
resistensbestdimning. Dédrmed kan behandlingen optimeras och antibiotikaforbrukningen
minskas.
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BILAGA 1: MRSA — ETT PROBLEM SOM KRYPER NARMARE

Meticillinresistenta  Staphylococcus aureus (MRSA) #&r ett stort problemen inom
humansjukvarden. Det &r stafylokocker som ir resistenta mot alla betalaktamantibiotika (t.ex
penicillin, cefalosporiner) och ofta dr resistenta dven mot manga andra substansgrupper.
Resistensen beror pa att bakterien bér den sa kallade mecA-genen, en gen som kodar for ett
fordndrat penicillinbindande protein (PBP2a). PBP ir ett ytprotein pa stafylokocken som
penicillin binder in till och dirigenom kan utdva sin effekt. Nér det &r fordndrat, som hos
MRSA-stammar, blir affiniteten simre och penicillinet ir inte lidngre effektivt, resistens
uppkommer. Bakterien i sig dr vanligtvis inte mer aggressiv dn “vanliga” S. aureus men pa
grund av att den &r sa resistent blir den svarbehandlad och kan dérfoér ge upphov till mycket
allvarliga infektioner. I flera artiklar (Zetola et al. 2005; Okuma et al. 2002) diskuteras dock
en ny, “aggressivare”, samhillsforvirvad variant av MRSA (community aquired, CA-MRSA)
som forutom att vara resistent dven dr mer patogen én “vanliga” MRSA-stammarna (hospital
aquired, HA-MRSA), angriper friska unga ménniskor och orsakar bl.a. suppurativa
hudinfektioner och nekrotiserande pneumonier. Ménniskor koloniseras litt av S. aureus och
MRSA ir inget undantag. Personer runt den smittade/koloniserade blir ldtt smittade. Det &r
denna egenskap som gor den sa fruktad, da den litt kan spridas mellan patienter pa sjukhus
via personalen.

Meticillin borjade anvidndas i humanmedicinen 1959 och forsta Meticillinresistenta
Staphylococcus aureus-stammen isolerades 1961 (Lee 2003; Zetola et al. 2005). I flera
undersokningar har man pavisat MRSA hos hund och andra djur (Malik, Peng et al. 2006;
Strommenger et al. 2006; Lee 2003; Weese 2005) och de flesta av dessa stammar &r identiska
med de nosokomiala (sjukhusrelaterade) humana stammar som florerar (Malik, Peng et al.
2006; Strommenger et al. 2006). Det tyder pa att det kan vara en omvind zoonos. Niar man
diskuterar MRSA hos hundar och om de ir en risk for att smitta ménniskor i sin omgivning
kan man notera att samtliga hundar som i en studie (Weese 2005) pavisades ha MRSA hade
minniskor med MRSA i sin omgivning. Ddremot kan hunden fungera som reservoir efter att
ha fatt bakterien fran en redan smittad minniska. Det finns dven beskrivet flera fall av
svarlikta sarinfektioner hos hund dir man isolerat MRSA (Malik et al. 2006).

De senaste 5-6 aren har det borjat komma rapporter om férekomst av MRSA hos djur (Malik,
Peng et al. 2006; van Duijkeren 2004; O'Rourke 2003). I en studie (Loeffler et al. 2005)
undersoktes forekomsten och sambandet mellan MRSA hos hund och ménniska. Studien &r
gjord pa ett djursjukhus i Storbritannien dar man tagit prover fran nos- och munslemhinna pa
personal, inneliggande hundar och katter samt omgivningsprov. Enligt forfattarna till studien
bar 1-10 % av hundar och katter normalt pa S. aureus. I denna studie pavisades MRSA hos 18
% av personalen, 9 % av hundarna och i 10 % av omgivningsproverna. Sex olika
resistensmonster pavisades hos MRSA-stammarna, de flesta av den nosokomiala stammen
EMRSA-15.

I en annan studie (Malik, Coombs et al. 2006) poédngteras att man inte anvinder oxacillin-
eller meticillinpreparat till hund och katt men att de trots detta dr/kan vara barare av MRSA.
Dessutom hittades de flesta stammarna pa friska djur, alltsa en kolonisation och inte en
infektion. Liksom i andra studier pavisades hir fem olika SCC (Staphylococcal cassette
chromosome), en mobil genbit didr mec-genen finns. Denna anvénds for epidemiologiska
undersokningar pa minniska for att folja olika stammar av MRSA. Savidl HA-MRSA som
CA-MRSA aterfanns hos de 10 hundar och katter (av 252 provtagna) i denna studie fran
Australien.
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BILAGA 2: REMISS FOR HUND SOM DELTAR | RESISTENSSTUDIEN 2006

Lopnr:

Provtagningsdatum: Utstéllningsplats:

Hundens ras: Hundens alder:

Bor hunden med familjen eller i_hundgéard?

Hur méanga hundar finns i familjen/kenneln férutom denna hund?

Har hunden nagon gang blivit behandlad med antibiotika? Ja / Nej

OmJa: Nir? ~Overettarsedan ~16-12 man sedan Rz ~13-6 mén sedan

'~ ~isenaste 3 man '~ behandlas nu

Om Ja: Av vilken anledning fick er hund antibiotika? - Urinvigsproblem
- Oronproblem
- Hudproblem
- Isamband med

operation

- Ehrlichia/borrelia
- Mag/tarmproblem
- Annat

Hur lénge fick hunden antibiotika?

Vilket preparat?

Har nagon annan hund i hushéllet behandlats med antibiotika? Ja/ Nej

Vilket postnummeromrade bor hunden i?

Djuragarens medgivande:

Jag har tagit del av information om undersdokningen och ger hirmed mitt godkénnande till
insamlingen av prov och uppgifter fran min hund samt vetenskaplig bearbetning och

redovisning av dessa.
Dag som ovan

......................................................................................................................................... Telefon ..o

26



