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SAMMANFATTNING

Resistens mot antibiotika ar ett 6kande problem i samhéllet idag och det drabbar inte bara
manniskor och humansjukvarden, utan dven djursjukvarden. Utvecklingen inom djurens héalso-
och sjukvard gar mot alltmer avancerade behandlingar och ingrepp som, liksom humansjuk-
varden manga ganger kraver antibiotika for att kunna genomféras. Samma principer for
resistensutveckling verkar dock galla inom djursjukvarden som inom humansjukvarden, flera
studier visar att resistenta bakterier forekommer i miljon aven pa djursjukhus.

Denna studie syftar till att undersoka forekomsten av meticillinresistenta Staphylococcus
aureus samt Staphylococcus pseudintermedius i miljon pa ett hastsjukhus i Sverige. Ett utbrott
av meticillinresistenta Staphylococcus aureus (MRSA) hade forekommit pa sjukhuset ett par
manader innan studiens genomforande. Miljoprovtagning ca 3 veckor innan studiens provtag-
ningar inleddes kunde dock inte pavisa nagon MRSA i miljon.

Proverna togs med fuktade sterila svabbar och bakterier anrikades i buljong i tva steg innan de
odlades pa blod samt MAST och chrom-agarplattor, vilka ar selektiva plattor for
Staphylococcus spp. Misstankta kolonier artbestdimdes med hjélp av. MALDI-TOF och
resistensgenerna mecA och mecC/mecALcazs1 Samt genen nuc (som finns hos alla S. aureus)
och genen som kodar for Panton-Valentin leukocidine (PVL) toxin identifierades med hjalp av
g-PCR.

Av 65 tagna prover kunde S. aureus pavisas i 24 av dem, varav tre var positiva for mecA-genen
och betraktades darmed som meticillinresistenta S. aureus, MRSA. Inte i ndgot prov kunde S.
pseudintermedius pavisas. Av de tre MRSA-proverna togs tva fran strikta humankontaktytor,
barbara telefoner respektive reception, medan det tredje var ett poolat prov taget i ett av
intensivvardsstallen.

Biofilmbildande bakterier som S. aureus ar svara att tvatta bort. De nya rutiner som inforts pa
det aktuella hastsjukhuset verkar vara effektiva dd MRSA inte kunde pavisas igen vid
uppfdljande provtagningarna av de tidigare MRSA-positiva ytorna. Den typ av MRSA som
identifierades vid det tidigare utbrottet pa hastsjukhuset tillhorde en i Sverige relativt ovanlig
humanstam, t1257. Den har tidigare framst patraffats hos manniska i Afrika. Typning av
MRSA-isolatet som hittades i denna studie genomfordes inte, men vid jamforelsen av
masspektrat fran MALDI-TOF analysen sags ingen skillnad mellan pavisade isolat och de tva
stammar med humant ursprung som anvandes som kontroller vid kérningen. Utan typning med
avseende pa CC/ST och spa-typ gar det inte att sakert avgora ursprung eller relatera den till det
tidigare utbrottet. Att tva av tre MRSA-positiva prover togs fran strikt humana kontaktytor; pa
telefoner och i receptionen, samt likheten med humanstammarna, ger dock en indikation pa att
ursprunget skulle kunna vara humant. Att MRSA ater pavisats trots tidigare rengoring och
friforklaring kan bero pa att den cirkulerar i klinikmiljon, delvis buren och spridd av personal,
eller att den introducerats med en ny patient eller djurégare.



SUMMARY

Bacteria resistant to antibiotics is an increasing problem worldwide, not only in human
medicine, but also when treating sick animals. As in human medicine, the trend in veterinary
hospitals, is more sophisticated treatments and procedures, which in many cases requires peri
operational treatment with antibiotics. Unfortunately, as seen in people, the prevalence of
bacteria resistant to antibiotics seems to rise and resistant bacteria are found in animal hospitals
in many parts of the world.

The objective in this study is to investigate the presence of methicillin resistant Staphylococcus
aureus and Staphylococcus pseudintermedius in an equine animal hospital in Sweden. There
had been an outbreak of MRSA in the equine hospital targeted, only months prior to this study.
However, environmental samples taken just three weeks before tested negative for MRSA, so
the hospital was considered free from the outbreak.

Samples were taken using sterile swabs, which were incubated in two types of broth in two
following steps, before cultured on three types of agar plates: bovine blood, MAST and
chromogenic. Suspected colonies were analysed using MALDI-TOF and confirmed S. aureus
were further analysed with q-PCR, for mecA and mecC, genes carrying resistance to meticillin,
as well as nuc and PVL.

From the 65 samples taken, S. aureus could be detected in 23, three of them carried the mecA-
gene hence being regarded methicillin resistant. Staphylococcus pseudintermedius was not
found in any of the samples. Of the three MRSA samples, two were taken from strictly human
contact surfaces, telephones and the reception area whereas the third was a pooled sample taken
in one of the stables of the intensive care unit.

S. aureus is known to form biofilms which are considered very difficult to eradicate, but the
cleaning routines at this hospital appear sufficient since the one MRSA positive surface where
follow up samples were taken, MRSA could not be isolated again. The outbreak proceeding
this study, were caused by a human strain, t1257, previously found in Africa. The MRSA found
in this study was not sequenced, but when comparing the characteristic mass-spectrum from
MALDI-TOF one could not separate the detected isolates from the two human strains used as
controls. Without determining CC/ST and spa-type for the MRSA found in the study, no
conclusion on connection between the findings of environmental MRSA can be drawn.
However, two of the three MRSA samples were taken from strictly human contact surfaces and
the similarity to the two human strains with MALDI-TOF indicate that there might be a human
source to these positive samples. Thus, the presence of MRSA at the hospital could either be
due to a circulating “in-house” strain or introduction from a more recent patient.
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ORDLISTA
CA-MRSA:

HA-MRSA:
LA-MRSA:
MALDI-TOF:
MRSA:
MRSP:
MSSA:
MSSP:

nuc:
PFGE:
PVL:

q-PCR:

S.a.:
S. aureus:
spp:
S.p.:

samhallsforvarvad MRSA, fran engelska Community associated MRSA
nosokomial MRSA, fran engelska Health care associated MRSA
notkreatursassocierad MRSA, fran engelska Livestock associated MRSA
Matrix assisted laser desorption-ionization-time-of-flight,

Meticillinresistent Staphylococcus aureus

Meticillinresistent Staphylococcus pseudintermedius

Meticillink&nslig Staphylococcus aureus, fr. engelskans meticillin susceptible

Meticillinkénslig Staphylococcus pseudintermedius, fr. engelskans meticillin
susceptible

gen som bérs av alla Staphylococcus aureus
Pulsed Field Gel Electrophoresis,

Panton-Valentin leukocidin, gen hos vissa S. aureus som kodar for ett toxin associerat
till allvarliga infektioner i hud och mjukdelar

quadruple-PCR, analyserar prover med avseende pa fyra gener samtidigt, i denna studie
mecA, mecC/mecA cazs1, nuc och PVL

Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus
species; betecknar alla arter under ett genus

Staphylococcus pseudintermedius

S. pseudintermedius: Staphylococcus pseudintermedius



INLEDNING

Resistens mot antibiotika ar ett véaxande problem, framforallt nér det géller infektioner hos
manniskor. Studier har visat att de finns ett samband mellan méngd och typ av férskriven
antibiotika och férekomst av resistens hos bakterier i den lokala miljon, sa kallad nosokomial
infektion eller HA-MRSA, fran engelskan health care associated MRSA (Dancer et al., 2005).
Med den moderna djursjukvard som bedrivs idag forekommer samma problematik dven pa
djursidan. Till det kommer den resistens som uppstar som en foljd av anvandningen av
antibiotika inom animalieproduktionen i vissa delar av varlden, notkreatursburen MRSA eller
”livestock associated MRSA” (LA-MRSA). Tidigare studier har visat att ménniskor kan
infekteras av MRSA fran bade dessa kéllor men ocksa fran det 6vriga samhéllet; samhéllsburen
MRSA eller "community associated MRSA” (CA-MRSA), varfor kartldggning och strategier
for hantering av infektionsamnet i det vardagliga arbetet inom djurens halso- och sjukvard &r
av storsta vikt for att stoppa spridningsvagar (Pletinckx et al., 2013; Deiters et al., 2015).
Tidigare studier har visat ett samband mellan forekomst av MRSA hos héstar och bérarskap
hos ménniskor som tar hand om héstarna (van Duijkeren et al., 2010; Grénlund Andersson et
al., 2014; van der Mee-Marquet et al., 2014; Bortolami et al., 2017; Rojas et al., 2017).
Nosokomial infektion av MRSA pa hést i Sverige konstaterades forsta gangen 2008 (Bergstrom
etal., 2012a).

Syftet med den hér studien &r att undersoka forekomsten av MRSA pa ett hastsjukhus i Sverige
och om sa var fallet pa vilken typ av ytor bakterien kunde pavisas. Den undersokta kliniken
drabbades av ett MRSA-utbrott under manaderna som féregick studiens genomforande, men
miljoprovtagning med negativt resultat genomférdes ca 3 veckor innan denna studies
provtagning inleddes (Perttula, personligt medd., 2017).



LITTERATUROVERSIKT
Staphylococcus spp.

Staphylococcus spp. ar kommensaler och tillhér normalfloran pa hud och slemhinnor hos bade
djur och ménniskor, vissa av dem ar opportunister och kan orsaka pyogena infektioner (Quinn
et al., 2011). Bakterier tillhorande detta slékte koloniserar framst de évre luftvégarna, nedre
urinvagarna och fuktigare delar av huden som axillaromradet och perineum (Quinnetal., 2011).
Sarskilt nares/nashalan ar mycket vanlig bararplats och ca 20 % av alla manniskor beraknas
vara bérare av Staphylococcus aureus i just nashalan (Quinn et al., 2011). Inom slaktet hor S.
aureus och S. pseudintermedius till de vanligaste avseende hud- och sarinfektioner hos
manniskor respektive husdjur (Quinn et al., 2011). De ar grampositiva kocker och kan 6verleva
relativt lange utanfor sina varddjur (Wagenvoort et al., 2000; Quinn et al., 2011).

Staphylococcus aureus

S. aureus kan orsaka hud- och sarinfektioner hos bade djur och manniskor (Quinn et al., 2011).
Bakterien kan dessutom orsaka mastit hos flera djurslag (n6t, hast, far, m.fl.), endometrit,
botryomykos hos héast. Vissa stammar kan producera varmestabila enterotoxiner vilka kan
orsaka matforgiftning hos maéanniska (Quinn et al., 2011; Vincze et al., 2014). Andra
virulensfaktorer hos S. aureus ar produktion av koagulas, lipas, esteras (nedbrytande enzymer
som orsakar vavnadsskada), alpha-toxin (kan t.ex. orsaka letala gangrandsa mastiter), ex-
folierande toxiner (bl.a. proteaser vilka ger hudlesioner framférallt hos ménniska och hund)
samt TSST — toxic shock syndrom toxins som inducerar excessiv lymfokinproduktion vilket
kan ge vavnadsskada och aven har superantigenegenskaper (Quinn et al., 2011).

En mycket viktig egenskap hos S. aureus ar att den har en zoonotisk potential, dvs. kan sprida
sig mellan méanniskor och djur, &ven om olika stammar har olika formaga att kolonisera olika
arter (van Duijkeren et al., 2010; Vincze et al., 2014; Bortolami et al., 2017).

Staphylococcus pseudintermedius

Tidigare ansags Staphylococcus intermedius vara den viktigaste patogena stafylokocken hos
hund och katt, men senare studier har visat att det ar Staphylococcus pseudintermedius som likt
S. aureus kan orsaka pyodermi, sarinfektioner, endometrit, m.fl. suppurativa tillstand (Devries
et al., 2009, Quinn et al., 2011). S. pseudintermedius aterfinns séllan i isolat fran hast (Quinn
etal., 2011).

Resistens och klassificering

MRSA patraffades for forsta gangen 1961 i Storbritannien och har sedan dess spritt sig 6ver
stora delar av vérlden (Barber, 1961; Jevons, 1961). Forsta kdanda fallen pa djur var mastit hos
mjolkkor 1972 (Devriese et al., 1972).

Studier har visat tydliga samband mellan hdg antibiotikaanvandning pa sjukhusavdelningar och
forekomst av antibiotikaresistens hos bakterier i ndrmiljon. Vid jamforelser av avdelningar med
stor skillnad i férskrivning av antibiotika, visades att en storre andel av bakterierna var
resistenta mot antibiotika pa avdelningen med hogst antibiotikaforskrivning, liksom att dessa
var resistenta mot fler typer av antibiotika. Avdelningen med hogst antibiotikaforskrivning
tillika resistensforekomst, var dock inte den som visuellt gav intryck av att vara smutsig. Det
visuella intrycket av en klinik har saledes inget samband med forekomsten av resistenta
bakterier i miljon (Dancer et al., 2006).



En anledning till att multiresistenta bakterier lyckas 6verleva i sjukhusmiljo ar deras formaga
att bilda och 6verleva i biofilmer. Att biofilm kan kvarsta trots adekvat rengéring har visats i
en studie dar olika delar av ett sjukhus provtogs efter rengéring med neutralt rengéringsmedel
och efterfoljande desinfektion med klorin. Bade biofilm och férekomst av resistenta bakterier
kunde pavisas trots rengoring; bakterier vaxte ut pa hastblodagar fran 66 % av proverna (4/6).
En anledning till detta skulle kunna vara att fukt kondenserar pa ytor pa sjukhusavdelningar,
vilket ger tillrackligt mycket fukt for att bakterier pa ytan ska kunna producera biofilm. Val
bildad ar biofilmen mycket svar att tvétta bort. Forskarna lyckades dock isolera och odla fram
MRSA aven fran en provtagningsplats dar ingen biofilm kunde pavisas (Vickery et al., 2012).

MRSA grupperas ofta med avseende pa ursprung; nosokomial (ofta forkortat HA-MRSA efter
Health care Associated MRSA), samhéllsférvarvad (CA-MRSA, Community Associated) och
notkreatursassocierad MRSA (LA-MRSA, Livestock Associated). Vid ett utbrott krévs
smittsparning for att kartlagga smittvagar och stoppa ytterligare spridning. En viktig del i detta
arbete ar att avgora ursprunget till ett utbrott varfér metoder for att kunna sarskilja de tidigare
namnda grupperna ar av stor vikt (Zhang et al., 2015). For att gora den atskillnad kravs dock
att hansyn tas till flera variabler, bland annat de drabbades tidigare kontakt med sjukvard
(Perovic et al., 2017). Tidigare har olika stammar av MRSA (efter ytterligare analyser, se nasta
stycke) hénskjutits i sin helhet till de olika grupperna ndmnda ovan, men dver tid har den
sarskiljningen blivit mindre tydlig och vissa stammar har t.ex. forekommit vid bade nosokomial
och samhallsforvarvad MRSA-infektion (Perovic et al., 2017; Boyle et al., 2017).

Meticillinresistenta S. aureus forekommer i flera varianter och for att kunna smittspara ar det
av stor vikt att ha tillgang till ett typningssystem som kan identifiera olika varianter eller kloner.
Det finns flera sétt att typa eller klassificera MRSA. Vilket system som anvands i praktiken
skiljer sig lite beroende pa plats i vérlden, men det sker ocksa en férandring éver tid i och med
utveckling av nya tekniker. Resultat av typning kan klassificeras antingen som clonal
complexes (CC) eller sequence type (ST), som identifieras med hjalp av multi locus sequence
typing (MLST). Spa-typer som beskriver polymorfism i spa-genen, a&r mycket anvént och har
till stor del ersatt gelelektrofores (pulsed field gel electroforesis, PFGE) som tidigare sags som
”gold standard” vilket delade in MRSA i Smal-klasser (Cuny and Witte, 2017). Flera varianter
av den resistensbarande genen mec férekommer och vilken som ar narvarande i varje fall kan
bestammas med hjélp av PCR. | Sverige har mecA och mecC/mecALcazs: hittills patraffats vid
sjukdomsutbrott (Swedres-Svarm, 2016). Resultatet av typning brukar presenteras t.ex. som
CC398, t011. MRSA av typen CC398, som &r vanligt forekommande pa hast, ar fran borjan
associerad till boskap (Graveland et al., 2011; Cuny & Witte, 2017), men studier har visat att
det numera finns indikationer pa att en viss hastklinik-associerad typ har utvecklats; CC398,
t011, SCCmeclV som ocksa bar pa en viss typ av gentamicinresistens (Cuny & Witte, 2017).
Hos svenska héstar &r det just denna typ som &r vanligast férekommande (Swedres-Svarm,
2016). For att avgora om en CC398 tillhor denna “clade” krdavs dock analys av SNP, single
nucleotide polymorfism. MRSA av typen CC398 forekommer framst hos manniskor som
jobbar med produktionsdijur eller pa hastkliniker, eller pa annat sétt har nara kontakt med djur.
Varianten har dock isolerats aven fran patienter utan kontakt med dessa typer av djur, vilket
tyder pa att det aven forekommer éverforing av MRSA av denna typ mellan manniskor.

Forsta problemet med MRSA (stam CC398) upptacktes i Nederlanderna 2004, hos asymto-
matiska grisar och deras grisskotare, som en grisadapterad stam av MRSA med formaga att
kolonisera ménniskor (Voss et al., 2005; van der Mee-Marquet et al., 2014). Kliniska symtom



vid S. aureus-infektion ar dock ovanligt pa grisar, (Quinn et al., 2011). Hur denna stam sedan
overfordes till hastar ar inte helt klarlagt, men det har féreslagits att hastar som halls pa samma
gardar som grisar och delar miljoé och omhandertagande méanniskor, liksom t.ex. veterinarer kan
vara ett mojligt ursprung (van Duijkeren et al., 2010). Detta pastaende stods av studier som
visar att MRSA av samma stam, ST398, med samma spa-, SCCmec- och antibiotikaresistens-
profil i flera fall forekom bland bade grisar, manniskor och sallskapsdijur (inklusive hastar) pa
samma gardar (Pletinckx et al., 2013). En fransk studie av CC/ST398 och dess olika varianter
talar for att stammen har utvecklats fran att vara tydligt grisadapterad till att bli betydligt mer
divers och ha potential att utveckla formaga till pandemisk spridning hos manniskor (van der
Mee-Marquet et al., 2014).

Meticillinresistent S. pseudintermedius (MRSP) &r annu inte sa vanligt, men okar i forekomst
(Quinnetal., 2011). Det ses som ett vaxande problem inom djurens hélso- och sjukvard, sérskilt
som stammarna ofta &r resistenta mot ett stort antal antibiotika inklusive betalaktamer, vilket
gor dem svarbehandlade (Quinn et al., 2011). MRSP har isolerats fran luftsackarna hos hastar
som deltog i screening for infektion med Streptococcus equi (Boyle et al., 2017).

Lagstiftning och rekommendationer

Konstaterade fall av. MRSA och MRSP hos djur skall anmaélas till Lansstyrelsen, enligt
Jordbruksverkets forordning SIVFS 2013:23. For produktionsdjur, undantaget héstdjur, géller
denna anmalningsplikt dock enbart indexfall (SJVFS 2013:23). Hantering av djur med
misstankt eller konstaterad infektion med MRSA/MRSP regleras aven i Jordbruksverkets
foreskrifter om hygienregler som bland annat anger att djurhallare med djur dar infektion
misstanks ar skyldiga att Iata provta djuret och att vidta atgarder for att férhindra spridning
(SJVFS 2013:14).

Folkhdlsomyndigheten har publicerat rekommendationer for hur MRSA ska hanteras hos hund,
katt och hast. Dar finns &ven instruktioner for personer som ar bérare av MRSA och som jobbar
med djur mottagliga for MRSA (Folkhalsomyndigheten, 2011). Infektion med MRSA hos
manniska betraktas som en allménfarlig sjukdom och &r anmalningspliktig enligt Smittskydds-
lagen (SFS 2004:168). MRSP ar inte anméalningspliktig vid infektion hos ménniska (Swedres-
Svarm, 2016).

Staphylococcus aureus hos hastar

Prevalensen for MRSA hos héstar varierar mellan lander och undersékningar, men tenderar att
oka (Bergstrom et al., 2012a; Van Balen et al., 2014; Bortolami et al., 2017 ). | en studie fran
Nederlanderna, screenades alla hastar som skrevs in pa ett veterinart undervisningssjukhus for
MRSA (som ocksa typades), av dessa visade sig 9,3 % vara barare (van Duijkeren et al., 2010).
Pa samma hastsjukhus pavisades MRSA hos 42 % av de inneliggande patienterna, under en
testperiod av fem veckor. Pa ett annat hastsjukhus dar det bedrevs undervisning pavisades
MRSA fran 132 av 240 (55 %) prover (Van den Eede et al., 2013a), medan Vincze et al. (2014)
rapporterade MRSA i 9,4 % av 604 insanda svabbar fran sarinfektioner hos tyska hastar. En
longitudinell studie dver 5 ar pa ett engelskt hastsjukhus pavisade MRSA i 6,3 % av de
infekterade operationssaren (SSI, fran engelskan surgical site infections) (Bortolami et al.,
2017).

Som en f6ljd av de forsta MRSA-utbrotten i Sverige undersoktes hur lang tid hastarna bar pa
MRSA. Undersokning av nasborrar/nares, just i gransen mellan hud och mukosa, var den



provtagningsplats med stérst sannolikhet att pavisa MRSA (Bergstrom et al., 2013; Van den
Eede et al., 2013a). De nio undersokta hastarna fran utbrottet provtogs minst sju ganger, de
forsta sex testtillfallena ungefar en gang/man efter det initiala testtillfallet och det sjunde
tillfallet 6-12 manader efter det sjatte. Patienten ansags som fri fran MRSA efter tva pa varandra
foljande negativa provresultat. MRSA pavisades i 4 % av proverna (13/323) och béarartiden
varierade mellan 55 och 711 dagar, med ett medeltal pa 143 dagar. Alla hastarna blev slutligen
negativa for MRSA dven om det i vissa fall tog lang tid (Bergstrom et al., 2013).

Hast och méanniska

Vid typning av MRSA fran 272 MRSA-positiva hastar i Tyskland och 67 personer i personalen
pa de hastsjukhus och -kliniker som vardat dem, dominerade CC398 (82,7 %), vilket stammer
vél dverens med andra studier (Van den Eede et al., 2013a; Vincze et al., 2014; Cuny et al.,
2016; Bortolami et al., 2017). Majoriteten av dessa isolat (66 %) horde till en hastklinikspecifik
variant av CC398, dar 79 % var resistenta mot florokinoloner. Resistens mot gentamicin kunde
ses i 85 % av fallen och var starkt kopplat till den specifika hastvarianten, medan resistens mot
tetracyklin fanns i 97,5 % av alla isolat (Cuny et al., 2016). Alla isolat var kansliga for
mupirocin (Cuny et al., 2016). Aven om forfattarna konstaterar att MRSA &r ett nosokomiellt
problem och att den bara i liten grad sprider sig fran klinikmiljon till det omgivande samhéllet,
sa ar det av stor vikt att skyndsamt etablera och implementera rutiner for att forhindra och
begransa smittspridning (Cuny et al., 2016). Kontakten mellan ménniska och hast och risken
for overforing av infektioner i den kontakten, behdver dvervakas, framforallt i klinikmiljo
(Cuny et al., 2016). Risken for att infekteras/bli barare av MRSA hést-typen CC398, ar hogre
for personer som delar hushall med individer som é&r testpositiva for MRSA (CC398), men att
infektionen atminstone delvis ar transient (Walter et al., 2017). De som delar hushall med en
MRSA-positiv veterinar, bér i hog utstrackning pa samma variant av stafylokock (Walter et al.,
2017).

Det finns ett samband mellan bararskap av MRSA hos héstar och hos de manniskor som skoter
dem. Vid undersokning av ekipage vid ett antal storre hdstevenemang fanns att prevalensen av
MRSA var lag, 1,2 % och 2,4 % hos hést respektive manniska, men dar den fanns hos bade
méanniska och héast var det samma variant som hittades (LA-MRSA) (Van den Eede et al.,
2013b). Inget tydligt samband till hastevenemang eller -transporter kunde pavisas, daremot
regelbunden kontakt med hastklinik (Van den Eede et al., 2013b). Aven andra studier visar pa
samband mellan MRSA hos hastar och pavisande av bararskap hos de manniskor som vardar
dem (O’Mahony et al., 2005; van Duijkeren et al., 2010).

Vid PFGE-analys av MRSA fran 25 djur (14 hundar, atta hastar, en katt, en kanin och en sal)
och 10 individer ur personalen som vardat dem, visades att isolaten frén icke-ekvina” patienter
inte gick att skilja fran varandra eller de isolat fran méanniskor som tagit hand om dessa patienter
(O’Mahony et al., 2005). Stora likheter fanns mellan denna MRSA-typ och typer funna pa
humana sjukhus i landet (O’Mahony et al., 2005). De ekvina patienterna kom ursprungligen
fran sex olika mindre kliniker innan de remitteras till en och samma héstklinik for provtagning
och behandling. Isolaten fran dessa patienter och personal var mycket lika varandra
sinsemellan, men skiljde sig tydligt fran de andra isolaten. Stammen som isolerades fran hastar
och hastpersonal har tidigare inte rapporterats fran humansidan i det omradet (O’Mahony et al.,
2005).



MRSA pa hastkliniker ar antingen HA-MRSA eller LA-MRSA, men hastkliniker forefaller inte
vara en primar kalla for MRSA-infektion hos manniska (Cuny and Witte, 2017). Intranasal
kolonisation av personalen vid héastkliniker i fyra europeiska lander varierade mellan 9,4 och
22,2 % (Cuny and Witte, 2017). Det finns dock rapporter som tyder pa att 6verforing av MRSA
har forekommit mellan veterindrer och familjemedlemmar utan djurkontakt (Cuny and Witte,
2017). Det finns &n sa lange fa studier 6ver hur lange héstarna ar barare av MRSA efter att de
skrivits ut fran kliniken och i vilken utstrackning infektion/bararskap forekommer hos bade hast
och dess skotare. MRSA har troligen kommit fran human sjukhusmiljo, eller fran andra djur,
innan den borjat cirkulera pa och mellan hastkliniker. CC398, en stam som tidigare ansetts
tillhéra LA-MRSA, men som nu ar mycket vanligt forekommande vid MRSA-infektion hos
hast. Overvakning och kontrollatgarder ar av storsta vikt for att undvika spridda smittor av
kloner med epidemisk potential (Cuny and Witte, 2017).

MRSA i klinikmiljo

Vid undersokning av 66 provytor pa en hastklinik, bade humana kontaktytor och patient-
kontaktytor, varje manad under ett ar kunde MRSA pavisas fran 9,7 % av de humana kontakt-
ytorna och 7,1 % av djurkontaktytorna (Van Balen et al., 2014). De vanligaste kontaminerade
ytorna var datorer, foder- och vattenhinkar samt mattor/madrasser for operationsbord. Tre
konstateranden kunde ocksa goras; det skedde en kontinuerlig introduktion och re-introduktion
av resistenta stammar, resistenta kloner cirkulerade pa sjukhuset och att stammar éverlevde i
miljon 6ver tid, da samma unika MRA-klon kunde isoleras fran en och samma provtagningsyta
vid tva pa varandra féljande provtagningstillfallen. Antalet positiva fall varierade 6ver aret med
hogst antal fall under perioden oktober till december (Van Balen et al., 2014).

Vid miljoprovtagning pa ett undervisande hastsjukhus i Nederlanderna pavisades MRSA i 53
% (19/35) av proverna, bland annat fran stall, isoleringsavdelningar, undersokningsrum,
hovslagarutrymmen/smedja, studenternas rum och matsal (van Duijkeren et al., 2010). |
England identifierades MRSA i 11,5 % av miljoproverna och 7,4 % av handprovtagningarna
som gjordes i en studie dver fem ar (Bortolami et al., 2017). I miljon pa det storsta undervisande
djursjukhuset i Costa Rica kunde MRSA pavisas i 26,5 % av proven (Rojas et al., 2017). Av de
pavisade MRSA-proven var 21,4 % positiva for PVL-gener som kodar for egenskaper som
medfor hdg patogenicitet (Rojas et al., 2017). Utbredd forekomst av MRSA i miljon ses ocksa
som en viktig anledning till bade zoonotisk och nosokomial smittspridning (van Duijkeren et
al., 2010). Samband har daven setts mellan bérarskap av MRSA i nasala svabbprov hos hastar
pa en gard och forekomst av MRSA i svabbprov fran deras omgivning (Peterson et al., 2012).
MRSA har beskrivits dverleva pa icke-levande ytor i 6ver sex manader, varfor de inte kan
forvantas forsvinna spontant fran miljon utan maste tvattas bort (Wagenvoort et al., 2000).

Det har konstaterats att det viktigaste i arbetet med att begrénsa infektioners spridning ar att
konstant tanka pa handhygienen, vilket ar séarskilt viktigt nar det kommer till MRSA da denna
bakterie framst hittas pa hander och handkontaktytor (Dancer et al., 2006).

MRSA/MRSP i Sverige

MRSA pavisades hos hést i Sverige forsta gangen 2007 i en screening, det forsta kliniska fallen
var aret efter, 2008 (Bergstrom et al., 2012a). Det forsta utbrottet skedde pa en klinik dar tre
héstar konstaterades ha MRSA postoperativt i operationssaret. Hastarna hade inte haft nagon
direkt kontakt med varandra, men hade antingen opererats i samma sal eller med samma
instrument (rengjorda/autoklaverade emellan). Ytterligare 3 hédstar som opererades under en



femdagarsperiod en manad senare, konstaterades senare vara infekterade med MRSA. Inget
primarfall kunde dock konstateras pga. att ingen av héstarna hade testats for MRSA vid ankomst
till kliniken. Det gar inte att utesluta att ursprunget kan ha varit manniska med tanke pa S.
aureus’ zoonotiska potential (Van Balen et al., 2014). Analyser visade att MRSA-isolaten i
detta utbrott var av typen ST398, t011, som tidigare betraktats som LA-MRSA. | Sverige hade
dock inget fall av denna typ konstaterats pa nétkreatur an, varfor det djurslaget inte ansags vara
en trolig kélla till utbrottet. Ingen av de tre forsta infekterade hastar var fodda i Sverige och
ingen hade varit utomlands, dock kunde inte fullstandig smittsparning pa alla kontakthéastar
genomforas. Typning gjordes av MRSA fran totalt 12 hastar som diagnosticerats med MRSA i
Sverige 2007-2010. Dessa harror fran ovan namnda utbrott och anonyma screening, ytterligare
ett utbrott pa samma hastklinik, samt ett isolat pavisat vid kontaktsparning och ytterligare tva
fran en annan klinik (’klinik tvd”). Av dessa prover visade sig nio vara “oskiljbara” fran
varandra, tva vara nara beslaktade med denna (hittade vid de senare konstaterade fallen,
forklarade som genetisk drift i en cirkulerande population) och ett fall av en annan spa-typ
(t064). Det sistnamnda fallet konstaterades pa klinik tva och pavisades sex manader efter de
andra fallen dar. Denna typ av MRSA hade tidigare setts pa hastar i Europa, men inte i Sverige.
De tva fallen fran denna klinik bedomdes darfor inte utgora ett sammanhallet utbrott, men gav
upphov till att en revision av hygienarbetet pa den drabbade kliniken. Efter de tva utbrotten
under 2008 genomfordes ett stérre saneringsarbete foljt av en uppdatering av hygienarbetet pa
kliniken (Bergstrom et al., 2012b).

| Sverige rapporterades 4402 nya fall av MRSA hos manniska under 2016, vilket ar en 6kning
fran aret innan, men okningstakten har minskat (Swedres-Svarm, 2016). Det skedde en stor
Okning under 2015, som till stor del har forklarats med stor inflyttning av positiva bérare
(Swedres-Svarm, 2016). Majoriteten av fallen (57 %) var infekterade utomlands och i den
gruppen var nosokomiala infektioner vanligare an fér de inhemska fallen, 16 % jamfort med
4,6 %. Foljaktligen var CA-MRSA vanligare hos de infekterade i Sverige &n de som drabbats
utomlands, 76 % respektive 58 %, men generellt var det den vanligaste smittvagen for bada
grupperna (Swedres-Svarm, 2016). Den vanligaste spa-typen hos manniskor i Sverige 2016,
var t223 foljt av t127 och t304. For de importerade fallen var t304 och t223 vanligast
forekommande. Vanligaste aldersgruppen var spadbarn foljt av personer 80 ar eller ldre. Tre
inhemska utbrott (tre eller fler fall) rapporterades, alla fran aldreboenden, och dessa fall
utgjorde 1,5 % av det totala antalet fall under aret (167 stycken) (Swedres-Svarm, 2016). MRSA
av stammen CC389 boskap (LA-MRSA) har i 67 fall av rapporterats hos manniskor i Sverige
under aren 2006-2016, varav atta under 2016 (Swedres-Svarm, 2016). Prevalensen for MRSA
hos bade manniskor och djur ar fortfarande lag i Sverige, med sporadiska fall fran sallskapsdjur
(Swedres-Svarm, 2016). Hos hund och katt dominerar samma typer av resistens som hos
méanniska, som i de fallen sannolikt &r k&llan, medan det hos hé&star ar det vanligare med
varianten CC398 (Swedres-Svarm, 2016). Under 2016 skedde ingen aktiv ¢vervakning av
MRSA i Sverige bland hundar, katter och héstar. Screening har genomforts tidigare, bland annat
pa hést 2007 och 2010, med enbart ett positivt fall 2007. 2016 rapporterades MRSA enbart fran
tva hundar och tva katter, inte fran nagra hastar. Det fanns dessutom ett utbrott av MRSA med
mecC hos getter i djurparker, samt ett kliniskt fall och flera infekterade vilda igelkottar
(Swedres-Svarm, 2016). Overvakning for forekomst av MRSA i mj6lkprover fran kor sker i
Sverige sedan 2010. Sammanlagt har atta positiva prover identifierats i Sverige, fordelat pa
bade mecA och mecC, det senaste 2015 (Swedres-Svarm, 2016).



Forsta MRSA-infektionen pa hund diagnosticerades 2006, varefter ytterligare sju hundar
konstaterades vara infekterade inom mindre &n ett ar (Gronlund Andersson et al., 2014). LA-
MRSA av typen CC398 har inte pavisats i svenska avels-grisbesattningar, vid nagon av de
provtagningar som gjorts (2011 och 2014) (Unnerstad et al., 2017). Att det inte finns nagon
MRSA i toppen av avelspyramiden &r positivt, men situationen paverkas av att hygienrutiner
och regelverk foljs och kvarstar (Unnerstad et al., 2017).

Antalet rapporterade fall av MRSP har varit pa en relativt jamn niva under 2014, 2015 och
2016; 39, 60 och 55. Aven hos MRSP férekommer olika genotyper, dar antalet férekommande
typer i Sverige ser ut att 6ka (Swedres-Svarm, 2016).

Situation pa aktuell klinik

Pa den aktuella kliniken har MRSA forekommit tidigare, senast 2017. Under sommaren 2017
upptacktes MRSA hos en patient inskriven pa den undersokta kliniken. Patienten som
drabbades var ett fol (varmblodig travare), fran vilket MRSA kunde isoleras ur prov fran en
bold i samband med tromboflebit (Perttula, personligt meddelade, 2017).

MRSA pavisades dven i en sarinfektion hos en annan patient pa kliniken. Personer i personalen
med svarlakta sar uppmanades att lamna prov hos Lanshalsan. Hur manga som gjorde det ar
inte kant, men tva individer i personalen konstaterades infekterats med MRSA. Det ar inte kant
hur lange folet var barare av MRSA. Hos den sekundart infekterade patienten var saret helt efter
26 veckor (Perttula, personligt meddelade, 2017).

Vid detta utbrott konstaterades MRSA av spa-typ t1257. Vid tidigare MRSA-utbrott pa kliniken
(2014) hittades spa-typ t011 (Perttula, personligt meddelande, 2017).

Efter konstaterande av MRSA 2017 togs miljoprover pa kliniken; dels samlingsprover
(poolade), vanligtvis ett stall eller ett undersokningsrum, medan viss utrustning provtogs
separat. Ytor som provtogs var bland annat handtag pa dorrar och boxdorrar, tangentbord,
handtag till skap och lador, narkosapparat, artroskopiutrustning och tvangsspiltor.
Miljoprovtagning genomfordes i flera omgangar och ca tre veckor innan provtagning for min
studie pabdrjades kunde inte MRSA pavisas i nagot av miljoproven (15/8 jmf m 10/9) (Perttula,
personligt meddelade, 2017).

Sedan utbrottet sommaren 2017 har rutiner inforts som innebdr att tagstallen, sasom
dorrhandtag, lampknappar och vattenkranar, spritas av minst tva ganger/dag, varefter
genomford avspritning signeras pa en lista. Vissa rum, som veterinarernas kontor och klinikens
personallunchrum, efterstravas av spritas tre ggr/dag (Perttula, personligt meddelande, 2017).

Denna studie var planerad redan innan utbrottet konstaterades. Studien har inget samband med
utbrottet sommaren 2017, men kan ge en god indikation pa om de hygienatgarder som sattes in
var tillrackliga.

Sekvensering/fingerprinting av S. aureus

For att kunna smittspara och stoppa vidare utbrott, ar det viktigt med snabb karakterisering och
typning av MRSA. Flera olika analysmetoder anvands for typning av MRSA; S. aureus protein
A (spa)-typning, multilocus sequence typing (MLST) och pulsed field gel electrophoresis
(PFGE). PFGE var lange dominerande och ansags som gold standard, men PFGE ar relativt



dyrt, langsamt och innebér vissa svarigheter att utbyta typning mellan laboratorier pa grund av
skillnad i analysforfarande, varfor andra enklare metoder anvénds idag (Wolters et al., 2011).

MATERIAL OCH METODER
Provtagning och provhantering

Provtagningsplatser valdes ut for att representera sa stor del av kliniken som mdjligt.
Sammanlagt togs 65 prover, varav de 24 forsta var poolade prover (taget fran flera ytor i ett
rum/utrymme) tagna vid tva tillfallen och férdelade 6ver tankbara kontaktytor pa kliniken.
Resterande prover var separerade provtagningar fran de platser dar S. aureus identifierats
tidigare. Provtagningen genomfordes i sex omgangar och gjordes av praktiska skal oftast under
sondag formiddag eller mandag morgon, for att hinna odla och analysera proverna innan nasta
helg.

Prover togs med sterila 10*10 cm kompresser (Mediplast) fuktade med 20 ml spadningslésning
innehallande pepton 1g/L och NaCl 8,5 g/L (SPV). Till prov nummer 33-47, enbart 10 ml SPV
pa provtagningskompresserna for att undvika stora mangder I6sning i de apparater som
provtogs, det upplevdes dock inte ha ndgon paverkan pa kompressens fuktighet, utan minskade
bara mangden 6verskottsvatska. Kompressen placerades i en ren ny stomacherpase som vid
provtagning vrangdes over handen sa att kompressen enbart kom i kontakt med den yta som
skulle provtas. Vid provtagning gnuggades kompressen sa hart underlaget tillat, mot en yta av
minst 10*10 cm. Prover vars pasar tydligt skadats under provtagning halldes éver i nya pasar
infor inkubering, medan pasar som bara lackte diffust, lades i en ytterligare pase for att skydda
omgivningen fran kontamination.

Efter provtagning tillsattes 100 ml Mueller Hinton-buljong med 6 % NaCl i provtagnings-
pasarna med kompresserna vilka inkuberades i 24 h vid 37 °C. Efter inkubering 6verfordes 1
ml av provbuljongen ut till 9 ml av en buljong bestaende av Trypsin Soy Broth (TSB) 4 %
NaCl, och tillsats av cefoxitin och aztreonam, denna buljong anrikades vid 37 °C i 24 h. Efter
anrikning overfordes 10 pL vardera till notblod- (5 %, SVA), MAST- (SVA) respektive
chromogen-agarplattor (Oxoid, PO5310 Brillance MRSA 2 agar) vilka inkuberades i 24 + 24 h
i 37 °C innan avlasning. Samtliga plattor avléstes efter 24 och 48 h inkubering.

Misstankta kolonier pa notblodplatta var de med en klar hemolyszon, pa MAST-plattor gula
eller rosa kolonier med gult fargomslag i mediet och pa chromogen-agarplattor stora bla
kolonier. Samtliga misstankta kolonier renodlades pa notblodagar for konfirmering vilka
inkuberades i 24 h i 37°C. Vid 6vervaxt av svdrmande bakterier som Proteus ssp. Inkuberades
plattorna i 12-18h med en kompress med sprit i locket for att hdmma konkurrerande blandflora,
alternativt pa CLED-agarplattor vilka inkuberades vid 37°C i 24 h.

Analyser

Missténkta kolonier artbestamdes med hjélp av MALDI-TOF. Konfirmerade stammar av S.
aureus och S. pseudintermedius frystes in i BHI (brain-heart-infusion) med glycerol, i vantan
pa PCR. Flera isolat fran samma prov sparades om de var positiva for S. aureus, men bara ett
isolat per prov analyserades med PCR (med undantag for prov 38 déar tva isolat kordes). Néar
flera isolat fanns fran en provplats och ingen sarskild misstanke om MRSA forelag (indikerat
vid analys med MALDI-TOF), valdes det isolat som givits nummer 1.
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For att gora bakteriernas DNA tillgangligt for PCR koklyserades proverna innan analys enligt
en modifierad version av Capurro et al. (2009), metoden anvands bland annat vid Statens
Veterinarmedicinska Anstalt (SVA). Bakterierna odlades ut pa nétblodagarplattor i tva
omgangar for att sakerstalla att isolatet var i renkultur. En pL bakterier lostes sedan upp i
lysostafinlosning och inkuberades i 37 °C i 10 minuter. Efter detta tillsattes 50 pL proteinas K
(20 mg/ml) och 150 pL 10 mM Tris-HCI pH 8,5 varpa proverna vortexades och inkuberades i
10 min i 54 °C. Proverna inkuberades sedan i 96 °C i 10 minuter varefter de kyldes pa is.
Avslutningsvis centrifugerades proverna (13 000 rpm i 5 min) innan supernatanten frystes in (-
20°C).

For bestdmning och identifiering av resistensgener anvandes en real-time quadruplex-PCR med
primers for nuc, PVL, mecA samt mecAccazs1, i en nagot modifierad version av den som finns
beskriven av Pichon et al. (2012). Infor analys blandades 0,85 pL av primer-16sning for de fyra
generna samt 0,3 pL prober blandades med 10 puL mastermix och 2 uL providsning i en
provplatta som sedan tacktes med sjalvhaftande plastfilm. Realtids-PCR kordes sedan: forst tva
minuter i 50°C, 10 min i 95 °C, 40 cykler om 94 °C i 15 sekunder och 58 °C i 40 sekunder. Som
referens/kontroller anvéandes tva S. aureus-stammar CCUG60578 och CCUG63582 (Culture
Collection University och Gothenburg), vilka ursprungligen ar tva isolat fran kliniska fall fran
manniska, vilka tillsammans innehaller alla fyra resistensgener.

Initialt erholls inga resultat vid analys med hjélp av PCR. Proverna analyserades ytterligare en
gang spadda med milli-pore-vatten (1:10) varefter resultat erh6lls. Alla prover utom ett (nr 47)
var positiva for nuc-genen, som bérs av alla S. aureus (Pichon et al., 2012). Bakterier
motsvarande de positiva proven odlades pa nytt och analyserades pa MALDI-TOF och darefter
gjordes en PCR-undersdkning efter beredning genom koklysering.

Proverna med positivt resultat for MRSA pa PCR, analyserades ytterligare en gang pa MALDI-
TOF for att analysera eventuell likhet i spektrum, vilket skulle indikera slaktskap mellan de
analyserade stammarna (Wolters et al., 2011).

Informationsinh&mtning

Vid litteratursokning anvandes de vetenskapliga databaserna PubMed och Web of Science, med
sOkorden: MRSA, horse, environment, hospital, clinic, MALDI-TOF och t1257. Referenslistor
i lasta artiklar samt kurslitteratur fran veterinarprogrammet vid Sveriges lantbruksuniversitet
(SLU) anvéndes ocksa.

For statistiska analyser av data anvandes programmet MiniTab, dé&r Chi2-test av data gjordes
for att testa om samband fanns mellan typ av yta (humankontakt, djurkontaktyta eller
blandning) och férekomst av MRSA/S. aureus.

11



RESULTAT

Av 65 insamlade prover kunde S. aureus pavisas fran 24 av dem, varav tre visade sig vara
positiva for mecA. Av dessa tre prover var ett fran telefonerna pa veterinarkontoret, ett poolat
prov fran intensivvardsstallet (IVA-stall) och ett fran receptionen. Proverna var fordelade 6ver
29 specifikt humana kontaktytor, 30 djurkontaktytor och sex ytor av blandad kategori. De 23
forsta proverna var poolade, nio av dessa innehdll S. aureus varav ett var MRSA-positivt. S.
pseudintermedius pavisades inte i nagot prov.

En av de ytor dar MRSA pavisades var ett poolat prov med bade djur- och humankontakt. Ytan
provtogs en vecka senare med separerade prover for de olika ytorna, dock utan att nagon MRSA
kunde pavisas. De tva aterstaende positiva proverna var tagna fran strikt humana kontaktytor;
den publika delen av kundreceptionen och personaltelefoner pa laddning pa veterinarkontoret.

De tre MRSA-isolaten som pavisades analyserades ytterligare en gang pa MALDI-TOF for att
analysera eventuella likheter i spektrum. Analysen visade inte pa nagra signifikanta skillnader
mellan de tre isolaten. De avvek inte heller ifran monstret som uppvisades av
kontrollstammarna CCUG60578 och CCUG63582.

Prov 47, taget pa tval- och spritautomaterna pa toaletten i vantrummet, blev initialt negativt for
nuc och analyserades darfor ytterligare en gang pa bade MALDI-TOF och PCR for att
kontrollera att analyssvaret var korrekt. Resultatet vid den andra undersékningen var dock
detsamma som vid den forsta.

Inget av de analyserade proverna bar pa generna mecAcazs1/mecC eller PVL.

Prover

| tabell 1 ses en lista dver de prover som togs, med redovisad provtagningsplats, datum for
provtagning, samt resultatet av analyserna. De forsta 23 proverna (motsvara de forsta tva
provtagningstillfallena) &r enbart poolade prover, for att géra en inventering av var pa kliniken
S. aureus kunde pavisas i miljon. Pa de platser dar S. aureus patraffades togs sedan separerade
prover for att kartlagga pa vilka ytor bakterien fanns. Nagra omraden provtogs inte i den forsta
poolade omgangen utan tillkom senare. Anledningen till att MRSA-positiva ytor inte provtogs
ytterligare en gang var att PCR med konfirmering av resistensgener genomfordes forst efter att
provtagningen var avslutad.

Bara prover med misstankta kolonier fran odling analyserades pa MALDI-TOF. | tabell 1
redovisas endast om S. aureus (S.a.) respektive S. pseudintermedius (S.p.) pavisats i provet eller
ej. Aven andra stafylokocker identifierades med hjélp av analysinstrumentets mjukvara, men
ingen ytterligare analys gjordes 6ver deras betydelse varfor de inte redovisas ndrmare.

Det inte finns nagot statistiskt sékerstallt samband mellan typ av yta (humankontakt,
djurkontaktyta eller blandning) och férekomst av S. aureus. Antalet prover med konfirmerade
MRSA ar for litet for att kunna gora nagra statistiska berakningar pa.
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Tabell 1. Prover (provtagningsplats, datum, analysresultat fran MALDI-TOF (S.a. = kolonier
identifierade som S. aureus, Neg S.a./S.p.= varken S. aureus eller S. pseudintermedius pavisa, Ej
MALDI = provet analyserades inte med MALDI-TOF pga. inga missténkta kolonier vid odling)

Prov  Provtagningsplats Datum Resultat MALDI, PCR, kommentar

1 Vantrum - poolat 170910 S.a. (1:1, 1:4 "mdjlig MRSA”
enligt MALDI), nuc

2 Toalett, vantrum — poolat 170910 S.a., nuc

3 Operationssal - poolat 170910 S.a. (3:2 ’mojlig MRSA” enligt
MALDI), nuc

4 Specialistrummet/pol 1 - poolat 170910 Neg S.a./S.p.

5 Golv Hovleden — poolat 170910 S.a., nuc

6 Endoskopirummet — poolat 170910 S.a., nuc

7 Stall 2 — poolat 170910 Ej MALDI

8 Vardkontor — poolat 170910 S.a., nuc

9 Kok — poolat 170910 Ej MALDI

10 Iso 6-9 — poolat 170910 S.a., nuc

11 Toalett, stall — poolat 170910 Ej MALDI

12 Lakemedelsrum — poolat 170910, Ej MALDI, Ingen véxt alls 170910,

170918 provet togs darfoér om 170918

13 Stall 1 — poolat 170918 Ej MALDI

14 Stall 5 — poolat 170918 Neg S.a./ S.p.

15 Stall 3 — poolat 170918 Ej MALDI

16 Stall 4 (plus folforradet) — 170918 Neg S.a./S.p.

poolat

17 Iso 1-5 — poolat 170918 Neg S.a./S.p.

18 IVA-stall — poolat 170918 S.a., nuc, mecA, stora bla kolonier
pa chrom

19 IVA-torget — poolat 170918 Ej MALDI

20 Diskrummet — poolat 170918 Neg S.a./S.p.

21 Poliklinikrum — poolat 170918 Neg S.a./S.p.

22 Reception — poolat 170918 S.a., nuc

23 Bild - poolat 170918 Ej MALDI

24 IVA — handtag 170925 S.a., nuc
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25 IVA — boxdorr 170925 Neg S.a./ S.p.

26 IVA — knapp 170925 S.a. (26:1 ’mojlig MRSA” enligt
MALDI), nuc

27 IVA — sopborstar 170925 S.a., nuc, provytor nyligen
avspritade i ena stallet/fortfarande
blota

28 IVA — droppsnore 170925 S.a., nuc

29 Endoskopirum — handtag 170925 Neg S.a./S.p.

30 Endoskopirum — 170925 Ej MALDI

undersokningsspilta

31 Endoskopirum — tangentbord 170925 Neg S.a./S.p.

32 Endoskopirum — kranar 170925 Neg S.a./ S.p.

33 Endoskopirum — maskinen 170925 Neg S.a./S.p.

34 OP — tangentbord 171001 Ej MALDI

35 OP — anestesimaskin 171001 Ej MALDI

36 OP — Handtag 171001 Ej MALDI

37 OP — operationsbord/kuddar 171001 Ej MALDI

38 Veterinarkontor — telefoner 171001 S.a., nuc, mecA, Stora bla kolonier
pé& Chrom ->fran blod och chrom

39 Veterindrkontor — tangentbord 171001 S.a. (39:1”mdjlig MRSA” fran
MALDI), nuc

40 Veterinérkontor — 171001 Neg S.a./S.p.

dammsugare/sop

41 Dagstallet — poolat 171001 S.a., nuc

42 Vantrum — kaffemaskin 171001 S.a., nuc

43 Véntrum — handtag 171001 S.a., nuc

44 Véntrum — "glada gubbar” 171001 Neg S.a./S.p.

45 Kundtoalett — spolknapp 171001 Ej MALDI

46 Kundtoalett — handtag 171001 S.a. (46:1, 46:2 ’mojlig MRSA”
fran MALDI), nuc

47 Kundtoalett — tval/sprit 171001 S.a., nuc negativ

48 Dagstall: boxar 171008 Ej MALDI

49 Dagstall: tagstéllen 171008 Ej MALDI
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50 Dagstall: handtag 171008 Ej MALDI

51 Golv hovleden: pol 171008 Ej MALDI

52 Golv hovleden: bild 171008 Neg S.a./ S.p.

53 Golv hovleden: vard 171008 S.a., nuc

54 Golv Bettringsvédgen 171008 Neg S.a./ S.p.

55 Iso: tagstéllen 171008 Ej MALDI

56 Iso: golv 171008 S.a., nuc

57 Iso: stora slussen 171008 Ej MALDI

58 Iso: handtag 171008 Neg S.a./S.p.

59 Receptionen: tagstallen (inkl. 171008 S.a. (59:2 ”majlig MRSA” fran
handtag) MALDI), nuc, mecA, stora bla

kolonier pa chrom

60 Receptionen: betalstation 171008 S.a., nuc

61 Receptionen: tangentbordet 171008 Ej MALDI

62  Spolspilta 171013 Ej MALDI

63 Bandagevagn 171013 Ej MALDI

64 IVA kontoret 171013 Ej MALDI

65 lilla labbet” 171013 Ej MALDI

Ingen skillnad kunde pavisas vid jamforelser av spektran fran MALDI-TOF undersokningen
mellan de olika isolaten fran denna studie, och de tva kontrollstammar med humant ursprung.
Vissa toppar skiljde sig i hojd mellan proverna och kontrollerna, men alla toppar fanns hos alla
prover. Vid tolkning av resultat fran MALDI-TOF ses framst till férekomst av toppar hos
enskilda av de jamforda proverna som ar intressant, snarare an hojden pa topparna (Figur 1).
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Figur 1. Spektra fran MALDI-TOF av mecA-positiva prover, prov negativt for nuc samt tva
referensstammar av humant ursprung, som tillsammans &r positiva for alla fyra resistensgener; nuc,
mecA, mecC/mecALcazs1 0ch PVL. X-axeln anger massa (Dalton) och y-axeln intensitet. Cerise: prov
nr 18, rott: prov nr 38, turkost: prov nr 47 gron: prov nr 59, bla: CCUG60578, vinrod: CCUG62582.
For varje prov analyserades flera replikat varfor det ar flera linjer av varje farg.

Prov 47, som var negativt for nuc och som analyserades framst med avseende pa arttillhorighet,
hade en forskjutning i en topp vid ca 4526 Da, jamfort med de andra isolaten (Figur 1). Toppen
till hoger i bilden visar en topp som finns hos alla prover i denna analys, varfor den inte &r
intressant ur ett subtypningsperspektiv. Variationer upp till 1000 Da pa y-axeln raknas som
bakgrundsbrus och toppar i intervallet 0-cal000 Da kan vara effekter pga. paverkan fran
agarplattan.
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DISKUSSION

| studien pavisades MRSA fran tre olika prover vilket var foga Overraskande, om &n icke
onskvart ur klinisk synvinkel. MRSA-positiva prov togs framforallt i humana miljoer, vilket
skulle kunna indikera att MRSA sprids inom sjukhuset av personal eller bland djurdgare. Detta
Overensstdammer med flertalet tidigare studier ( Seguin et al., 1999; van Duijkeren et al., 2010;
Pletinckx et al., 2013; Bortolami et al., 2017; Rojas et al., 2017; Walter et al., 2017). Enligt
uppgift har MRSA forekommit bland personalen men ingen screening av hela personalstyrkan
har genomforts (Perttula, personligt meddelande, 2017). Att det skulle forekomma MRSA i en
miljo likt den pa ett hastsjukhus ar mycket troligt med tanke pa det relativt hdga antibiotikatryck
som finns dar jamfort med en “normalmiljé” (Dancer et al., 2006).

Noterbart ar att de prover som testade positivt for mecA, var desamma som hade ett typiskt
utseende pa chromagarplattorna; stora bla kolonier utvéxta efter 24h. Ett av dessa prover blev
ocksa indikerat som misstankt MRSA-positivt fran analysen pA MADLI-TOF (nr 59), men inte
de tva andra. Ytterligare fem andra prover var misstankta MRSA vid MALDI-TOF analys, men
var negativa for mecA. Detta indikerar att markeringen om misstankt MRSA fran just denna
MALDI-TOF inte ar helt tillforlitlig, alternativ att analysforfarandet ger upphov till felkallan.

MRSA med mecAcazsi/mecC gener har bara patraffats i Sverige vid ett fatal tillfallen, och
aldrig hos hastdjur, varfor franvaron av positiva resultat for denna gen var forvantat (Swedres-
Svarm, 2016). Detsamma géller PVL.

En brittisk studie har visat pa ett visst samband mellan hog anvéandning av antibiotika och
forekomst av resistenta bakterier i sjukhusmiljon, medan en australiensisk studie pekar pa
svarigheterna att pa ett tillrackligt bra satt stada i sjukhusmiljo, da det ofta kravs mekanisk
rengoring for att avlagsna biofilm (Dancer et al., 2005; Vickery et al., 2011). Samma
australiensiska studie visade ocksa att biofilm med viabla bakterier kan kvarsta trots rengoring
foljt av desinfektion med klorin (Vickery et al., 2012). Da Staphylococcus spp. ar kanda for att
bilda biofilm kan ovanstaende resonemang i hogsta grad kan appliceras pa MRSA (Quinn et
al., 2011). Flera studier har &ven visat pa forekomst av MRSA i hastklinikmiljo och att stammar
verkar ha en tendens att cirkulera inom kliniken, mojligtvis spridd med personal (van Duijkeren
et al., 2010; van Balen et al., 2014).

For studiens ursprungliga syfte, att undersdka forekomst av MRSA vid ett héstsjukhus, var den
valda metodiken lamplig; snabb, billig och, framférallt, enkel. Initial bedémning av MRSA-
férekomst gjordes med chromogena agarplattor, artbestdimning med hjalp av MALDI-TOF och
uppfdljande PCR-analys for identifiering av bdararskap av resistensgener. Metoden med
inkubering av proverna i tva steg har dven i andra studier visat sig har en fordel framfor metoder
utan det forsta anrikningssteget, framférallt vid odling av MRSA av typen CC398 (van
Duijkeren et al., 2010). PCR ar ett tillforlitligt och snabbt satt att identifiera MRSA och den
anvanda metoden ar validerad for de bada resistensgenerna mecA och mecC/ALcazsi som
patraffats hos djur i Sverige (Pichon et al., 2012; Swedres-Svarm, 2016).

Vanligt vid studier av. MRSA &r anvédndning av antibiotikaberikade odlingsplattor for
bestdamning av MIC-vérden for olika antibiotika (Peterson et al., 2012; Pletinckx et al., 2013;
Van den Eede et al., 2013a; Rojas et al., 2017). Denna studie syftar dock inte till att underséka
nagot annat an eventuell férekomst av MRSA pa den undersokta kliniken varfor det inte ansetts
som nodvandigt att undersdka MIC-varden for att uppna studiens syfte. Provmaterialet fran
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studien finns dock sparat om det skulle finnas ett behov av att faststalla t.ex. MIC-vérden i
framtiden.

En svarighet vid sammanstéllning av artiklar om MRSA ér att det finns flera olika sétt att typa
dem och det finns ingen tydlig “Oversdttning” mellan de olika typningsmetoderna. Den
vanligaste metoden, “gold standard” &r har linge varit PFGE och MLST, men manga av de
konventionella teknikerna ses nu som dyra och langsamma varfor andra tekniker som tex
MALDI-TOF undersoks som alternativ (Zhang et al., 2015). Detta resulterar i att olika studier
klassificerar pavisade stammar med helt olika metoder, vilket leder till att jamforelser i manga
fall blir svara att gora.

Det finns inga entydiga belagg for att MALDI-TOF &r en anvandbar metod for att typa MRSA,
vissa studier uppger att det med denna metod, med god sékerhet gar att skilja MSSA fran MRSA
och att typa MRSA, medan andra vidhaller att detta inte gar att gora med tillracklig sakerhet
(Lasch et al., 2014; Zhang et al., 2015). Andra studier pekar ut MALDI-TOF som ett nyttigt
verktyg i kombination med andra analyser, men att det troligtvis behdvs fler studier och
kartlaggningar av fler stammar (Zhang et al., 2015). Vid undersokning av den MRSA som
hittats vid denna studie kunde inga skillnader i toppar pavisas mellan de analyserade MRSA-
isolaten, alla toppar delades av alla prover. Detta pekar pa att det med hog sannolikhet ar samma
stam som hittats pa alla de tre provtagningsplatserna. Da alla toppar dven Gverensstamde med
de kontrollstammar som kordes vid samma tillfalle, CCUG60578 och CCUG 63572 vilka &r
kliniska isolat fran humanvarden, ger det en indikation om att det skulle kunna vara en
humanstam som hittats i studien och inte CC398 som ofta hittats vid fall pa hast och som
forekommit vid tidigare utbrott pa denna klinik (Cuny & Witte, 2017; Perttula, pers.
meddelande, 2017).

Ett fjarde prov, nr 47, kordes parallellt med de andra vid MALDI-TOF, for konfirmering av
arttillhdrighet. Likt vid tidigare korning identifierades det som S. aureus, men g-PCR visade
negativt for nuc-genen som anses finnas hos alla S. aureus (Pichon et al., 2012). Vid MALDI-
TOF undersokningen visade provet ocksa ett nagot avvikande monster fran de vriga proverna,
bland annat nagot forskjuten topp vid 4526 Da (figur 1). Detta kan dock bero pa en skillnad i
aminosyrasekvens i ett protein jamfér med de dvriga proverna.

Med tanke pa MRSA-utbrottet som nara foregick denna studie hade det varit intressant att
kunna jamfora de pavisade isolaten av MRSA med de tidigare. For att gora detta skulle det dock
kravas spa-typning av proverna tagna i denna studie. Utan att veta spa-tillhdrighet for de senast
funna proverna gar det enbart att spekulera om eventuella samband.

En jamforelse mellan MRSA-isolaten som pavisats vid denna undersokning och stammen som
orsakade sommarens utbrott, skulle kunna ge svar pa om det & samma stam som fortfarande
cirkulerar eller om det ar en annan kélla till forekomsten. Tidigare studier har visat att samma
MRSA-stam kan cirkulera inom ett sjukhus, liksom att en specifik variant som patraffats kan
forsvinna, ibland flera manader, for att sedan dyka upp igen pa en annan del av sjukhuset (Van
Balen et al., 2014).

Den MRSA-stam som drabbade patienten i somras var av humantyp och tva av de tre platserna
dar MRSA aterfanns i denna undersokning var strikt humana kontaktytor (klinikens reception
respektive veterinarkontorets telefoner). MRSA-stammen fran i somras tillhérde en stam som
frdmst hittats i Afrika soder om Sahara, dér den i flera studier ar bland de vanligast
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forekommande typerna, 18,6 respektive 21,9 % av MRSA-fallen (Perovic et al., 2017, Samutela
et al., 2017). Vid tidigare utbrott pa samma klinik som studien genomférdes har den betydligt
vanligare CC398, t011 hittats, liksom vid det forsta fyndet av MRSA pa hast i Sverige
(Bergstrom et al., 2012a).

De personer i personalstyrkan som hade sar som inte lakt uppmanades att provta sig och hos
tva personer pavisades MRSA (Perttula, pers. medd., 2017). Detta stimmer vél 6verens med
tidigare studier som visat att personer med kontakt med MRSA-infekterade hastar kan vara
barare av MRSA och i vissa fall sannolik kalla till infektionen hos héstarna (Seguin et al., 1999;
van Duijkeren et al., 2010). Just férekomsten bland personalen skulle kunna vara en kénslig
fraga da det skulle kunna uppfattas som stigmatiserande att utpekas som kalla till utbrottet. Den
som missténker sig vara barare av en smittsam eller allméanfarlig sjukdom, till vilka MRSA
raknas, skall enligt smittskyddslagen, utan drojsmal undersokas av lakare. Smittskyddslagen
omfattar dock inte misstankt bararskap av MRSA, varfor det inte finns lagstod for att tvinga
hela personalgruppen att provta sig for MRSA (SFS 2004:168). Ur kartlaggningssynpunkt
skulle det dock vara mycket intressant, bland annat for att studera bararskapet 6ver tid. MRSA-
forekomsten pa ett sjukhus ar ofta en spegling av situationen i dess upptagningsomrade, varfor
alla kliniker star infor en unik situation (Rojas et al., 2017).

Ett storre saneringsarbete genomférdes i samband med konstaterandet av MRSA och nya
rutiner infordes, bland annat spritning av humana tagstallen minst tva ggr/dag. Denna studie
har givit en indikation pa att dessa rutiner har god effekt d@ MRSA som pavisades vid
provtagning av IVA-stallet inte kunde pavisas vid uppfoljande provtagning utan forefaller ha
sanerats bort.

Forekomsten av MRSA i ett prov taget under helgtid, visar pa vikten av att personalen har
mojlighet att uppratthalla stadrutiner aven pa helg och jourtid, for att méjliggora ett gott
smittskyddsarbete och bryta smittvagar. Detta ar sarskilt viktigt da miljon visat sig vara en
mojlig kélla till 6verforing av MRSA och att personal inom djurens halso- och sjukvard darmed
I6per en o6kad risk att drabbas (Pletinckx et al., 2013; Gronlund Andersson et al., 2014).
Ytterligare en aspekt ar att den variant som ar vanligast férekommande pa hast i Sverige,
CC/ST398, i studier har visat sig ha potential att utveckla en humant anpassad form med flera
virulens-associerade egenskaper, varfor upprepad overforing mellan manniska och hast bor
undvikas (van der Mee-Marquet et al., 2014). Strikta hygienatgarder &r darmed rekommenderat
vid hantering av hastar med pavisad MRSA for att undvika att fora den vidare. Detta galler dven
i de fall da personer som ar barare av MRSA hanterar hastar och jobbar i klinikmiljo; noga
handhygien och goda stadrutiner minimerar risken for 6verforing manniska-hést.
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KONKLUSION

Meticillinresistenta Staphylococcus aureus, MRSA, patraffades vid tre provtagningsplatser pa
den aktuella kliniken; i ett poolat prov fran kontaktytor for bade djur och manniskor och i tva
prover fran strikt humana kontaktytor, sasom telefoner respektive receptionen. Vid analys av
isolaten med hjalp av MALDI-TOF, kunde ingen skillnad ses mellan stammarna pavisade i
studien och de stammar med humant ursprung som anvéandes som kontroll. Det &r dock
omdiskuterat hur tillforlitligt MALDI-TOF &r som metod for identifiering av stammar, varfor
en vedertagen analysmetod, t.ex. spa-typning, ar nddvandig. Det skulle dessutom mojliggora
jamforelse med prover tagna vid ett MRSA-utbrott pa den aktuella kliniken nagra manader
foregaende denna studie. Kliniken var friforklarad fran MRSA, efter miljoprovtagning med
negativt resultat bara ca tre veckor fore den aktuella studien paborjades. Den spa-typ som
identifierades vid utbrottet, t1257, har pavisats vid infektioner hos manniska, men inte i Sverige,
utan framst i Afrika soder om Sahara. Av den anledningen vore det mycket intressant att
analysera de MRSA-positiva prover som pavisades i denna studie, for att fa en uppfattning om
de hor till samma typ eller ndgon annan mer vanligt forekommande i Sverige. Oavsett typning
ar ett fortsatt hygienarbete inom djurens halso- och sjukvard av storsta vikt for att bryta
smittvagar och stoppa ytterligare smittspridning, dar strikt handhygien ar den viktigaste
komponenten. De utokade rutiner med spritning av tagstallen pa kliniken forefaller ha effekt,
da MRSA som patraffats i IVA-stallet inte kunde pavisas vid uppfoljande provtagning veckan
darpa. Da de tre positiva proverna ar tagna vid tre olika tillfallen, gar det inte helt att utesluta
att MRSA cirkulerar pa kliniken. For att med sékerhet kunna veta att sa ar fallet kravs dock
langre studier dar samma provtagningspunkter provtas upprepade ganger under en langre
tidsperiod.
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