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SAMMANFATTNING

Meticillinresistenta stafylokocker har blivit ett stort problem inom human- och
djursjukvarden. De orsakar vardrelaterade infektioner med stort lidande och stora
kostnader. En viktig fraga &r hur stor roll miljon spelar i smittspridningen av dessa
bakterier.

Syftet med studien var att ta fram en provtagnings- och odlingsmetod for att
pavisa Staphylococcus (S.) aureus och S. pseudintermedius i miljoprover, att
undersoka forekomsten av meticillinresistensta S. aureus (MRSA) och S.
pseudintermedius (MRSP) 1 djursjukhusmiljo, att identifiera speciellt riskfyllda
platser, foremal eller processer inom djursjukhuset som kan vara av betydelse vid
smittspridning fran miljon till patient samt att foresla en atgérdslista.

Femtiosex miljoprover togs fran ett djursjukhus. Provtagningarna genomférdes
framfor allt som stérre samlingsprover och togs antingen fran ytor som
manniskans hinder kommer i kontakt med (humana tagytor) eller fran ytor som
djur kommer i kontakt med (djurytor). Proverna togs med en bomullsduk
(Sodibox) och odlades pa notblodagar och MAST-platta efter anrikning i Mueller-
Hinton och Tryptone Soya Broth. I anrikningen tillsattes cefoxitin, aztreonam och
6,5% NaCl.

Av 56 prover forekom S. pseudintermedius i 12 och S. aureus i 22. Bada arterna
kunde inte isoleras samtidigt fran nagot prov. Av 12 S. pseudintermedius bar nio
pa mecA-genen och klassades som MRSP. Av 22 S. aureus bar tre pa mecA-genen
och klassades som MRSA.

Totalt sags 12 platser som riskplatser for detta djursjukhus vid denna
undersokning. For dessa skapades en atgirdslista innehallande allt fran @ndring av
stadrutiner till placering av forbrukningsmaterial. Nya provtagningar kan visa
andra riskplatser och forebyggande smittskyddsarbete maste hela tiden hallas
aktivt.

SUMMARY

Methicillin-resistant staphylococci have in the past years become an extensive
problem within human- as well as animal healthcare environments. They cause
nosocomial infections with the result of great suffering and enormous costs. One
important consideration is the role of the hospital environment in the spread of
infection.

The aim of this study was to develop a method for sampling and culturing of
Staphylococcus (S.) aureus and S. pseudintermedius from animal hospital
environments, to examine the prevalence of methicillin resistant S. aureus
(MRSA) and S. pseudintermedius (MRSP) in the animal hospital environment, to
identify especially hazardous objects or processes for the spread of infection and
to create a list of preventive measures.

Fifty-six samples were taken from the environment in an animal hospital. The
samples were mostly larger collective samples and they were taken from either



surfaces that human hands come in contact with or surfaces that animals come in
contact with. The swabs were collected with a swab kit (Sodibox) and were
cultured on blood agar and mannitol salt agar after enrichment in Mueller-Hinton
and Tryptone Soya Broth. The enrichment culture was supplemented with
cefoxitin, aztreonam and 6,5 % NaCl.

Twelve of 56 samples were positive for S. pseudintermedius and 22 of 56 samples
for S. aureus. None of the samples were positive for both species. Nine of the 12
S. pseudintermedius carried the mecA-gene and were classified as methicillin-
resistant. Three of the 23 S. aureus carried the mecA-gene and were classified as
methicillin-resistant.

A total of 12 places were considered as especially hazardous objects or processes
in this study. For these a list of preventive measures was created, containing
everything from a change in cleaning procedures to storage of supplies. New
sampling may reveal other objects or processes as hazardous and disease
controlling preventive work needs to be ongoing.



INLEDNING
Bakgrund

Bakterier som sprids i sjukhusmiljo dr ett vixande problem runt om i vérlden. En
av de mest uppmirksammade bakterierna inom humansjukvarden dr
meticillinresistenta S. aureus (MRSA). MRSA medfor stort lidande och stora
ekonomiska forluster genom att orsaka svarbehandlade infektioner. MRSA har de
senaste aren dven isolerats vid infektioner hos vara husdjur. Inom
smadjurssjukvarden har meticillinresistenta S. pseudintermedius (MRSP) blivit ett
motsvarande problem for vara husdjur (framst hund). En viktig fraga dr hur stor
roll djursjukhusmiljon spelar 1 smittspridningen av dessa bakterier. Om resistenta
stafylokocker finns i djursjukhusmiljé och orsakar smittspridning till patienterna,
sa kriavs mer kunskap om var i miljon riskerna finns och hur smittspridningen gar
till.

Stafylokocker

Fran borjan kallades alla koagulaspositiva stafylokocker for S. aureus. Ar 1976
upptickte Hajek att en grupp stafylokocker isolerade fran hund, mink, hist och
duva, visade tydliga olikheter med S. aureus gillande bland annat biokemiska
egenskaperl. Han foreslog da ett namnbyte pa denna grupp till S. intermedius.
Denna nya grupp, intermediusgruppen, delades ar 2005 upp igen, denna gangen
pa grund av att Devriese ef al. beskrev ytterligare skillnader mellan isolat inom
gruppen’. Isolaten som testades di kom frén olika djur, nimligen katt, hund, hist
och papegoja. Isolaten i intermediusgruppen delades upp 1 tre nya grupper (S.
intermedius, S. pseudintermedius och S. delphini). Isolaten som kom fran hund
gavs namnet S. pseudintermedius medan fagelns stafylokock fick behélla namnet
S. intermedius.

Stafylokocker forekommer normalt pa hud och slemhinnor hos djur och
miinniskor™®. De stafylokocker som har storst betydelse inom veterinirmedicinen
ar S. aureus och S. pseudintermedius™®®. S. aureus kan dock anses vara
ménniskans stafylokock, eftersom den koloniserar upp till 40 % av vuxna
minniskor, medan S. pseudintermedius hittas till storsta delen hos hund. Aven om
olika arter av stafylokocker dr mer eller mindre virddjursanpassade kan man se en
overgaende kolonisation och dven en infektion hos en annan djurart om det
foreligger niira kontakt med det primira virddjuret °.

Alla stammar av stafylokocker som isolerats fran ménniskor och djur &r potentiellt
patogena och kan orsaka sjukdom. De dr pyogena bakterier och orsakar oftast
variga infektioner®. For utveckling av infektion krdvs, i1 flertalet fall, en
immunosuppression eller ett trauma for att bryta kroppens normala barridrer.
Stafylokocker orsakar ocksd matforgiftningar hos ménniska.

Hos friska individer sker dock oftast bara kolonisation av mer eller mindre
persisterande natur. Kolonisationen forekommer da oftast i nisan hos ménniskor’
och i nos®, mun/svalg eller perianalregion hos hund™*!'! och katt'’.

Bade S. aureus och S. pseudintermedius ir koagulaspositiva, vilket korreleras med
deras patogenicitet'*°. Enzymet koagulas omvandlar fibrinogen i plasma till



fibrin, vilket ger upphov till koagulation. Bada arterna hemolyserar erytrocyter. Pa
not- eller farblodagar bildas dubbelhemolys med hjilp av hemolysiner (toxiner) av
typen alfa och beta. Alfatoxinet ger en klar genomskinlig smal hemolys ndrmast
kolonin medan betatoxinet ger en bredare, ofullstindig hemolys ldngre fran
kolonin. Hemolysinerna fungerar som toxiner in vivo. En annan
patogenicitetsfaktor dr enzymet DNas som bryter ner DNA. Bade S. aureus och S.
pseudintermedius har detta enzym. S. aureus ir maltospositiv, dvs att den kan
fermentera och utnyttja maltos. Pa ett maltosinnehallande medium sker ett pH-
indikatoromslag fran blatt till gult under aeroba f6rhallanden. S.
pseudintermedius fermenterar maltos endast svagt.

Genus Staphylococcus utmirks av en lang overlevnad i miljon®. Olika
undersokningar har kunnat visa en Overlevnad pa flera veckor till flera
manader'>'***,  Stafylokocker dr mycket resistenta mot uttorkning och
desinfektion och ir dven extremt salttdliga. Dessa egenskaper ger stafylokocker
ett Overtag jamfort med ett flertal andra bakterier i miljon.

Meticillinresistenta S. aureus (MRSA) hos ménniska i Sverige och i variden

En kédnd egenskap hos stafylokocker dr deras bendgenhet att utveckla resistens
mot olika sorters antibiotika'®**%. Manga stafylokocker har sedan linge varit
resistenta for penicilliner'”. Denna resistens orsakas av att bakterien producerar ett
enzym, penicillinas, som har formagan att bryta ner penicillin. Den
meticillinresistens (meticillin &r ett penicillinastabilt penicillin) som pa senare ar
har borjat upptrida &r inte orsakad av nagot enzym utan av en fordndring i ett
protein som kodas i bakteriens genom”*. Proteinet kallas PBP (penicillin binding
protein) och genen som kodar for proteinet kallas mecA. Forindringen resulterar i
att penicillinmolekylen inte ldngre kan binda till bakterien och fordndringen
orsakar resistens mot alla sorters betalaktamer och inte bara mot penicillin.

MRSA pétriffades for forsta gingen i England 1961'®. Detta var strax efter att
meticillin introducerades pa marknaden. Sedan dess har prevalensen av MRSA
okat och MRSA ir i dag ett endemiskt problem i flertalet linder'**"*%. Idag &r
MRSA en viktig orsak till svarbehandlade vardrelaterade infektioner, i framfor
allt hud och mjukdelar. Infektionerna ger bade svart lidande, hog dodlighet och
stora ekonomiska forluster for sjukhus over hela virlden. MRSA har, som 6vriga
koagulaspositiva stafylokocker, ett flertal virulensfaktorer som ger dem
mojligheten att ocksa orsaka exempelvis sepsis och nekrotiserande pneumoni.
Isolat av MRSA fran senare utbrott har dock visat dven andra virulensfaktorer
som gor att de dr mera patogena och ddarmed kan orsaka sjukdom hos ménniskor
utan nirvaro av riskfaktorerna i en vardmilj6. De utbrott av MRSA som pa detta
sétt borjat upptridda ute i samhaéllet kallas samhillsforvarvad MRSAZ.

I Europa varierar prevalensen av  MRSA mellan <1 % i Skandinavien och
Nederlinderna till >40 % i sodra och viistra Europa®*®. En 6kning av prevalensen
kan ses fran ar till ar.

Aven i Sverige har antalet rapporterade fall av MRSA 6kat sedan r 2000 (det éret
anmildes 315 fal)®. Ar 2006 anmildes 1057 fall av MRSA enligt
smittskyddslagen. Ar 2007 gjordes 1129 anmilningar, dvs en 6kning pa 7 %, och
2008 steg siffran till 1307, dvs med ca 16 %. Siffrorna fran 2009 (fram till
november) tyder pa en 6kning dven detta ar. Statistiken visar alltsa inte bara att en
Okning sker fran ar till ar, utan ocksa att 6kningen &r storre fran ar till ar. Idag &r



MRSA anmilningspliktig och klassad som allménfarlig (sedan ar 2000). Den &r
smittsparningspliktig enligt smittskyddslagen.

I Sverige har vi sedan slutet av 1990-talet haft nagra stora utbrott av  MRSA.
Dessa utbrott har haft en annorlunda epidemiologi, vilket innebir att utbrotten inte
enbart varit vard- eller sjukhusbundna utan istillet samhillsforvirvade’ . Samma
trend har dven setts 1 Ovriga virlden®. Detta innebir att utbrotten inte kunnat
kopplas till primarfall med koppling till sjukhus eller andra vardanldggningar.
Trots Okningen kan vi (tillsammans med Ovriga nordiska ldnder och
Nederldnderna) fortfarande anse oss ha ett relativt gott resistensldge. European
Antibiotic Resistance Surveillance System, EARSS, idr ett europeiskt
overvakningssystem for antibiotikaresistens®®. Hit skickas alla invasiva isolat av
S. aureus konfirmerade hos patienter i medlemslinderna. Ar 2008 var 0,8 % av
alla inskickade isolat fran Sverige MRSA. Detta dr betydligt ldgre dn for manga
andra lénder. Fran Grekland till exempel var 41% av alla inskickade isolat MRSA.

MRSA hos djur

Linge betraktades S. aureus som en strikt humanpatogen, men 1972 kom den
forsta rapporten om MRSA pa djur. Fallet gillde mjolkkor'’. Ar 1994 kom det
forsta fallet pd hund ** och 1996 beskrevs det pa hist’”. Sedan 2000-talet har
antalet fall pi djur runt om i virlden Skat'®>'“**_ Rapporterna rér bland annat
hund, katt, hist, fjiderfd och not. De forsta fallen av MRSA hos djur har troligen
uppkommit genom att djur blivit smittade av minniskor’~’. Denna slutsats har
man dragit pga att de kloner som hittats hos djur har varit desamma som cirkulerat
i humanpopulationen under manga ar. I dagens ldge finns det dock andra
riskfaktorer for smitta till djur @n kontakt med smittad ménniska, exempelvis
sjukhusvistelse, kirurgi ( sdrskilt kirurgi under lang tid och med flera personer i
operationsrummet), intravendsa Kkatetrar och antibiotikabehandling11’3 ¥ Nir
MRSA har etablerat sig i en djurpopulation anses smitta kunna ske dven fran djur
till ménniska®>*. Det har forekommit ett dkat antal rapporter om MRSA hos
grisar under senare ar''*°. Typen som hittas hos dessa grisar ir den som kallas ST
398 (en typ helt skild fran den hos 6vriga djurslag). Flertalet studier har hittat ett
samband mellan kolonisation eller infektion med MRSA hos ménniska och nira
kontakt med grisar*****. MRSA-infekterade minniskor som lever i nira kontakt
med grisar har da nistan alltid denna “grisklon” vilket tyder pa att smittan har
skett fran grisarna till manniskorna. Sillskapsdjur med MRSA har oftast haft
klinisk sjukdom, ffa sarinfektioner, medan produktionsdjuren oftast varit
symtomfria bérare®’.

I Sverige har MRSA pavisats hos hund, katt och hidst medan undersékningar i
besidttningar visat negativa resultat hos svenska produktionsdjur (fjaderfa 2003,
gris 2006-2008 samt nétkreatur 2002, 2005 och 2008)*”. T Sverige intriffade det
forsta fallet av MRSA hos en hund med sarinfektion hdsten 2006*. Fram till
oktober 2009 har totalt 25 djur bekriftats positiva for MRSA, 13 hundar, 2 katter
och 10 hidstar. Sommaren 2008 skedde ett utbrott av MRSA pa en histklinik.
Utbrottet involverade sju fall, varav de flesta var postkirurgiska infektioner. Innan
detta utbrott hade endast ett fall pa hist bekriftats i Sverige.

MRSA kan finnas hos djur och minniskor bade som en asymtomatisk
kolonisation och som en infektion”'®*. Infektion med MRSA har i Sverige yttrat
sig 4f7ra'mst som postkirurgiska infektioner, dvs infekterade operationssar, hos
djur™’.



Meticillinresistenta S. pseudintermedius (MRSP)

Hos koagulaspositiva stafylokocker pavisades resistens mot penicilliner redan pa
1940-talet™. 1 diagnostiken av infektioner med S. pseudintermedius rapporterades
tidigare isolaten som kénsliga mot Ovriga betalaktamantibiotika®, men denna
situation har kommit att dndras. Fler och fler rapporter har visat en okad prevalens
av MRSP runt om i virlden*'"? och detta har blivit ett allt storre problem for
hundhélsan. Under de tre senaste aren har det dven i Sverige skett en kraftig
okning av MRSP infektioner hos hund”’. Det forsta fallet hittades i februari
2006™. Isolatet kom d& frin en frisk hund i en undersokning dir friska
utstidllningshundar undersoktes avseende bla MRSP. Ar 2007 konfirmerades 77
faHSSOCh 2008 (sedan inforandet av anmélningsplikt 1 januari) hittades 100 nya
fall>.

Problem med MRSP hos hund é&r oftast associerade till postoperativa infekterade
sar men forekommer ocksa vid urinvigs-, hud- och Sroninfektioner’. Infektion
kan dock férekomma i alla organsystem och andra tillstand kan exempelvis vara
diskospondylit, bakteriemi, konjunktivit, valvulir endokardit och perikardit’. Ett
fatal studier har visat att S. pseudintermedius ocksa kan kolonisera ménniskor
samt att kolonisationens karaktir da inte skiljer sig pavisbart mellan
meticillinresistena S. pseudintermedius och meticillinkénsliga S. pseudintermedius
(MSSP)3 94336 Bett av koloniserade eller infekterade hundar har orsakat infektion
med MRSP och MSSP hos minniska’’. Kolonisation med MRSP hos minniska ér
dock ovanligt.

Nosokomial smitta

Nosokomial infektion innefattar de infektioner som fOrviarvas under
sjukhusvistelse och vid all form av medicinsk vard.

Eftersom stafylokocker #r en del av normalfloran pa hud och slemhinnor hos bade
djur och minniskor, kontaminerar de ocksa litt mi1j6n12’59. Detta sker ffa via
hinder (ménniska) och nos, mun och pils (hundar). Médnniskans hiander anses vara
en av de storsta vigarna for smittspridning inom sjukhusmilj660.

Bade MRSA och MRSP kan, som tidigare namnts, kolonisera for 6vrigt helt friska
individer (se avsnitt om stafylokocker) och det #r alltsa omojligt att veta i forvig
om en patient som kommer till sjukhus/djursjukhus &r birare eller inte. Detta
visades bland annat i en studie av Hanselman et al.® dir de provtog 193 hundar
inkommande till djursjukhuset. Fyra av dessa hundar var positiva for MRSP och
en hund bar pa MRSA. Ingen av dessa hundar hade kliniska symtom pa sjukdom
vid provtagningen. Det finns &dven andra studier som visar bérarskap utan
symtom’~2. Vid ett djursjukhus maste man alltsi betrakta alla inkommande djur
som potentiella barare av bade MRSA och MRSP.

Lingre sjukhusvistelser, for bade ménniska och djur, dndrar kompositionen av
patientens normala stafylokockflora’. Birarprover fran nisan visar di en hdgre
forekomst av koagulaspositiva stafylokocker efter sjukhusvistelsen. Detta kan
tyda pa en nosokomial Overforing av stafylokocker mellan patienter och fran
miljon.



Nir meticillinresistenta S. aureus vil etablerat sig pa ett sjukhus kan det vara
oerhort svért att bli av med dem'>**%, Idag kan en del sjukhus runt om i virlden
anses ha en endemisk forekomst av bakterien. Prevalensen av MRSA skiljer sig
mycket mellan olika linder men den skiljer sig ocksa mycket mellan olika sjukhus
inom samma land®’. Denna skillnad kan bero pa flera saker. Utbrott av smitta
inom ett sjukhus sker oftast med klonal expansion, vilket innebér att det dr en och
samma klon av bakterien som delar sig och sprids inom omradet.
Forutsittningarna for denna spridning &r olika for olika sjukhus, vilket kan vara en
del av forklaringen till denna skillnad i prevalens. Néar det giller forekomst av S.
pseudintermedius 1 djursjukhusmiljo finns det, till dagens datum, didremot inga
undersokningar gjorda.

Eftersom oOver hilften av alla infektioner med MRSP pa djur ir relaterade till
kirurgiska ingrepp” #r forhillandena fore, under och efter operation viktiga
faktorer i den nosokomiala smittspridningen. Detta géller dven for prevention av
MRSA-infektioner. I en studie av Eugster et al.*® undersoktes riskfaktorer for
infektion vid kirurgi. Man studerade 1010 operationer, varav infektion
utvecklades i ca 9 %. Riskfaktorer for infektion var langvarig kirurgi samt antalet
personer i operationsrummet. Bada dessa faktorer kan kopplas till att smittdmnet
kan spridas med personalen.

Zoonotisk risk

Enligt EU:s definition dr zoonoser alla typer av sjukdomar och/eller infektioner
som pa ett naturligt sitt direkt eller indirekt kan overforas mellan djur och
minniskor®’. Detta innebir att infektioner hos minniskor som kan 6verforas till
djur ocksa definieras som zoonoser.

Béade S. aureus och S. pseudintermedius dr opportunistiska patogener som kan
kolonisera och infektera bade ménniskor och djur, vilket dr visat i flertalet
studier®. Ingen studie har dock #n sa ldnge kunnat visa med sidkerhet om
infektionerna har uppstatt genom smitta fran ménniskan till djuret eller tvirt om.
S. aureus spreds med storsta sannolikhet forst fran ménniska till djur (se avsnitt
MRSA hos djur). Men med den okande prevalensen runt om i virlden ar det
troligt att det nu forekommer smitta fran bada hall. Vi har nu dven borjat se de
forsta fallen av MRSP infektioner hos ménniska, dven om de ir fa (se avsnitt om
MRSP).

Provtagning och odling fran miljén

I en amerikansk studie som undersokte forekomst av S. aureus 1 hemmiljo visades
en forekomst i 97 % av hemmen. I ndgra hem var alla provtagningsstillen (32
platser i varje hem) positiva. Detta dr dock inte ovintat da stafylokocker ar den
vanligaste hud- och slemhinnebakterien hos bade djur och minniskor. Prevalensen
av MRSA 1 miljon i denna studie var 26 %. Dock var antalet positiva
provtagningsstillen i hemmet inte manga, bara mellan ett till fem. Nistan alla
positiva provtagningsstillen var handkontaktytor. Studien ger vigledning om att
vid en provtagning i miljon sa kommer man att hitta stafylokocker i nidstan alla
prover och att den lilla andelen MRSA man hittar kommer vara fran
handkontaktytor. Ingen studie har fram till idag gjorts pa forekomst av S.
pseudintermedius 1 miljon.



Syfte
Projektet hade fyra huvudsakliga syften:

= att ta fram en provtagnings- och odlingsmetod for att pavisa
meticillinresistenta stafylokocker i miljon, dvs att undersoka om det gar att
anvinda samma provtagnings- och odlingsmetod for bade S. aureus och S.
pseudintermedius.

= att undersoka forekomsten av meticillinresistensta S. aureus och S.
pseudintermedius 1 djursjukhusmiljo.

= att identifiera speciellt riskfyllda platser, foremal eller processer inom
djursjukhuset som kan vara av betydelse vid smittspridning fran miljon till
patient.

= att foresla rekommendationer om atgérder.



MATERIAL OCH METOD
Provtagning

Fyrtiosex provtagningsstéllen undersoktes for forekomst S. pseudintermedius och
S. aureus. Av dessa stillen provtogs tio stycken tva ganger (totalt 56 prover).
Provtagningsstillena omfattade ffa storre samlingsprover inkluderande allt fran
handtag och lysknappar till burar, golv och behandlingsbord i samma prov (se
bilaga 1).

Proverna delades dessutom upp i humana tagytor (32 prover) dvs att ett prov
omfattade enbart ytor som méanniskor kommer i kontakt med (handtag, lysknappar
mm) och djurytor (24 prover), dvs ytor som djur kommer i kontakt med (golv,
behandlingsbord mm). Avsikten med det var att undersoka i vilken av dessa
grupper av foremal de frimsta riskerna for smittspridning ligger samt att
kontrollera teorin om att smittspridning sker till stor del med minniskans hinder,
se avsnitt om nosokomial smitta. En del av proverna innehdll dock formal fran
bada kategorierna da man var intresserad av att undersoka forekomsten av
bakterierna 1 ett rum som helhet (operation, dermatologirum mm). Proverna togs
vid 8 olika tillfillen for att fa ett rimligt antal prover i taget.

Proverna togs med ett provtagningskit kallat Sodibox (www.fooddiagnostics.dk,
varunamn 4031E). Detta &r ett kit som tidigare dr anvént vid miljoprovtagningar,
exempelvis vid provtagning for Listeria monocytogenes pa grisar®> och vid
miljoprovtagning for Mycoplasma hyosynoviae 1 uppfodningsisolatorer for
kyckling®. Sodibox #r en provtagningsduk som #r fuktad med buffrad
peptonldsning med 10 % tillsats av ett neutraliserande dmne (lecitin, Tween 80, L-
histidin och natriumtiosulfat), vilket tar bort effekten av ev desinfektionsmedel i
provet. Vid provtagningen anvindes sterila handskar for att inte kontaminera
proverna. Provtagningsduken gnuggades hart pa/mot platsen/foremalet som skulle
provtas. Hela duken stoppades, efter provtagningen, i en steril stomacherpase och
darefter tillsattes lampligt odlingsmedium.

Pilotstudier

For att ta fram ett optimalt odlingsschema i syfte att undersoka bade S.
pseudintermedius och S. aureus 1 samma prov, testades olika salthalter samt olika
spadningar av tillsatta S. pseudintermedius for att kontrollera verlevnaden i hog
salthalt och 6verlevnad i konkurrerande bakterieflora.

Salthalt

En egenskap man utnyttjar ndr man vill leta efter stafylokocker i miljoprover dr
deras hdga salttolerans. S. aureus har pavisats salttalig i flera studier®®®’. Likasé
har S. intermedius', som ocksi odlats i hoga salthalter i1 flera studier***. Man
kan férmoda att dven S. pseudintermedius har denna egenskap, men detta dr dock
inte visat och for att inte riskera att forlora eventuella MRSP (pga for hog salthalt)
i odlingen utfordes en pilotstudie avseende detta. Sju prover ingick i studien.
Forutom anrikningen i olika salthalter odlades de enligt samma framtagna
odlingsforfarande (se diagnostik) som Ovriga prover. Alla proverna odlades dels i
Mueller-Hinton-buljong (MH) innehéllande 6,5 % NaCl och dels i MH
innehallande 4 % NaCl.
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Spédningsforsék

I de forsta preverna som analyserades hittades inga S. pseudintermedius. For att
undersoka om bakterien klarade konkurrensen med andra miljobakterier gjordes
ett forsok dir olika spddningar av bakterien tillsattes till prover tagna med
Sodibox. Atta prover togs fran tva olika platser (en 6vernattningsbur och golvet i
en isoleringsrum). Fran vardera stille togs fyra prover. Proverna odlades i MH
(Becton, Dickinson & Company. Le Pont de Claix, Frankrike) med tillsats av 6,5
% NaCl samt med tillsats av olika spddningar av MRSP 240 CFU/ml, 24 CFU/ml
och 2,4 CFU/ml. Tva prover (ett fran vardera stélle) odlades utan tillsats. Proverna
odlades annars i enlighet med Ovriga prover (se diagnostik).

Diagnostik

Da det inte finns nagra studier gjorda med avsikt att odla fram S.
pseudintermedius fran miljoprover och inte heller nagra studier ddr man tittat pa
bade S. pseudintermedius och S. aureus i samma miljoprov togs den hir
provtagningsmetoden fram genom en kompromiss mellan de scheman som
upprittats for miljoprovtagningen av MRSA pa histkliniken, SLU (2008) (metod
enligt SVA, se bilaga 2) och for S. pseudintermedius avseende patientprover'' (se
bilaga 3). Dessa tva odlingsscheman samt resultaten av de egna pilotstudierna
anviandes vid upprittandet av odlingsschema for S. pseudintermedius och S.
aureus 1 samma miljoprov.

Anrikning

Till den sterila stomacherpasen innehallande provtagningsduken tillsattes 100 ml
MH (Becton, Dickinson & Company. Le Pont de Claix, Frankrike) med tillsats av
6,5 % NaCl. Péasen stomacherades i 1 minut och inkuberades sedan i 37 "C i 24
timmar.

Direfter 6verfordes 1 ml av buljongen till ett rér med 9 ml Tryptone Soya Broth
(TSB) (Oxoid Ltd, Basingstoke, England) med tillsats av 1 mg/L cefoxitin
(Enheten for vaccin och laboratorieprodukter, SVA, Uppsala), 50 mg/L aztreonam
(Enheten for vaccin och laboratorieprodukter, SVA, Uppsala) och 4 % NaCl.
Detta inkuberades i 37 'C i 48 timmar. Den laga koncentrationen av
betalaktamantibiotikan valdes efter rekommendation fran SVA dir denna
koncentration anvints vid odling av S. pseudintermedius.

Odling

Av den inkuberade buljongen togs 10 ul och stroks ut dels pa en nétblodagarplatta
(Oxoid Ltd, Basingstoke, England) och dels pa en mannitolsaltagarplatta med
litiumklorid (MAST) (Mast Group Ltd, Merseyside, England). De tva plattorna
inkuberades i 37 'C i 48 timmar. Avlisning skedde efter 24 och 48 timmar.
Misstinkta kolonier pa blodplattan, ffa med dubbelhemolys, renodlades pa
ytterligare notblodagarplattor. Fem missténkta kolonier fran blod- och MAST-
plattan (rosa och gula) plockades och renstroks pa ytterligare notblodagarplattor.
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Konfirmering

Misstidnkta kolonier verifierades som S. pseudintermedius och S. aureus med
biokemiska tester (se tabell 1). Fyra tester ingick i denna typning: koagulas,
maltos, trehalos och DNas (Enheten for vaccin och laboratorieprodukter, SVA,
Uppsala).

Tabell 1. Resultat av biokemiska tester for S. aureus och S. pseudintermedius

Biokemisk test S. aureus S. pseudintermedius
Koagulas + +
DNas + +
Maltos + -
Trehalos + +

MRS-detektion

Resistensmonstret undersoktes hos konfirmerade S. pseudintermedius och S.
aureus med hjilp av en VetMIC™-platta (Enheten for vaccin och
laboratorieprodukter, SVA, Uppsala, Sverige. Artikelnummer: 395119). Plattan
bestar av tre delar med brunnar innehallande stigande koncentration av tre olika
antibiotika. Till brunnarna sitts en losning med bakterien man vill testa och
genom avldsning av den ldgsta koncentration som totalt hammar synlig tillvaxt far
den ett MIC-virde (Minimum Inhibitory Concentration). Ju hogre MIC-virde
desto mindre kinslig dr bakterien. Brytpunkter for S. pseudintermedius dr satta av
Enheten for djurhilsa och antibiotikafragor, SVA. Till ett rér med 4 ml
fysiologisk koksaltlosning sétts 1 upl renkultur av det isolat man vill undersoka.
Detta blandas pa en vortex. Av blandningen fors 10 ul 6ver till 2 ml Brain Heart
Infusion-buljong (BHI) (Becton, Dickinson & Company. Le Pont de Claix,
Frankrike) och blandas. Bakteriernas spddning i den nya losningen kontrolleras
genom utstryk pa notblodagarplattor. Femtio pl av l6sningen tillsitts till varje
brunn och inkuberas i 35 ‘C i 24 timmar.

Isolat med MIC-viarde Over ett visst griansviarde (Tabell 2) bedomdes som
misstankta MRSA eller MRSP.

Tabell 2. Gransvirden (mg/l) for att misstinka meticillinresistens hos stafylokocker

Grinsvirden for stafylokocker

Antimikrobiell Antimikrobiell Antimikrobiell

MRS detektion sann MIC MRS detektion
Art Oxacillin + Oxacillin utan Cefoxitin
2 % NaCl NaCl
S. aureus > 0.5 -4
S. pseudintermedius 0.5 5025 51
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Polymerase Chain Reaction (PCR)

Misstinkta MRSA och MRSP valdes ut for undersokning med PCR med avseende
pé tre olika gener: mecA-genen”, vilken orsakar meticillinresistensen, 16S rRNA-
genen74 med specifika primers for genus Staphylococcus samt nuc—genen74, som
kan anvindas for att sirskilja arterna S. aureus och S. pseudintermedius. (Tabell 3
och 4). DNA extraherades enligt Capurro et al 2008°.

Tabell 3. PCR-protokoll for nuc-genen och 16S rRNA-genen

Mastermix (ul) |

10 x PCR buffert IT* 2,5
MgCl, (25mM)° 2,0
dNTPmix (10mM)"’ 1,5
primer SInucl (10pmol/ul)® 0,4
primer SInuc2 (10pmol/ul)® 04
primer SAnucl (10pmol/ul)° 0,4
primer SAnuc2 (10pmol/ul)® 04
primer 16S1 (10pmol/pl)® 0,3
primer 16S2 (10pmol/ul)° 0,3
AmpliTaq Gold (5U/ul)° 0,3
H,0 14,0
Summa 22,5

Tabell 4. PCR-protokoll for mecA-genen

Mastermix (ul) |

10 x PCR buffert IT* 2,5
MgCl, (25mM)° 2,0
dNTPmix (10mM)"’ 15
forward primer (10pmol/ul)° 0,4
reverse primer (10pmol/ul)° 0,4
AmpliTaq Gold (5U/ul)° 0,3
H,O 15,4
Summa 22,5

“100 mM TrisHCI, 8,3 pH, 500 mM KCI (Applied Biosystems California, USA)
® Applied Biosystems California, USA
¢ Thermo Fisher Scientific GmbH, Ulm, Tyskland
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Till varje PCR tillsattes 2,5 ul templat varefter PCR:en utfordes enligt féljande
program:

94 °C 14 min

(94 °C 130 sek, 55 °C 1 30 sek, 72 °C i 30 sek) x 30 cykler
72 °C1i7 min

4 °C oo

Nérvaro av PCR produkter detekterades med gelelektrofores

Kontaminering av miljobakterier

Efter att 25 prover odlats visade det sig att manga prover var oanvindbara da det
forekom en kraftig Overvixt av miljobakterier, exempelvis olika bacillusarter.
Aven om hemolys kunde urskiljas p& plattan var hemolyserande kolonier i
flertalet fall inte mojliga att isolera. For att trycka ner vixten av svdrmande
bakterier (ex proteus) kan man anvinda sig av en tuss fuktad med 95 % etanol
(personlig kommunikation Lise-Lotte Fernstrom) vid odlingen. Denna tejpas fast i
locket pa petriskdlen med notblodagar och plattan stryks och inkuberas sedan som
vanligt. Resterande 31 prover odlades férutom pa vanlig notblodplatta och
MAST-platta &ven med denna metod. (Tabell 5).
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RESULTAT
Pilotstudier
Salthalt

Av 53 isolerade stafylokocker (20 S. aureus och 33 S. pseudintermedius) var 39
isolerade fran salthalt 6,5 %, dvs 66 %.

Arton av 20 S. aureus isolerades fran salthalt 6,5 %, dvs 90 % och 21 av 33 S.
pseudintermedius isolerades fran salthalt 6,5 %, dvs 64 %.

Spéadningsforsok

Resistenta S. pseudintermedius kunde odlas fram fran spddningen med 240
CFU/ml och 24 CFU/ml men inte fran 6vriga prover.

Kontaminering miljébakterier

Tabell 5. Andel anvindbara plattor vid odling med och utan tuss fuktad med 95 % etanol

Typ av platta

Notblodagar Notblodagar
utan tuss fuktad med tuss fuktad
med 95 % etanol med 95 % etanol

Antal anvindbara totalt 22 30
Antal 6vervixta som dnda kunde riddas 5 0
Antal plattor positiva for stafylokocker 13 13

(av de anvinbara)

Antal plattor positiva for

S. pseudintermedius (av de anviandbara)
Antal plattor positiva for

S. aureus (av de anvindbara)

Man kunde tydligt se mindre 6vervixt av kontaminanter ndr man anvinde tuss
fuktad med 95 % etanol idn ndr man inte gjorde det. Ddaremot kunde man se att
dven hemolyserande kolonier vixte sdmre och hade svagare hemolys. Darfor
beslutades att alla resterande prover skulle odlas dels med en tuss indrinkt med 95
% etanol och dels utan for att inte riskera att forlora nagon viktig koloni.

Forekomst av stafylokocker i djursjukhusmiljo

Resultaten av provtagningarna kan ses i tabell 6. Av 56 provtagningar forekom S.
pseudintermedius i 12 och S. aureus i 22. 1 inget prov kunde bada arterna isoleras
fran samma prov. Tio platser provtogs tva ganger (alla var negativa forsta
gangen). Vid andra provtagningen hittades S. aureus i fem av dem. S.
pseudintermedius hittades i ett av dessa prover vid andra provtagningen. Av 56
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prover togs 32 fran humana tagytor och 24 fran djurytor. Fran de humana
tagytorna isolerades S. aureus i hogre utstrickning dn S. pseudintermedius medan
det fran djurytorna var jamnare fordelat.

Tabell 6. Resultat av miljoprovtagningarna

Provtagningar S. aureus S. pseudintermedius Negativa
Totalt 56 22 12 22
Humana tagytor 32 14 5 13
Djurytor 24 8 7 9

Forekomst av meticillinresistenta stafylokocker i djursjukhusmiljoé

Av 12 §S. pseudintermedius isolat hade nio MIC 6ver grinsvirdet for oxacillin och
cefoxitin samt var positiva i PCR for mecA-genen, dvs de klassas som MRSP.

Av 22 §. aureus isolat hade tre MIC 6ver griansvirdet for oxacillin och cefoxitin
samt var positiva i PCR for mecA-genen, dvs de klassas som MRSA. En av dessa
tre isolerades vid andra provtagningen.

Alla stafylokocker som hade MIC 6ver griansvirdet var ocksa positiva i PCR for
mecA-genen.

De isolat av . MRSA som isolerades skickades till SVA {or fullstindig
resistensbestimning och till Smittskyddsinstitutet, Stockholm, Sverige for
typning. Alla tre isolaten var kénsliga for klindamycin, tetracyklin, fusidin och
gentamicin (brytpunkter enligt www.eucast.org) samt tillhorde spatypen t002.
Detta ir en typ som tillhor de vanligaste vid kolonisation/infektion hos minniska’,

. . 4
men inte hos djur 8
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Férekomst av specifika riskplatser
De platser som visade forekomst av MRSA och MRSP askadliggors i tabell 7.

Tabell 7. Provtagningsplatser positiva for MRSA och MRSP

Provtagningsplats Specifikt MRSA MRSP
Forhall/groventré Golv +
Vintrum Mattor +
Vintrum Golv +
Stols- och bordsben

Akutmottagning Humana tagytor +
Akutmottagning Golv +

Jouroperation Humana tagytor +

Ortopedoperation Humana tagytor +

Vagar 2 st +
Infektionsavd. Humana tagytor +
Stallkorridor Humana tagytor +
Dermatologirum Humana tagytor +
Tangentbord Ca 20 st +

Cirka 45 % av de positiva platserna for MRSP ar humana handtagytor. For de
positiva platserna for MRSA idr motsvarande siffra ca 65 %.
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DISKUSSION

I den hir studien hittades bade MRSP och MRSA i djursjukhusmiljon, bade pa
humana tagytor och djurytor. Resultaten visar att golvet kan vara viktigt som
smittspridningskélla. En och samma provtagningsplats kan vara negativt vid ett
tillfalle och positivt vid ett senare tillfdlle. Inget prov var positivt for bada arterna
samtidigt och det var fa av de detekterade MRSA och MRSP som uppvisade den
typiska dubbelhemolysen pa forsta blodplattan.

Provtagning och odling

Att fem platser vid forsta provtagningen var negativa for S. aureus men vid andra
provtagningen var positiva kan bero pa flera saker:

1. S. aureus fanns inte pa platsen forsta gangen, men hade kontaminerat
platsen till andra provtagningen.

2. Provtagningarna skedde i olika omgangar, vilket innebdr att
personalstyrkan inte bestod av samma personal vid de olika tillféllena.

3. S. aureus fanns pa platsen vid forsta provtagningen men
provtagningsduken kom inte i kontakt med just den punkten.

4. Kolonierna fanns pa en av de plattona som blev Overvixta med
miljobakterier och fick sldngas.

5. S. aureus fanns pa plattan (blod eller MAST) men valdes inte for
renstrykning. Fran notblodplattor med manga hemolyserande kolonier
plockades inte alla. De fem mest typiska kolonierna valdes ut for
renstrykning. Endast fem kolonier plockades @ven fran MAST-plattorna.

6. Andra provtagningen skedde med mer vana dn fOrsta. Provplatserna
gnuggades hardare.

Bade S. aureus och S. pseudintermedius kan bilda kolonier med tydlig
dubbelhemolys pa blodagar1’2’6. Endast tre av de framodlade S. aureus har dock
uppvisat denna tydliga dubbelhemolys och ingen av de tre har varit MRSA. En av
dessa kolonier uppvisade dock dubbelhemolysen efter forsta renstrykningen. Alla
kolonier av S. aureus har uppvisat hemolys, men den har varit svag i vissa fall och
kraftig i andra fall. Endast tva av de framodlade S. pseudintermedius-isolaten
uppvisade inte dubbelhemolys pa forsta plattan, men dessa tva uppvisade dock
dubbelhemolysen efter forsta renstrykningen. Detta betyder att man inte kan
anvinda forekomst av tydlig dubbelhemolys som ett kritierie for selektion av
kolonier vid odling av S. aureus. Aven S. peudintermedius kan vixa utan tydlig
dubbelhemolys, vilket innebér att man bor ga vidare dven med kolonier som inte
uppvisar denna tydliga dubbelhemolys.

Endast ett prov var positivt for bade S. pseudintermedius och S. aureus. Enligt
flertalet prevalensstudier dr det ovanligt att man hittar olika stafylokockarter pa
samma provtagningsplats*®”'?. Detta #r dock prover tagna p patienter och inte i
miljon sa nagon slutsats fran detta gar det inte att dra. Med tanke pa att 63 % av
alla odlingar i denna studie varit positiva for antingen S. pseudintermedius eller S.
aureus sa dr det ett observandum att inte fler prover var positiva for bada arterna.
Kan det vara sa att den ena arten trycker undan den andra i anrikningen eller pa
plattan? Ar det s4 att S. aureus ir den starkare arten? S. aureus har isolerats pa fler
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stillen dn S. pseudintermedius. Forvintat dar ju dock att man i miljon pa ett
djursjukhus skulle finna att hundens stafylokock dominerar.

Att undersoka storre omraden i ett prov minskar risken att missa positiva platser.
Detta dr annars en risk nidr man viljer ut specifika punkter och inte har mojlighet
att undersoka ett obegrinsat antal. Dock #r det samtidigt en 6kad risk att fa med
fler kontaminanter i provet om man anvinder den metoden. Det som avgor 1
slutdndan #r den ekonomiska fragan. Fler prover ir dyrare.

Salthalt

I pilotstudien med salthalt var det fler stafylokocker som isolerades med den
hogre salthalten dn med den ldgre. Anledningen till det var att flertalet prover
odlade med 4 % hade kraftig 6vervixt av miljobakterier. Det hade @ven prover
odlade 1 6,5 %, men inte i lika stor utstrackning. Kanske kunde odling ha skett i
dnnu hogre salthalt for att trycka undan kontaminanter @nnu mer. I en studie av
Zwenson (2007) odlades proverna i 10 % NaCl med goda resultat avseende
isoleringen av S. pseudintermedius. 1 foreliggande studie isolerades 64 % av S.
pseudintermedius med 6,5 % salthalt, vilket tyder pa att de klarar denna niva
alldeles utmirkt.

I samband med att Hajek (1976) visade att S. intermedius var en egen grupp,
visade han idven att S. intermedius tillhorde de salttiliga bakterierna'. Av hans
isolat klarade 100 % av att véixa pa 12,5 % NaCl, medan 85 % klarade nivaer upp
till 15 % NaClL I en annan studie® visades dock att ca en tredjedel av MRSA-
stammarna hammades i tillvixt av en NaCl-koncentration pa 6ver 2,5 %. Det kan
vara sa att man, i foreliggande studie, skulle fa hogre antal positiva prover vid
odling i ldgre salthalt, men eftersom den ursprungliga, reella forekomsten av
stafylokocker i proverna inte #r kidnd sa kan man ej uttala sig om det. Troligt dr
ocksa att fler kontaminanter ocksa skulle vixa och konkurrera ut stafylokockerna
(som ocksa skedde i ovanstidende studie). Det skulle vara av stort intresse att
studera salttaligheten hos bade S. aureus och S. pseudintermedius tagna fran
miljoprover. Ett sddant forsok skulle kunna undersoka salthalter upp mot 15-20
%.

Spédningsforsék

Ett forsok gjordes dir prover i anrikningsbuljong med salthalt 6,5 % tillsattes
olika spddningar av MRSP. Detta gjordes for att undersoka vilken koncentration
av bakterier som kridvs for att fa ett positivt provresultat. Eftersom framodling
kunde ske enbart fran koncentrationerna 240 CFU/ml och 24 CFU/ml men inte
fran den ldgsta sa kan det innebira att 2,4 CFU/ml &r en for 1ag koncentration i ett
prov for att man ska kunna hitta dem. Det kan ocksa innebéra att de fa kolonier
som fanns har blivit undantryckta av eventuella miljobakterier. Det kan ocksa vara
sa att dven 240 CFU/ml och 24 CFU/ml ir for laga koncentrationer men att de
positiva resultaten uppstod pga att det faktiskt fanns en hogre forekomst pa sjdlva
provtagningsplatsen fran borjan. Framtida studier bor anvinda sig av absoluta
koncentrationer for att pa ett korrekt sétt kunna se hur manga bakterier det krévs
pa en yta for att man ska kunna hitta dem i miljoprover med den hir
odlingsmetoden.
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Forekomst av stafylokocker i djursjukhusmiljo

Resultat fran denna studie visar att det forekommer stafylokocker i
djursjukhusmiljo. Man kan dock inte siga med sidkerhet att de platser som i den
hir studien visade sig vara positiva dr de platser som hela tiden &r positiva och att
de platser som odlades negativa hela tiden dr negativa. Det var ju tio platser som
vid fOrsta provtagningen var negativa varav sex var positiva vid andra
provtagningen.

Som sagts ovan sa ir det inte motiverat att ta ett enda prov och med det antingen
fria eller filla en plats som smittfri eller smittférande. Med den hér typen av
provtagning kan man dock fa en guidning om hur miljon ser ut pa ett djursjukhus
och om det forekommer smittrisker pa kritiska platser eller féoremal, exempelvis
pa operationsavdelningen. Provtagning kan dirmed anvéndas till exempel bade
fore och efter saneringar och for att forebygga smittspridning och kontrollera

atgirders effekt'>®.

Stafylokocker forekommer i miljon genom att minniskor och djur kontaminerar
den pi olika sitt, exempelvis genom hiinder och pils. Marshall er al.% utforde
1998 en studie dir de mitte hur snabbt S. aureus kontaminerade en kirurgisk
avdelning efter att den hade Oppnat. De fann att det inte tog mer 4n en vecka innan
arten fanns i miljon och under de efterfoljande veckorna blev det fler och fler
positiva platser. Meticillinresistenta S. aureus och S. pseudintermedius har samma
egenskaper som meticillinkédnsliga forutom nér det giller overlevnaden i nérvaro
av antibiotikum, dvs de har samma forutsittningar att forekomma pa och spridas
via miljoytor. Pa de platser dir meticillinkdnsliga stafylokocker isolerats &r det
lika troligt att meticillinresistenta skulle kunna férekomma, dvs isoleringen av
stafylokocker fran en viss yta innebdr bara att den ytan vid nagot tillfille
kontaminerats av ménniskor eller djur. Alla ytor som visats positiva for
stafylokocker kan alltsa rdknas som potentiella riskplatser.

Att det isolerades S. pseudintermedius fran platser som riknas till strikt humana
tagytor tyder pa att icke rengjorda hinder fort smittimnet fran ett djur till dessa
ytor. Det dr bland annat detta som skapar risken for smittspridning mellan
patienterSg. Att det isolerats mer S. aureus dn S. pseudintermedius tyder ju ocksa
pa att en stor del av spridning av stafylokocker till miljon sker med ménniskans
hinder. Fyndet av en for ménniskan vanlig MRSA-typ (t002) i miljon visar
samma sak.

Férekomst av specifika riskplatser samt forslag till atgarder

Nedan beskrivna platser dr de som i1 denna provtagningen visade sig positiva for
MRSP eller MRSA och som darmed tas upp som riskplatser for det hir
djursjukhuset vid tiden for provtagningen.

Mattor

I denna studie hittades MRSP pa entrémattorna. En matta forser bakterier med alla
de forutsittningar de behover for en god tillvidxt, ndmligen nédring och fukt. I de
fall mattor anvinds exempelvis innanfor ytterdorrar kommer de dels att
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hirbargera tillforda bakterier som kan dela sig och bli fler och dels sprida dem till
alla som gir pa dem. Aven om tanken med mattan (att hindra smuts fran skor och
tassar) dr god sa blir dess verkliga funktion att effektivt sprida smittsamma
bakterier till alla djursjukhusets besokare. Aven andra textilier har denna formaga.
Alla 16sa foremal gjorda av textilier ska tas bort. Detta inkluderar alla mattor,
langa gardiner, tygmobler, prydnadssaker mm. Dessa foremal samlar ldtt pa sig
bakterieinnehéallande dammpartiklar, hudflagor, kvalster mm som sedan litt
smittar patienter som kommer i kontakt med dem (direkt eller indirekt)®.
Foremalen #r dessutom ofta av sadan karaktdr att de inte rutinmissigt och
tillrackligt ofta stiddas och tvittas for att uppritthalla en bra hygienisk standard.

Golv

Sju olika golv provtogs i denna studie. Ett av dem var positivt for MRSA
(akutmottagningens) och tva var positiva for MRSP (vantrum och férentré).

Inom humansjukvarden diskuterar man om golvet dr av betydelse for
smittspridning eller inte. Manga anser att det inte &r det och att framsta fokus pa
smittskydd bor ligga pa handhygien®’. Golvet har dir oftast ingen direktkontakt
med patienterna. Studier har dock genomforts dir man studerat golvets betydelse
som reservoar for smitta, vilken skulle kunna spridas fran golv till andra ytor via
exempelvis luftdrag genom rorelse och aktivitet'>. Asikterna om golvets betydelse
gar dock isdr. Vissa menar att en hogre koncentration av patogena bakterier pa
golvet ocksa leder till en 6kad koncentration i 6vriga omgivningen och da dven pa
exempelvis tagytor". De menar ocksi att patienter och personal i hdgre
utstrickning 4n vad man tidigare beaktat dr i kontakt med golvet, exempelvis
genom att man tappar féremal och plockar upp dem eller att man sétter pa sig skor
och skoskydd och att golvets indirekta smittspridning till patienter dr omfattande.
Inom humanvarden pagar det ocksa en livlig diskussion angdende om det &r
motiverat att anvénda desinfektionsmedel vid golvstddning. Vatmoppning av golv
kan goras med olika rengoringsmedel eller med tillsats av desinfektionsmedel.
Oavsett vilket man anvinder sa blir golvet aldrig helt bakteriefritt, men i en
undersokning har man visat att en ldgre forekomst av potentiellt patogena
bakterier pa golvet (vilket man far ndr man anvinder desinfektionsmedel) dven
ger en lagre forekomst av dessa bakterier i den omgivande miljon och att det
darfor dr motiverat att anvinda desinfektionsmedel vid stddning av g01v73.
Moppen i sig sjilv (torr eller vat) kan med fel hantering ha en vildig
bakteriespridande férmﬁgalz’27. Ayliffe et al. visade att vid stidning med enbart
rengoringsmedel i vatten sa hade den del av golvet som stidades sist i ett rum
hogre forekomst av bakterier dn den som stidades forst'>. Stidade man med
desinfektionsmedel i vatten hade alla delar av golvet lag forekomst av bakterier.
De visade ocksa att vatten med tillsats av rengoringsmedel blir mer kontaminerat
dn vatten med desinfektionsmedel (34,000 CFU/ml med rengoringsmedel jamfort
med 20 CFU/ml for desinfektionsmedel). Med dessa resultat kan man hidvda att
det darfor ar bittre att stida golven med desinfektionsmedel @n med bara
rengoringsmedel.

Aven om man anser att golvet inte #dr en kiilla till smittspridning inom
humansjukvarden sa kan situationen inte jamforas med den pa ett djursjukhus.
Patienterna pa ett djursjukhus har i allra hogsta grad kroppslig kontakt med golvet
och utsitts under hela den tiden for smitt- och infektionsrisk. Detta blir
allvarligast for riskgrupper sasom immunosupprimerade patienter, patienter med
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hudproblem, patienter under antibiotikabehandling och patienter som antingen ska
opereras eller som har opererats. Aven personalen pa ett djursjukhus har kontakt
med golvet i mycket hogre utstrackning dn personalen pa ett humansjukhus. Det
handlar exempelvis om situationer som bandage- och droppbyte i burar eller
temptagning.

Vagar

Pa tva av klinikens vagar hittades MRSP. Detta ér en punktyta som i princip alla
djur pa ett djursjukhus far kontakt med. Forutsittningen for att halla den smittfri
ar att, som med alla andra patientndra foremal, desinficera den mellan varje
patient. For att detta ska vara mojligt maste vagen vara gjord av ett material som
ar latt att rengora. Eftersom de flesta djur (ffa hundar) som kommer till ett
djursjukhus dr nervosa och rddda sa maste dock vagens material dven vara
halkfritt. Halkfria underlag kan i maénga fall utgoras av rifflor eller andra
strukturmaterial, vilka inte #r lampliga till foremal som ska kunna desinficeras.
Om vagen blivit fororenad med organiskt material maste den mekaniskt rengoras
innan desinfektion. Man kan ocksa tinka sig att anvinda engangsmaterial som
skydd. Detta ska da bytas mellan varje patient.

Ojédmna golv

Ofta forekommer det olika former av golvgaller och hardplastmattor i entréer med
avsikten att de ska skrapa av smuts fran skor och tassar innan man gar in. Det &r
dock vildigt 14tt att saker fastnar i dessa strukturer och de dr extremt svara att
rengora. Utanfor ett djursjukhus, diar hundar oftast rastas i all hast, finns det en
tendens till att avforing inte plockas upp. Denna fastnar létt pa skor och skrapas av
mot entréunderlaget. Smittférande material kan alltsa ligga ddr linge och vara
omgjligt att desinficera. MRSP kunde isoleras fran just ett sadant golvgaller. Alla
golv inne pa djursjukhuset, oavsett om det &r i entrén eller annanstans, ska vara
létta att rengora och ska ej kunna ansamla smittféorande material.

Akutmottagning golv

Som ndmnts ovan kan det forekomma resistenta bakterier pa golvet (i detta fall
hittades MRSA pa golvet), som da i vissa fall kan komma i direktkontakt med det
akut sjuka djuret. Till en akutmottagning kommer oftast just vildigt sjuka
individer. De tillhor oftast nagon av de ovan ndmda riskgrupperna. Detta gor att
akutmottagningen ir extra kinslig for smittspridning’"’*, Nir patienter kommer
till akutmottagningen vill man ju ocksa girna halla dem under uppsikt. Detta
innebér att man ofta ldgger dem tillfdlligt pa golvet ddar man befinner sig.

Vad giller anvdandandet av desinfektionsmedel vid stidning av golvet giller hir
samma resonemang som ovan. Viljer man trots allt att inte anvinda
desinfektionsmedel till hela golvet kan man anvidnda det vid punktstidning av
kritiska golvytor, exempelvis om det finns stéillen dir man ldgger patienter.
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Akutmottagningens féremal

MRSP kunde isoleras fran foremal och humana handtagytor pa akutmottagningen.
Det finns manga faktorer som gor att akutmottagningen har en Okad risk att
hirbirgera stafylokocker. Oftast finns det inte tillrdckligt med tid att desinficera
foremal och ytor innan man behover anvdnda dem, vilket krdver att alla
smittforebyggande atgdrder maste ske pa rutin efter alla patienter och procedurer.
Pa en akutmottagning finns dessutom ett behov av tillgang till ett vildigt stort
sortiment av varor. Varorna maste dven finnas litt tillgdngliga for alla som ska
anvianda dem. Av denna anledning tenderar man att forvara dem pa 6ppna hyllor
dér de litt kan kontamineras (i denna studie hittades MRSP pa just dessa platser
pa akutmottagningen) med bakterier och didr de dessutom litt aterkontaminerar
omgivning och patienten de anvinds till**.

Alla 16sa foremal och allt forradsmaterial ska forvaras i stingda skap. MRSA som
kontaminerar dessa foremal kan Overleva flera veckor och sprida smitta till
personal och patienter34. Ingenting ska forvaras pa 6ppna hyllor, vilka inte gar att
stida tillfredsstillande. Alla foremal som anvinds i kontakt med djur maste
dessutom desinficeras direkt efter att de anvints. Forekommer det att man placerar
djur direkt pa golvet for 6vervakning sa maste rutin inarbetas for att minimera
risken for smittspridning med patogener fran golvet. Punktdesinfektion av ytan
kan vara ett alternativ sa ldnge det sker direkt innan man placerar djuret dir. En
forutsdttning dr ocksa att personalen inte kan rora sig i det desinficerade omradet
och att personalen inte heller sprider smitta via skor och klidder vid behandling av
djuret.

Operation

I denna studie hittades resistenta stafylokocker pa humana tagytor inne pa
operation, vilket visar att det dr ytterst viktigt att punktdesinficera sadana ytor.
Operationssalar och utrymmen i kontakt med sadana, &r lokaler som dr mycket
kritiska ndr det giller smittspridning av meticillinresistenta stafylokocker.
Anledningen &r att det oftast dr just dessa patienter som blir infekterade (se avsnitt
om MRSP). I en operationssal finns manga ytor och mycket féremal som ska
kunna hallas sa sterila som mojligt. Det kriver att alla ytor i kontakt med luften
maste kunna hallas fria, dvs ligger 16sa féremal pa hyllor och liknande #r det
omdjligt att stdda pa ett tillrdckligt sdtt. I denna studie hittades MRSA i tva
operationssalar varav den ena var en ortopedoperationssal. Provtagningsplatserna
var humana tagytor vilket tyder pa att det troligen ror sig om en eller flera
person/er i personalen som bér pa smittimnet.

Inom humansjukvarden &r det tillatet att arbeta kliniskt &ven om man &r bdrare av
MRSA. Man ska dock inte ha patientkontakt om man har sar eller liknande da
man anser att det enbart dr dessa personer som utgor en smittrisk och inte de som
enbart dr koloniserade®. Meticillinkiinsliga S. aureus hittades bade i en av
operationssalarna samt i forberedelserummen till de tva operationssalarna. Som
namnts tidigare dr forekomsten av stafylokocker pa ytor ett tecken pa
kontamination samt en indikation pa att dven meticillinresistenta stafylokocker
kan placeras dir och dverleva.

Det dr viktigt att alla ytor gar att rengora och desinficera, vilket innebar att inga
16sa foremal kan forvaras pa hyllor och liknande.

Eftersom akutmottagningen har sd nira kontakt med akutoperationssalen sa maste
man sdkerstélla att inga personer ror sig dir igenom. Ett krav for det dr att det
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finns en tydligt utmarkerad spéarr som personalen respekterar. En bra sparr ska
gora att det blir komplicerat att ga “fel” vidg. Lokalens utformning gor ocksa att
det blir mycket ndrmare att ta vdgen genom akutoperation for att komma till
medicinforrad och liknande, vilket ytterligare visar att sparren maste vara tydlig.
Pa vig in till en operationssal #r det viktigt att atgdrda de smittimnen man har pa
bland annat skor. Eftersom situationen &r sadan att akutoperation har samma golv
som akutmottagningen kan man tinka sig att ocksa samma patogener forekommer
pa bada golven. Att ha den tydliga spérren en bit utanfor operation (som en sluss)
kan vara en idé. Dessutom kan man tidnka sig att stida operationsgolven med
desinfektionsmedel.

Infektionsavdelning

Inne pa infektionsavdelningen togs ett stort samlingsprov dir flera rena féremal
ingick. Foremalen klassades som djurkontaktféremal, men de var smittrenade
enligt géllande protokoll. MRSP hittades i detta prov.

Pa en infektionsavdelning kan man forvinta sig ett hogt bakterietryck. Bakterierna
ska dock inte forekomma pa fel stillen. Aven i isoleringsavdelningen finns
individer som &dr nedsatta och svaga varfor det dr extra viktigt med god hygien i
denna avdelning.

Stallavdelning

I stallavdelningen provtogs alla humana tagytor i ett samlingsprov. Exempelvis
provtogs handtag, radioapparat, markeringspennor mm. MRSP kunde isoleras i
detta prov. Stallavdelningar innebér en 6kad risk for smittspridning da det sker en
langvarig indirekt kontakt mellan djur. Flera djur i samma rum &r en riskfaktor.
Lokaler med oplanerade floden leder ocksa till att manga djur tvingas rora sig pa
samma golvytor. En riskfaktor for indirekt smittspridning via otvittade hénder &r
att manga patienter i stallavdelningarna inte ses av personalen som smittforande
och att man darfor inte foljer strikt handhygien. En annan riskfaktor &r
smittspridning via kldderna. Att arbeta pa stallavdelningen innebdr mycket nira
kontakt med djuren vid exempelvis bandagebyten och temperaturtagning.
Eftersom det frekvent sker spolning och tvittning av burar mm foreligger ocksa
en stor risk att arbetskldderna blir blota. Vid arbete som kan leda till att
arbetskldderna blir blota ska forkldde anvdndas. Vid nedsmutsning av kldderna
ska de bytas. Oerfaren personal kan ocksa utgora en risk for smittspridning, da
hygienrutiner inte &r inarbetade. Stallavdelningen blir ofta forsta station for
nyanstdlld personal och praktikanter.

Personalhundar ska inte hallas i samma avdelning som sjuka patienter. Dessa kan
fungera som symtomfria smittbérare och aterkontaminera avdelningen. Dessutom
riskerar de att fa infektioner. Rent material som ska anvindas till patienter
(exempelvis fillar) ska forvaras i stingda skap och ytor ska vara litta att rengora.

Dermatologiavdelning

Provet fran dermatologirummet innefattade humana tagytor och var positivt for
MRSP. Dermatologipatienter och didrmed miljon pa avdelningen innebir risk for
selektion for resistenta bakterier, ffa for den hoga frekvensen av
antibiotikabehandling®. Djur som kommer hit har ofta en bruten hudbarriir och
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stafylokocker kan enkelt fa fiste och orsaka infektion. Dermatologiavdelningen ir
ocksa en av de fa platser som generellt kan anses vara en riskplats, dven for andra
djurkliniker och djursjukhus. Noggrann rengoring och desinfektion krdvs av
kontaktytor i ett sadant hiar rum. Dessutom ska 16sa foremal hallas i stingda skap.

Tangentbord

I denna studie var tangentborden positiva for MRSP. Tangentbord anvinds av
manga olika personer under en dag och kan sdledes fungera som en fantastisk
killa till smittspridning. Eftersom det dr fingrarna som blir kontaminerade sa far
man inte glomma att det dven finns en risk for smitta till ménniska. Av de tva
bakteriearter som diskuteras hér dr smitta med MRSA till ménniska det troligaste.
Vi har nu diven borjat se de forsta fallen av MRSP infektioner hos ménniska’’ och
dven om de dr fa dr det alltsa inte otroligt att vi i framtiden dven kommer att se
smitta av denna patogen mellan djur och ménniskor. Att skydda tangentborden
fran kontamination kan goras med nagon form av skyddsplast. Skyddsplasten kan
vara av engangsmaterial eller av material som tal desinfektion. Basal handhygien
innebdr ocksa att hianderna ska desinficeras fore och efter kontakt med rena
foremal.
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SLUTSATS

Eftersom dagens problem med meticillinresistenta bakterier (samt andra nya
patogener i sjukvardsmiljo) troligtvis bara &dr borjan pa ett mycket storre problem,
sa maste vi redan nu borja planera vart smittskyddsarbete noggrant pa djursjukhus
och kliniker.

I dagens ldge kan vi inte skilja mellan smittféorande och icke smittfGrande
patienter nir de stiger innanfor dorren. Vi maste borja betrakta alla patienter som
potentiella béarare och ddrmed ocksa infora rutiner och policys som minskar risken
for smittspridning mellan patienter.

For ett djursjukhus handlar det inte bara om att sitta upp flaskor med
handdesinfektion och sedan tro att allt ska 16sa sig. Smittskydd och vardhygien &r
en oerhort komplex fraga och for att alla delar av problemet ska kunna hanteras sa
krivs att det finns nagon eller nagra som &r ansvariga for omradet. Delomraden
for de ansvariga att betéinka kan vara allt fran basala hygienrutiner och hur man
far personal att folja dem till utbildning och fortbildning av personal och
utvirdering av nya rutiner, processer och forbrukningsartiklar.
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BEGRANSNINGAR OCH FELKALLOR
Provtagning och odling

1.

Niér projektet startades var dubbelhemolysen ett kriterie for urval av
kolonier pa blodplattan. Allt eftersom projektet 16pte visade det sig att
dven kolonier med svagare hemolys kunde vara av intresse. Detta gjorde
att de forsta proverna blev hardare selekterade #@n de senare.

2. Att sd manga prover blev kontaminerade kan innebira att flertalet kolonier
har missats.

3. Att ta stora samlingsprover kan innebdra att man dven far med fler
kontaminanter i provet. Vid vidare provtagning borde man viga for- och
nackdelarna med att ta stora respektive mindre prover.

FRAMTIDA STUDIER

1. Det skulle vara intressant att gora en utvidgad studie for att vidare
undersoka eventuella riskplatser 1 djursjukhusmiljo och om man kan se
samma riskplatser inom olika djursjukhus.

2. Eftersom golvets betydelse for smittspridning dr en av de faktorer som

skiljer human- och djursjukvard dr det viktigt att studier som undersoker
golvets betydelse for smittspridning sker 1 djursjukhusmiljé och inte 1
humansjukhusmiljo.
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Bilaga 1 - Provtagningsstiillen

Pr ningspl Datum | Datum S-R|S-R| PCR | PCR
el i o | Bal poBaki2 1 ] g
1. Forhall 15/4 - S. pseud - R - pos -
2. Mattor vintrum | 15/4 - S. pseud - R - pos -
3. Golv véantrum 15/4 - S. pseud - R - pos -
4. Vagar 15/4 - S. pseud - R - pos -
5. Tangentbord 15/4 - S. pseud - R - pos -
6. Forsokshu.korr. 15/4 - S. aureus - S - - -
7. Telefoner 15/4 21/8 S. aureus | S. aureus S - - neg
8. Personalstall 3/8 21/8 neg neg - - - -
9. Ortopedstall d 3/8 21/8 neg S.aureus - * - -
10. Lunchrum stud 3/8 - neg - - - - -
11. Iso 3/8 21/8 neg neg - - - -
12. Diskrum 3/8 - S. aureus - - - neg -
13. Lab 3/8 - S. aureus - - neg -
14. Toaletter 3/8 - S. aureus - - - -
15. Tvittrummet 3/8 - S. aureus - - - -
16. Ortopedstall 3/8 - S. aureus - - - neg -
17. Beh.rum 5/8 22/8 neg S. pseud - - - neg
18. Rena op 5/8 22/8 neg neg - - - -
19. Jourop 5/8 22/8 neg S. aureus - R - pos
20. Forb. rena op 5/8 22/8 neg S. aureus - - - neg
21. Forb. polop 5/8 22/8 neg S. aureus - - - neg
22. Tandoprum 5/8 22/8 neg neg - - - -
23. Infektionsavd 5/8 - S. pseud - R - pos -
24. Stallkorridor 5/8 - S. pseud - R - pos -
25. Akuttorg 5/8 - S. pseud - R - pos -
26. Forsoks human | 21/8 - neg - - - - -
27. Forsoks. hund 21/8 - S. pseud - - - neg -
28. Derm human 31/8 - S. pseud - - pos -
29. Isolering golv 21/8 - neg - - - - -
30. Diskrum rent 24/8 - S. aureus - - - neg -
31. Tvittrum rent 24/8 - neg - - - - -
32. Glasdgon 31/8 - S. aureus - - - neg -
33. Rakapp derm 31/8 - neg - - - - -
34. Rena polop 22/8 - S. aureus - - - neg -
35. Vattentrask 31/8 - S. aureus - - - neg -
36. Rena op golv 22/8 - neg - - - - -
37. Iso korridoren 21/8 - S. aureus - - - neg -
38. Inf handtag 21/8 - S. pseud - - - neg -
39. Uppvak 22/8 - neg - - - - -
40. Lunchrum vet 24/8 - S. aureus - - - neg -
41. Handtag op 22/8 - S. aureus - - - neg -
42. Ortoped op 22/8 - S. aureus - R - pos -
43. Akuttorg golv 22/8 - S. aureus - R - pos -
44. Inneskor 24/8 - S. aureus - - - neg -
45. Stall rena 21/8 - neg - - - - -
46. Ortopedstall h 21/8 - neg - - - - -

* = utgick ur studien pa grund av forlorad hemolyserande formaga efter frysning
- = ¢j genomfort
33



Bilaga 2 - Odlingsschema for S. aureus (enl. SVA)

1.

Torkduken sitts till en stomacherpase med 100 ml MH-buljong med 6,5 %
NaCl. Buljong och torkduk mixas varefter pasen inkuberas aerobt i 37 C i
16-20 h.

1 ml av MH-buljongen inokuleras i 9 ml TSB med 3,5 m cefoxitin och 75
mg/L aztreonam. Inkuberas aerobt i 37 ‘C i 16-20 h.

10 pl av TSB-blandningen sprids pa, for MRSA, selektiv agar (Oxoid
Chromogenic MRSA agar). Inkuberas aerobt i 37 'C i 24-48 h.

Baserat pa morfologi viljs fran selektivplattan upp till fem kolonier,
bedomda som presumtiva MRS A, for renodling pa notblod.

Kolonier fortfarande bedomda som presumtiva MRSA verifieras med PCR,

dels genom att pavisa mecA-genen och dels genom identifiering som S.
aureus (nuc-genen).
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Bilaga 3 - Odlingsschema for S. pseudintermedius (Reimegdrd (2008)")

1.

Provtagningspinnen stryks pa platta innehallande 4 % NaCl, 5 % farblod och
6 upg oxacillin/ml i1 MH-agar. En cefoxitinlapp sdtts 1 mitten av
primirstryket. Plattorna inkuberas i 37 ‘C 1 48 h.

Provtagningspinnen sitts i ett ror innehallande TSB, 4 % NaCl, 1 %
Mannitol, 16 pg/ml fenolrott, 1ug/ml cefoxitin och 50 pg/ml aztreonam.
Inkuberas i 37 "C 148 h.

Misstinka kolonier i zonen av cefoxitinlappen plockas och sprids pa
notblodagar for renodling. Inkuberas i 37 'C i 24 h.

10 ul av TSB-buljongen stryks ut pa notblodagar samt pa MAST-plattor
innehéllande LiCl (himmar enterokocker). Inkuberas i 37 ‘C 1 48 h.

Misstinkta kolonier som strukits fran MH-agarn verifieras som .
pseudintermedius genom biokemiska tester med trehalos, koagulas, DNas
och maltos.

Misstéinkta kolonier utstrukna fran TSB-buljongen samt misstinkta kolonier
pa MAST-plattan renstryks till nétblodplattor.

Misstinkta kolonier fran blod typas med koagulas, trehalos, DNas och
maltos. Verifierade S. pseudintermedius sitts pi Gr+ VetMIC ™-platta och
MRS-detektion. Stammar med resistens mot oxacillin och cefoxitin testas
for latexagglutination. Positiva genomgar PCR for mecA- och nuc-genen
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