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SAMMANFATTNING

Infektioner till foljd av kirurgiska ingrepp ar ett aterkommande problem, frekvensen
av sarinfektioner ar 2-5 % hos sallskapsdjur. Okningen av meticillinresistenta
stafylokocker inom veterinarmedicinen de senaste aren och har satt press pa hardare
hygienregler och ifrdgasattande av antibiotikabehandling.  Utbrottet av
meticillinresistenta Staphylococcus aureus (MRSA) pa hastkliniken vid Sveriges
lantbruksuniversitet i Uppsala ar 2008 indikerade att MRSA-problemet nu var ett
reellt, mojligtvis zoonotiskt problem. Sedan den férsta hunden diagnosticerades som
béarare av meticillinresistenta Staphylococcus pseudintermedius (MRSP) i Sverige
2006 har dven infektion med denna bakterie 6kat. Fran 2009-01-01 fram till 2009-12-
02 har Sveriges Veterinarmedicinska Anstalt (SVA) odlat fram 58 isolat av MRSP.
Huvudsakligen ses MRSP hos antibiotikabehandlade hundar med operationssar eller
hudinfektioner.

Syftet med denna studie var att undersoka huruvida hundar som opereras och
behandlas stationart 16per risk att smittas med MRSA eller MRSP samt att identifiera
de kritiska punkterna i den kirurgiskt behandlade hundens vistelse pa djursjukhuset.
Fyrtiofem hundar ingick i studien och provtogs bakteriellt vid ankomst till kliniken,
fore och efter operation, innan hemgang och vid stygntagning. Bararprov togs vid
ankomst och vid stygntagning.

Av de 45 hundar som ingick i studien bar en hund MRSP-bakterien vid ankomst till
djursjukhuset. En hund var positiv for MRSP i sitt operationssar innan hemgang. Vid
stygntagning var det fem hundar som var positiva i sitt bararprov for MRSP. En hund
var positiv i sitt operationssar vid stygntagning, denna hund hade haft en
sarkomplikation vilken behandlats med dranage och antibiotika. Samtliga prover var
negativa avseende MRSA.

ABSTRACT

Surgical site infections are a recurrent problem in veterinary medicine. A 2-5 %
infection rate in clean surgery has been reported. During the last years the increase in
methicillin resistant staphylococci has also taken its toll on veterinary medicine,
demanding a stricter hygiene and antibiotic regime. The 2008 outbreak of methicillin
resistant Staphylococcus aureus (MRSA) at the University animal hospital, Swedish
University of Agriculture indicated that that the MRSA problem was now a real,
possibly zoonotic problem.

Since the first dog, in Sweden, was diagnosed as a carrier of methicillin resistant
Staphylococcus pseudintermedius (MRSP) in a study in 2006, the infection rate by
this bacterium has increased. In 2009 (January 1% - December 2"%) the National
Veterinary Institute (SVA) has identified 58 samples as MRSP positive. The samples
mostly originate from surgical site infections and skin infections.

The aim of this study was to investigate whether dogs that were treated surgically
followed by hospitalization in the ward was at risk of contracting an MRSA or MRSP
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infection. The intention was to sample the dogs at critical points throughout the
treatment.

Forty-five dogs were included in the study and were all sampled at arrival to the
animal hospital on the day of surgery. One sample was taken before surgery, another
at the time when the surgeon had closed the wound and one sample was taken the day
after surgery, before the dog was discharged. Carriership samples were taken on
arrival and on the day when the stitches were removed.

At remission, one dog tested positive for MRSP carriership. One of the dogs had
MRSP in the surgical site one day postoperatively. Five of the dogs were MRSP
carriers when sampled at the time of stitch removal. One dog had an MRSP infection
in the surgical wound at the time of stitch removal. The wound had been drained and
treated with antibiotics eight days after surgery. None of the samples were positive
for MRSA.

BAKGRUND

Trots att antibiotika ofta anvands profylaktiskt vid Kkirurgiska ingrepp é&r
sarinfektioner ett betydande problem inom veterinarmedicinen. Patienterna slickar
och gnager garna pa sina stygn om de kommer at. Hundar lagger sig ofta direkt pa
golvet och stéller saledes stora krav pa hygienen i bade vantrum och korridorer pa ett
djursjukhus och inte bara den individuella buren déar hunden vistas fére och efter
operationen.

Vid ortopediska ingrepp kan man reducera risken for postoperativa infektioner genom
att anvanda antibiotika perioperativt, sa att effektiva serumnivaer uppnas innan det
forsta snittet laggs (Piermattei & Johnson, 2004). Onddigt anvéndande av antibiotika
vid kirurgi som &r ren och utan komplikation 6kar dock risken for sarinfektion
(Brown et al., 1997; Eugster et al., 2004).

Frekvensen av postoperativa infektioner var 4,7 % i en epidemiologisk studie som
inkluderade 1574 operationssar pa 1255 hundar och katter. Forutsattningen var att
ingreppet var rent och inte kontaminerat (Brown et al, 1997). | en liknande
retrospektiv studie som inkluderade 1010 ingrepp pa hund och katt var frekvensen av
postoperativa infektioner 2 % (Eugster et al., 2004).

Problemet med multiresistenta bakterier har 6kat vérlden Gver de senaste aren och en
av de bakterier som framst varit i fokus ar Staphyloccocus aureus. Meticillinresistenta
Staphylococcus aureus (MRSA), har orsakat 18600 manniskors dod i USA under
2005 (Klevens et al., 2007). Staphyloccoccus aureus ar en normal hudbakterie som
forekommer pa manga djurslag och som pa oskadad hud/slemhinna inte orsakar
nagon sjukdom. D& medvetenheten runt MRSA okat har dven dess betydelse inom
veterindrmedicinen uppmarksammats. MRSA har en zoonotisk potential (Lefebvre et
al., 2009).

Sommaren 2008 infekterades hastar med MRSA vid Universitetsdjursjukhusets
(UDS) hastklinik pa Sveriges Lantbruksuniversitet (SLU), Uppsala. Man vet dn idag
inte var utbrottet hade sin kélla. Under samma ar diagnosticerades dven tre hundar
med MRSA i Sverige (SVARM, 2008) och sedan 2008-01-01 ar MRSA pa djur
anmalningspliktig.



Hundens motsvarighet till S. aureus ar Staphylococcus pseudintermedius. For bara
nagra ar sedan gick denna bakterie under namnet Staphyloccocus intermedius och den
aterfanns hos flera djurslag. Hundens S. intermedius skiljer sig dock fran t.ex.
minkens och fick istéllet namnet pseudintermedius. Staphylococcus pseudintermedius
ar en vanligt forekommande hudbakterie hos friska hundar. Meticillinresistenta
Staphyloccocus pseudintermedius (MRSP) pavisades i Sverige forsta gangen 2006
(SVARM, 2008).

Aven om S. pseudintermedius ar hundens stafylokock, kan éverféring till manniska
forekomma. Pa en veterinarklinik i Nederlanderna isolerades MRSP fran en kirurgs
och tre skoterskors nésor. Detta framkom efter att fem hundar och en katt inkommit
med infekterade operationssar fran samma klinik (van Duijkeren et al, 2008). Vid
narmare undersékning av kliniken visade miljoprover att det pa flera stallen fanns
MRSP. En fullt frisk hund, tillhérande en av personalen, var ocksa bérare av samma
stam som aterfanns hos kirurgen och skéterskorna.

Aven en studie gjord p& hundar med djup pyodermi och deras &gare visade att sex av
tretton dgare var barare av resistenta S.(pseud) intermedius av samma stam som deras
hundar. Resistensmonstret varierade i gruppen och vissa var multiresistenta. |
jamforelse var endast en av tretton i kontrollgruppen barare av ndgon sorts S.
(pseud)intermedius (Guardabassi et al., 2004).

| Sverige har fallen av MRSP ¢kat snabbt. Enligt Swedish Strategic Programme
Against Antimicrobial Resistance (STRAMA) rapport 2007 (STRAMA, 2007)
diagnosticerade Sveriges Veterindarmedicinska Anstalt (SVA) 99 fall och enligt
rapporten ror det sig framst om postkirurgiska infektioner som antibiotikabehandlats.

Meticillinresistens och multiresistens

Manga svenska stammar av S. aureus och S. pseudintermedius &r i dag, resistenta mot
flera antibiotikatyper dvs. multiresistenta. De flesta av dessa stafylokocker har en gen
som kodar for produktion av p-laktamas, ett enzym som inaktiverar de flesta
penicilliner och cefalosporiner. Dock ar det inte alla enzymer som har en fullstandig
korsresistens mellan de tva antibiotikaklasserna (Rang et al., 2007). Ett semisyntetiskt
penicillin, meticillin, utvecklades som var stabilt mot f-laktamas. Fler nya, stabila -
laktamantibiotika och cefalosporiner framstélldes ocksa. Meticillinresistens
konstateras genom att pavisa mecA genen. MecA genen ar den muterade gen som gor
det omojligt for meticillinet att fasta till bakterien. MecA genen aterfinns bade hos
MRSA och MRSP och kan pavisas med hjilp av exempelvis Polymerase Chain
Reaction (PCR) eller Latexagglutination.

Parametrar som okar riskerna for postoperativa komplikationer

Flera studier har gjorts dar man identifierat riskfaktorerna for postoperativa
sarinfektioner.

Operationstiden &r en viktig faktor. Var 70:e minut fordubblas risken att patienten
kommer att drabbas av en infektion (Nicholson et al., 2002). | en annan studie kom
man fram till att patienten lopte dubbelt sa stor risk att fa en infektion vid en



operation som tog 90 minuter hade i jamforelse med en som tog 60 minuter (Brown
etal., 1997).

Aven narkostiden har inflytande pd risken for en postoperativ infektion. Inom
humanmedicinen har flera studier gjorts pa hur immunforsvaret reagerar pa sévning.
Tillforsel av opiater och anestesilakemedel (bade intravendsa och inhalations-
preparat) har visat sig 0ka risken for postoperativa infektioner. Risken anses storre
om preparaten ges i hogre doser eller under langre tid (Brand et al. 1997). Detta beror
pa ett antal olika mekanismer men den storsta anledningen antas vara forhojda halter
av stresshormonet kortisol och hédmmande av immunforsvarets naturliga
“dodarceller”.

Manniskor som genomgar langre operationer l6per storre risk for forsamrad
cirkulation. Anledningen ar dels nedkylning men &ven den lasta stallningen anses
vara en viktig faktor. Patienten har oftast fastat upp till ett dygn innan operationen
och kan vara dehydrerad vilket kan vara en bidragande faktor. Med forsamrad
cirkulation far patienten ett samre lokalt cellmedierat forsvar. Patienten kan vara
angslig infor stundande operation och de stressrelaterade kortisolhdjningarna i blodet
paverkar ocksa immunforsvaret negativt (Leaper & Melling, 2001).

Hos djur visade sig ocksa andra faktorer ha betydelse. Exempelvis 10pte intakta hanar
en storre risk att utveckla infektion i operationssaret, liksom hundar och katter med
endokrina sjukdomar. Studien kunde dock inte visa att faktorer som fetma, undervikt,
annan pagaende infektion eller lagt blodtryck under operationen okade riskerna
(Nicholson et al., 2002).

Lang vistelse pa intensivvardsavdelning okar risken for postoperativ infektion, liksom
risken for andra sjukhusrelaterade infektioner. Antalet personer i operationsrummet
har betydelse. Ju fler manniskor i salen under pagaende operation, desto mer okar
risken for infektioner (Eugster et al., 2004).

Vissa operationer anses vara forknippade med storre risk for infektion &n andra och
antimikrobiell profylax kan vara indikerad. 1 all ortopedisk kirurgi och speciellt sadan
dar implantat anvands ar en infektion mycket allvarlig om den far faste i benet
(Fossum et al., 2007). Implantatet &r en risk i sig da detta introduceras som ett
frammande material och kan hamma bade kroppens férsvar och antibiotikans verkan,
delvis genom att vissa bakterier har potential att bilda en sa kallad biofilm.
Mikromiljon i implantatomradet har i studier bevisats krdava en mindre dos
kontaminerande bakterier for att producera en infektion an ett kirurgiskt omrade utan
implantat (Campoccia et al., 2006). Oftast ar den enda l6sningen, om man vill fa bukt
med en sadan infektion, att avlagsna implantatet vilket kan ha allvarliga foljder for
patienten.

Ortopediska patienter bor ges en profylaktisk dos antibiotika vid sévning som sedan
upprepas var 90-120 minut tills operationen &r 6ver. Cefazolinnatrium (forsta
generationens cefalosporiner) 20-22 mg/kg IV rekommenderas (Fossum et al., 2007,
Plumb DC, 2008). I Sveriges veterinarforbunds antibiotikapolicy fér hund och katt
fran 2002 rekommenderas en engangsdos av cefalotin vid induktion. Denna dos kan
upprepas max tre ganger under tjugofyra timmar. Antibiotikaprofylax kan enligt
policyn vara indicerat vid operationer i esofagus, vissa operationer i mag och
tarmkanalen sa som resektion, gallgangskirurgi med infektion, lunglobsextirpation
vid infektion i lungvéagarna, perinealbrack, hoftledsprotes, komplicerad fraktur,
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omfattande ledfraktur eller neurokirurgi, langvariga operationer (langre an 1,5-2
timmar) och operationer pa hogriskpatienter. Policyn ar for narvarande under
uppdatering (Bergvall et al., 2002).

Kirurgi som exempelvis avlagsnande av en inflammerad livmoder pa tikar med
livmoderinflammation (pyometra) eller operationer som involverar dppnande av
gastrointestinala organ innebér en Okad risk for peritonit eftersom risken finns att
innehall lacker ut i buken. Ett litet lackage kan da ge stora konsekvenser.

Pyometra &r en av de, i Sverige, vanligaste sjukdomarna som kraver kirurgi och &r en
av de operationer som utfors mest frekvent pa akuttid. Risken att en okastrerad tik
kommer drabbas av pyometra innan tio ars alder ar 23-24 % (Egenvall et al, 2001).
Pyometra ar en livshotande sjukdom om den ej behandlas och av den anledningen éar
narkosen riskabel. Operation &ar oftast det enda behandlingsalternativet for tikar med
pyometra (Fossum et al., 2007). Risken finns att det redan finns en lindrig peritonit da
visst lackage kan ske om livmodern &r utspand eller blivit utsatt for hogt tryck.
Annars ar det har en operation dér det finns risk fér kontamination. For att minska
risken for bakteriell spridning i bukhalan, efter att man avldgsnat den infekterade
livmodern, kan man kauterisera (bréanna) livmoderhalsstumpen. Finns anledning att
misstanka kontamination skoljs bukhalan noggrant med en krystalloid 16sning och
sugs ren.

Operation av mag-tarmkanal sker under liknande forhallningséatt. Ju mer distalt i mag-
tarmkanalen desto storre mangd bakterier.

Daligt preparerade patienter dvs. dar rakning och tvattning inte utforts pa ett korrekt
satt okar risken for infektioner i operationssaret (Weese, 2008).

SYFTE

Syftet med studien var att underséka huruvida hundar som behandlas kirurgiskt med
paféljande stationdrvard loper risk att bli smittade med meticillinresistenta
stafylokocker. Syftet var dven att identifiera de kritiska punkterna for smitta i
sjukhusvistelsen.

METOD

Inklusionskriterierna for de hundar som ingick i studien var foljande:
e Hunden skulle genomga en operation.
e Hunden skulle stanna minst en natt pa djursjukhuset.
e Ingreppet skulle inte vara odontologiskt.
e Operationsomradet var inte fran borjan infekterat.
e Ingreppet skulle generera stygn som skulle avlagsnas.

Majoriteten av operationerna var planerade och djurdgarna kontaktades dagen innan
och informerades om studien. | ett fatal fall var det akuta operationer som utférdes pa
jourtid och da informerades djuragaren direkt pa plats.

Vid de planerade operationerna hade hundarna besokt djursjukhuset vid tidigare
tillfalle for diagnos och/eller status infor ingrepp och hade saledes varit utsatta for
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sjukhusmiljon tidigare. | vissa av de akuta fallen var det forsta besoket pa
djursjukhuset.

Studien ar godkéand av Uppsala forsoksdjursetiska namnd och Jordbruksverket har
godként anvandandet av privatdgda hundar till studien.

Provtagning

All provtagning har skett med Copan (25125 Brescia, Italien) culturetter i Amies
media for aerob och anaerob odling.

Bararprovet

Provtagningen bygger pa de stillen som socialstyrelsen rekommenderar for
provtagning av MRSA pa manniska med viss modifiering. Bararprovet togs fran
gingiva-mungipa, nosspegel och perianalt samt avslutande med att culturetten fordes
in 0,5cm inianus.

Bararproven i denna studie togs som ett samlingsprov.

Bararprov 1

Vid ankomst till djursjukhuset mottes djurdgaren och hunden av provtagaren i
vantrummet och Bararprov 1 (Bpl) togs som samlingsprov direkt efter att
djurdgarmedgivandet signerats. Vid detta tillfalle togs &ven prov fran Ovriga sar
sasom fukteksem eller liggsar. Culturetten har gnuggades direkt mot det vatskande
saret. Detta prov kallades Ovrigt sar (Os).

Operation 1

Patienten gick oftast sjalv till forberedelserummet efter att den preoperativa
medicineringen borjat verka. | vissa fall kunde transport ske med bar eller
personalens barhjalp. Pa forberedelsebordet rakades och sprittvéttades en liten yta for
ilaggande av en intravendskateter. Pa kliniken anvands propofol som standard
induktion och isofluran som underhall av anestesin. De flesta hundar hydreras under
operationen, vanligtvis med Rehydrex med glukos 25 mg/ml (Fresenius Kabi,
Uppsala, Sverige). Nar hundens parametrar hade stabiliserats i narkosen, rakades den
over omradet for det tankta snittet.

Innan tvétten inleds skall involverad personal ha mun och huvudskydd samt
handskar. Den initiala tvatten med sdpa och vatten pa bomullstussar pagick i minst
tvd minuter. Var operationen ortopedisk skedde tvatten med 4 % klorhexidin-
glukonatlésning (Hibiskrub 40mg/ml, Regent Medical, Manchester, England) i stallet
for sapa. Denna tvitt pagick minst tva ganger tva minuter.

All synlig smuts maste vara avlagsnad och bomullstussarna rena omgangen innan en
sista omgang bomullstussar med sprit (klorhexidin sprit 5 % Fresenius Kabi,
Uppsala) avslutade forberedelsetvatten.

Efter att spriten hade torkat svabbades culturetten utmed omradet dar snittet skulle
laggas. Detta prov kallades Operation 1 (Opl).

Hunden transporterades sa till operationssalen pa ett, for det tvattade omradet, sa
sterilt satt som mojligt.



Inne pa operationshordet utférdes en sista steriltvatt innan hunden dukades in. Kirurg
samt eventuell assistent tvéttade sig infor operationen enligt specifika anvisningar (se
Bilagal).

Operation 2

Né&r operationen var slut och kirurgen hade lagt de sista stygnen tog kirurgen eller
assistenten culturetten. Culturetten svabbades utmed operationssarets kanter och runt
suturerna innan operationstygerna avlagsnades. Detta prov har kallades Operation 2
(Op2). Majoriteten av patienterna fick darefter ett plaster Hydrofilm (Hartman,
ScandiCare AB, Anderstorp, Sverige) for att skydda operationssaret.

Hunden lyftes av operationsbordet till en bar med nytvattad fall pa. Ibland rakades
hunden for applikation av ett smartlindringsplaster med Fentanyl (Janssen-Cilag,
Sollentuna, Sverige). Ibland anvandes befintlig rakad yta. Hunden transporterades till
uppvaket, extuberades och vécktes under dévervakning av skoterska.

Operation 3

Dagen for hemgang togs ett prov fran operationssaret genom att en culturett
svabbades utefter sarkanterna. Om saret vatskade inkluderades denna vétska i
svabben. Detta prov har kallades Operation 3 (Op3). Vanligtvis aterhamtar sig hundar
snabbt efter kirurgiska ingrepp och i de flesta fall togs Op3-provet dagen efter
operationen. Ibland stannade hunden fler dagar postoperativt och i dessa fall togs
provet sa nara hemgang som majligt for att tydligare klarlagga hur utsatt saret &r i
stallmiljon. Plastret som skyddade operationssaret avlagsnades vanligtvis vid ronden
dagen efter operationen och utvdrderades da av ansvarig veterinar. Op3 togs i
mojligaste man av samma skéterskor.

Operation 4 och Bararprov 2

Efter tio dagar rekommenderar kliniken att patienten aterkommer for stygntagning.
Den sker pa "drop-in” basis och skdts inte av en och samma skaéterska varje dag.

| de flesta fall var operationssaret lakt men nar stygnen togs kunde oftast lite vatska
tranga fram ur dessa och en culturett svabbades runt stygnen. Provet kallades
Operation 4 (Op4). Det noterades ocksa hur saret sag ut: om det var inflammerat
och/eller infekterat. | vissa fall fanns ingen notering i journalen och det antogs da att
inga komplikationer tillstott.

Bararprov 2 (Bp2) togs ocksa vid stygntagningen for att fa en uppfattning om
huruvida hunden infekterats sedan forra béararprovet togs.

For de patienter som inte planerade att aterkomma for stygntagning skickades
provtagningsmateriel, instruktioner, remiss, och frankerat svarskuvert med for att
stygntagande veterindr/ skdterska skulle kunna fullfélja provtagningen. Vid sex
tillfallen togs dessa prover av djurdgaren sjalv.
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Bakteriologisk odling

Provtagningspinne fran Os stroks direkt pd Conradi-Drigalskiagar (Oxoid Ltd,
Basingstoke, England) och noétblodagar (Oxoid Ltd, Basingstoke, England) vid
ankomst innan provet sedan sattes i buljong.

Provtagningspinnarna klipptes ner i rér med 10 ml TSB-buljong (Oxoid Ltd,
Basingstoke, England) med tillsats av 4 % NaCl, 1 % mannitol och 16 pg/ml
fenolrott som homogeniserades med 100ul/ml (1 pg/ml) cefoxitin (Sigma-Aldrich,
Stockholm, Sverige) och 100 pl/ml (50 pg/ml) aztreonam (Bergman-Labora,
Danderyd, Sverige). Inkuberas i 48 timmar i 37 °C Inblandningen av cefoxitin och
aztreonam i buljongen gjorde att de flesta av normalflorebakterierna sasom
Enterobacter spp., Escherichia coli, Pseudomonas spp., Klebsiella spp. och Proteus
spp. m.fl. hdAmmades (Plumb DC, 2008).

Av den inokulerade TSB-buljong stroks 10 pl ut pa nétblodagar samt MAST-platta
med LiCl som hammar gram-negativa bakterier (MastGroup Ltd, Merseyside,
England). Inkuberades i 37 °C i 48 timmar.

Efter 24 timmar odlades minst fem misstankta kolonier fran notblodagar och MAST-
platta vidare pa nétblodagar.

Misstankt koloni pa MAST ska vara gul eller rosa och pa nétblod ska hemolys
pavisas, helst dubbelhemolys som bildas av alfa och betatoxiner.

Plattorna inkuberades ater i 37 °C i ytterligare 24 timmar och avlastes da ater.

Proverna Bpl, Opl, Op2 och Op3 har kunnat séttas i buljong inom tolv timmar da
dessa prover alltid tagits pa kliniken. De flesta av Bp2 och Op4 har ocksa kunnat
sattas inom tolv timmar men da en del av proverna har inkommit fran kliniker och
ibland djurdgare runt om i landet har malet varit att provet inte skall ha legat i kylskap
mer &n 24 timmar innan det har postats.

Konfirmering

Renstrukna misstankta kolonier med hemolys konfirmerades med biokemiska tester
for att identifiera S. aureus, S. pseudintermedius samt S. schleiferi.
Foljande biokemiska tester utfordes: (se tabell 1)

Koagulastest; (Hatunaholm, SVA, Uppsala, Sverige). Vid narvaro av enzymet
koagulas kommer fibrinogen fran hastplasma att omvandlas till fibrin och dérmed
koagulera. Nar en bakteriekoloni tillsatts stelnar saledes plasman Gver natten om
bakterien producerar enzymet och bakterien betecknas som koagulaspositiv.
Generellt sett ar koagulaspositiva bakterier mer patogena &n de koagulasnegativa.

11



DNas (Oxoid Ltd, Basingstoke, England); plattan stryks med en koloni och inkuberas
ett dygn. Har bakterien enzymet DNas, som bryter ner DNA:t i plattan, kommer en
zon runt kolonin att klarna vid tillsats av HCI eftersom enskilda nukleotider &r 16sliga
i HCL men DNA:t faller ut. Aven DNas anses kopplat till virulens da bakterier
behover nukleotiderna som byggstenar for sin egen nukleinsyra.

Maltos (Difco Purple agar base, Becton,Dickins & Company, Le Point de Claix,
Frankrike ; Maltos+monohydrat, Merck KGaA, Darmstadt, Tyskland); differentierar
S. aureus fran S. pseudintermedius da S. aureus spjalkar maltos och kommer att bilda
en gul zon runt kolonin da plattan inkuberas 6ver ett dygn.

Trehalos (LabLemcobuljong med trehalos artikelnummer: 321180, SVA, Uppsala,
Sverige); anvénds for att identifiera S. aureus och S. pseudintermedius och sarskilja
dessa fran t.ex. S. shleiferi da de bada ar trehalosspjalkare och S. shleiferi endast i
undantagsfall spjalkar trehalos.

Tabell 1. Biokemiska tester som utfordes i syfte att skilja de olika stafylokockerna at och de
beddémningsparametrar som anvandes

Koagulas DNas Maltos (aerobt) | Trehalos
S. aureus + + + +
S. pseudintermedius + + - +
S. schleiferi +/- + - -

Resistensbeddmning

En resistensbedémning utférdes sedan med hjalp av en VetMIC MRS-detektions
platta (artikelnummer 395119, SVA, Uppsala, Sverige) som med hjalp av oxacillin
med NacCl, oxacillin utan NaCl och cefoxitin ger anvandaren ett redskap att, utan att
gora en fullstandig resistensbedémning, fa en uppfattning om néar man bor misstanka
meticillinresistens.

Kolonimaterial, 1 pl, fran s manga enskilda kolonier som majligt, fran inkubator
slammades i 4 ml fysiologisk koksaltlosning. Tio pl av detta fordes over till 2 ml
Brain Heart Infusion (BHI) (Becton,Dickinson & Company, le Pont de Claix,
Frankrike). Av tio pl bor erhéllas 10° CFU (colony forming units)/ml. MRS-
detektionsplattan droppades med hjélp av multipipett med I6sningen och tacktes med
plast. Losningen stroks ocksa ut pa blodagarplatta och inkuberades i 34,5 °C i 24
timmar fér bedémning av renhet.

VetMIC-plattan visar efter ett dygn i vilken koncentration av antibiotika bakterien

Klarar av att vdxa. Om antibiotikan lyckas hdmma bakterievaxten kallar man den
koncentrationen dar hdmningen sker for Minimal Inhibiting Concentration (MIC).
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Tabell 2. Brytpunkter for Oxacillin- och Cefoxitin-MIC for Staphylococcus aureus och
Staphylococcus pseudintermedius som kan anvandas som indikator for nar en PCR for
mecA-genen kan vara indicerad

Oxacillin + 2 % NaCl | Oxacillin utan NaCl | Cefoxitin
S. aureus >2 >0,5 >4
S. pseudintermedius | >0,5 >0,25 >1

Brytpunkterna for S. aureus &r satta enligt internationell standard medan
brytpunkterna for S. pseudintermedius &r ett ”inhouse” screeningvarde satt av SVA,
da inga internationella brytpunkter existerar.

Polymerase Chain Reaction (PCR)

PCR utfordes i syfte att identifiera ett fragment av 16S rRNA-genen med specifika
primers for stafylokocker, nuc genen som sdrskiljer S. aureus och S.
pseudintermedius och till sist mecA genen for att pavisa meticillinresistens. Detta
gjordes pa de stammar som passerade brytpunkterna (se tabell 2).

For att utfora en PCR kravs preparering av DNA, vilket gjordes genom koklysat
enligt Capurro et al. (2008)

I 50 pl lysostafinlésning (100 pg/ml i H,O) (Sigma Aldrich Sweden AB, Stockholm)
slammades 1 pl bakterier i ett ror och inkuberades i 10 minuter i 37 °C. Darefter
tillsattes 50 pl proteinas K (20 mg/ml)(QIAGEN GmbH, Hilden, Tyskland) och 150
pul 10 mM Tris-HCI (pH 7,5) (BRL, Life Technologies Inc, MD, USA) varefter
blandningen homogeniserades och inkuberades i 10 minuter i 54 °C. Provet kokades
sedan i 5 minuter och kyldes pa is i 10 minuter. Déarefter foljde en centrifugering i 5
minuter, 13000 varv per minut, varefter supernatanten fordes over till ett nytt ror.

Identifieringen av 16S rRNA och nuc generna utférdes i en multiplex PCR dér flera
primerpar anvandes i en och samma PCR-reaktion. Identifieringen av mecA genen
skedde i en separat PCR-reaktion.

PCR &r en biokemisk metod som anvénds for att amplifiera en specifik DNA-
sekvens. Detta gors genom att i olika temperaturcykler separera dubbelstrangat DNA
och darefter med hjalp av tillsatta primers, byggstenar i form av nukleotider samt
enzym syntetisera nytt DNA i sadana mangder att det kan lasas av. Identifieringen av
16S rRNA- och nucgenerna, kordes i en multiplex PCR dé&r mastermixen bestod av
2,5 ul x10PCR buffert 11 (100 mM TrisHCI, pH 8,3; 500 mM KCI) (Applied
Biosystems California, USA), 2,0 ul MgCl, (25 mM) (Applied Biosystems
California, USA) och 1,5 pul dNTPmix (10 mM) (Applied Biosystems California,
USA), 0,3 ul AmpliTaq Gold (5 U/ul) (Applied Biosystems California, USA) samt
14 pl H,0. Primers &r korta nukleotidsekvenser som binder till andarna pa den sokta
DNA-sekvensen. | denna PCR-reaktion tillsattes 0,4 ul av féljande primers: Sinucl
(10 pmol/ul), Sinuc2 (10 pmol/ul), SAnucl (10 pmol/ul) och SAnuc2 (10 pmol/ul)
samt 0,3 pl av primers16S1 (10 pmol/ul) och 16S2 (10 pmol/ul) samtliga fran
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Thermo Fisher Scientific GmbH, Ulm, Tyskland (tabell 3). Slutligen tillférdes 2,5 pl
av templatet (det DNA som skall undersokas).

For identifiering av mecA-genen gjordes en PCR-mastermix innehallande samma
koncentration av PCR buffert I, MgCl, och dNTPmix som i multiplexen. Som
primers anvéndes 0,4 pl MecAl1(10 pmol/ul) och 0,4 pl MecA2 (10 pmol/ul)
(Thermo Fisher Scientific GmbH, Ulm, Tyskland) (tabell 3) och &ven har anvéndes
0,3 ul AmpliTagq Gold (5 U/ul). Dessutom tillsattes 15,4 pl H,O och 2,5 ul templat
till varje PCR-reaktion.

PCR-reaktionerna utférdes i en termocykler och startade med en aktivering av
enzymet i 94 °C i 4 minuter f6ljt av 30 cykler bestaende av 94 °C i 30 sekunder, 55
°C i 30 sekunder, 72 °C i 30 sekunder samt en avslutande extension i 72 °C i 7
minuter. Den amplifierade méngden DNA oOkar exponentiellt och efter trettio cykler
har en amplifiering p& 2% intraffat. PCR-produkterna analyserades med
gelelektrofores.

Tabell 3. Nukleotidsekvenser som anvandes som primers och hanvisande referenser.

Primer Sekvens Referens

Slnucl 5-CAATGGAGATGGCCCTTTTA-3" Baron et al. (2004)
Sinuc2 5"AGCGTACCGTTCATCTCTTG-3"

SAnucl 5-TGCTATGATTGTGGTAGCCATC-3" Baron et al. (2004)
SAnuc2 5-TCTCTAGCAAGTCCCTTTTCCA-3

16S1 5-GGACGGGTGAGTAACACGTGG-3" Strommenger et al. (2003)
16S2 5-TCCCGTAGGAGTCTGGACCGT-3

mecAl 5-AAAATCGATGGTAAAGGTTGGC-3" Martineau et al. (2000)
mecA2 5-AGTTCTGCAGTACCGGATTTGC-3"
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RESULTAT

Fyrtiofem hundar varav tjugosju tikar och arton hanar ingick i studien. Aldern
varierade mellan sju manader och tretton ar. Medelaldern var 5,7 ar.

Fordelningen av de 45 operationer som ingick i studien presenteras i figur 1.

Av dessa utfordes fem operationer pa jourtid (fyra pyometraoperationer och en
magomvridning).

L Ortoped (no 13)
H Gl/Urin (no 9)

i Pyometra (no 12)
H NK(nho 5)

i Mjukdel (no 6)

Figur 1. Fordelningen av de 45 operationerna som ingick i studien. GI/ Urin = operationer
som involverar mag-tarmkanal eller urinorgan. NK = kastration. Mjukdel = operationer som
involverar hud t.ex. juvertumorer.

Sex av fyrtiofem hundar (13 %) var MRSP-positiva i nagot/nagra av de prover som
togs under studien.
Resultaten av de bakteriologiska provtagningarna presenteras i tabell 4 och 5.

Tabell 4. Provtagningarna Bararprov 1 och Bararprov 2 samt Ovrigt s&r och antalet MRSP-
positiva prover.

Bpl Bp2 Os
MRSP positiva 1 5 0
Totalt antal prov 45 39

Bakterierna som odlats fram fran operationsproverna har da det inte rort sig om
stafylokocker identifierats okulért av laboratoriepersonal med erfarenhet inom
omradet.
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Tabell 5. Bakterieforekomst fran de olika provtagningarna. Har nagon form av stafylokocker
identifierats har ingen annan vaxt registrerats.

Prov Op1 Op2 Op3 Op4
S. aureus 1
S. pseudinterm. 2 2 2 5
S. schleiferi

Koagulas neg. 1 6 18 15
stafylokock

Bacillus spp. 1 2

Proteus spp.

Pseudomonas

spp.

oidentifierade 7 4 14

MRSP-positiva 0 0 1

Totalt antal prov | 44 44 45 34

Alla stammar som var mecA positiva var stammar som bekréftats vara S.
pseudintermedius genom identifiering av nuc-genen. De MRSP-positiva patienterna
hade genomgatt ortopedisk kirurgi eller juvertumoroperation. Tva av
ortopedipatienterna hade genomgatt korsbandsoperationer i form av “tibial plateau
leveling ostetomi” (TPLO) och en hade genomgatt en hasledsartrodes. De MRSP-
positiva hundarna, deras alder, operationen de genomgatt, huruvida de
antibiotikabehandlats och i vilket/vilka prover de var positiva askadliggors i tabell 6.

Tabell 6. Information angaende de MRSP-positiva hundarna avseende alder, operation de
genomgatt, langd pa sjukhusvistelse, antibiotikabehandling samt vilket/vilka prover de varit
positiva i.

Hund | Alder Operation Sjukhusvistelse | Antibiotikabehandlad | Positiv
(ar)

1 9 Juvertumor 1 dygn 2 manader innan op Bp2

2 3 TPLO 2 dygn perioperativt Bp2

3 5 Hasledsartrodes | 1 dygn perioperativt Bp2

4 2 TPLO 1 dygn perioperativt BP1, Op3,

Bp2

11 Juvertumor 1 dygn 9 dagar innan op Bp2
9 Juvertumor 1 dygn 8 dagar postop Op4

16



DISKUSSION

I denna studie har sex hundar av 45 varit positiva for MRSP, ingen hund var positiv
for MRSA. Orsaken till att just dessa sex hundar drabbats kan vara olika.

Antibiotika

Alla de sex hundarna har blivit behandlade med antibiotika fore, under eller efter sin
vistelse pa djursjukhuset.

Preoperativt

Hund 1 opererades for juvertumorer vilket var hennes andra operation inom en
relativt kort tid. Tva manader innan denna operation hade tiken genomgatt en
liknande operation och hade da fatt en infektion i operationssaret som resulterade i att
hon behandlades med amoxicillin kombinerat med klavulansyra. Odlingen visade en
sparsam vaxt av S. pseudintermedius. Bade antibiotikabehandling och sjukhusvistelse
ar riskfaktorer for att koloniseras med meticillinresistenta stafylokocker (Malik et al.,
2005, Miller et al., 2009, Tacconelli et al., 2008,).

Aven hund 5 antibiotikabehandlades. Nio dagar innan operationen behandlades tiken
med amoxicillin da en av juvertumorerna verkade infekterad. Ingen odling gjordes
vid det tillfallet.

Hund 4 hade en anamnes av hudproblem och hade antibiotikabehandlats samt statt pa
kortisonbehandling for detta tidigare. Hundar som besvaras av pyodermier kraver
ibland langre antibiotikabehandling for att bli av med besvaren. Forutom den
underliggande orsaken som exempelvis fukteksem &r det oftast, under svenska
forhallanden, S. pseudintermedius som isoleras vid provtagningen (Bergvall et al.,
2002). Vid antimikrobiell behandling krdavs det oftast ett antibiotika sonf ar -
laktamas-stabilt. Vid langa behandlingar med preparat som t.ex. klindamycin okar
risken att selektera for multiresistens inklusive meticillinresistens (Guardabassi et al.,
2003). Hund 4 hade endast antibiotikabehandlats en gang for sina hudproblem (enligt
journal pa detta djursjukhus) och detta var mer an sex manader fore operation.

Perioperativt

De hundar som genomgick ortopediska operationer fick alla profylaktisk antibiotika
perioperativt. Hundarna opererades i mer an tva timmar och fick tva doser
cefalotinnatrium (forsta generationens cefalosporin) intravendst under tiden de var
sOvda.

| en studie gjord pa patienter som skulle genomga hjartkirurgi, togs bérarprov dagen
fore operation, dagen efter samt en vecka efter operationen (Archer G.L. &
Armstrong B.C., 1984). | den studien fann man att profylaktisk antibiotikaanvandning
paverkade bararskapet av bade koagulasnegativa och koagulaspositiva stafylokocker
och man sag att resistens utvecklades framst bland de koagulasnegativa
stafylokockerna. Forfattarna menar att det inte var en friga om en smitta utan det
rorde sig om en mutation. Skulle studien géras om i dagens l&age skulle resultaten
kanske se annorlunda ut men den bevisar att en viss rubbning sker i normalfloran.
Vid en operation som TPLO, som kan liknas vid en knaledsoperation pa manniska
dar infektionsrisken ligger pa mellan 0,5-5 % och kostar samhéllet och patienten
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mycket lidande (Campoccia et al,. 2005), far man véga riskerna for och emot
profylax. For en hund kan en svarbotad infektion leda till avlivning.

Postoperativt

Hund 6 fick komplikationer efter sin juvertumorsoperation. Atta dagar efter
operationen sévdes hunden och en drén lades. En odling togs i samband med detta
som inte pavisade annat an en sparsam vaxt av S. schleiferi. Hunden sattes i samband
med detta pa antibiotikabehandling i form av amoxicillin, som sannolikt mdjliggjorde
for MRSP.

Typ av operation

Bade de ortopediska operationerna och juvertumorsoperationerna var langa
operationer. Det finns da risk att patienten blir cirkulatoriskt nedsatt och saledes
tillfalligt immunosupprimerad. Dessutom Okar riskerna for forsémrat immunforsvar
ju langre tid narkosen varar som redan diskuterats tidigare i detta arbete. Stora
hudomraden har dven blivit rakade och steriliserade (sarskilt vid
juvertumdrsoperation). Detta medfor att hundens hudflora genomgar en stor
omstallning, vilket ger ett helt nytt omrade, som saknar en skyddande normalflora nar
sedan hunden kommer till stationarvardsavdelningen och bandagen avlagsnas
(personlig kommunikation med Christina Greko 2010-01-11).

Tidigare sjukhusvistelse

Hund 1 hade, som tidigare niamnts genomgatt en liknande operation pad samma
djursjukhus nagra manader tidigare och hund 4 hade genomgatt en kastration nagra
manader innan hans TPLO.

Val av kolonier

Vid odling av bakterier pa4 MAST och blodagarplatta har fem kolonier som regel
plockats. Vid riklig vaxt av stafylokocker kan det slumpa sig att de kolonier som
plockas inte &r meticillinresistenta, utan vanliga S. pseudintermedius och S. aureus.
Det kan séledes betyda att exempelvis hund 1 var MRSP positiv redan i Bpl men att
de kolonier av S. pseudintermedius som isolerades helt enkelt inte var de "ratta”.

Faktorer i operationssalen

Studien gick ut pa att identifiera meticillinresistenta stafylokocker och proverna
anrikades i buljong med antibiotika. Trots det véxte det pa manga av proverna fran
operationsavdelningen. Det skulle vara intressant att géra en studie, utan anrikning,
for att se vad som verkligen véxer i operationsomradet. Anledningen till att bakterier
fanns efter noggrann tvétt kan vara manga. Huden é&r inte ett sterilt omrade och vid
rakning kommer bakterier upp som legat i t.ex. harfolliklarna. Op1 provet har tagits
efter forsta sprittvatten och vid stressiga tillfallen har inte alltid spriten hunnit
torka/dunsta vilket kan betyda att den inte haft sin fulla effekt. Endast en hund fick
infektion i sitt operationssar. Bakterierna som odlades fram i Opl proverna
avlagsnades antagligen av sista steriltvatten eller sa tog kroppens eget forsvar hand
om dem.
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Antal personer i operationssalen

Under sommarmanaderna, da de flesta av proverna togs, var det manga vikarier pa
kliniken. Vikarierna behovde ofta komma in pa operationsavdelningen och fraga de
mer erfarna kirurgerna vilket 6kade flodet av personer i operationslokalerna. Det var
heller inte alltid alla kom ihag munskydd och huvudskydd. Hur mycket ett munskydd
skyddar ar inte heller helt faststallt. | ett, &nnu inte publicerat, experiment gjort pa en
barare av  MRSA, stallde man agarplattor i ett rum dar han fick vistas. Pa
agarplattorna vaxte det inga MRSA. Da forsokspersonen infekterades med ett
rhinovirus utsondrade mannen méngder av MRSA (muntlig kommunikation med
Engeline van Duijkeren, 2009-09-24, London, England). En studie dar parametrar sa
som antal personer i rummet, hur manga ganger dorren till operationssalen 6ppnas
och operationens langd samt halsostatus pa personalen i samband med provtagning
skulle vara ett mycket stort men intressant projekt.

Miljoprover

Ett parallellt EEF-arbete har under aret pagatt dar prover tagits i miljon pa
djursjukhuset. Av speciellt intresse ar att meticillinresistenta stafylokocker hittades pa
bl.a. akutmottagningen (Gustafsson, 2010). Inga av de akutopererade patienterna har
blivit positiva i nagra av de prover som tagits avseende meticillinresistenta bakterier,
trots att de spenderade tid pa de ytor dar dessa pavisades. Anledningen till detta kan
vara att stadningen varit bra vid dessa tillfallen eller att hunden inte varit mottaglig
for smitta. | den operationssal dar ortopedisk kirurgi utfors isolerades MRSA i
miljostudien. Inga MRSA har isolerats pa nagon hund i denna studie. Pa
stationarvarsavdelningen identifierades MRSP pa flera ytor, bade dar personal och
djur vistas. Aven om inte manniskor naturligt &r barare av bakterien kan de via klader
och héander och andra redskap 6verfora bakterien mellan patienterna. Hund 2 och 3
lag bredvid varandra pa stationarvardsavdelningen. De opererades med en dags
mellanrum och dd de bada &r stora hundar kan de ocksd ha legat i samma
uppvakningsbur pa operationsavdelningen. Miljoprover ar ett bra sitt att Oka
medvetenhet om hygien och smittspridning, vilket bevisades av de omprover som
togs nagra manader senare som visade en minskad kontamination av de provtagna
ytorna (Gustafsson personlig kommunikation 2010). Stadning &r dock en férskvara.

Tillfallig kontamination

En mojlig felkélla att beakta ar den att hunden skulle kunna nosat upp MRSP i
exempelvis vantrummet eller i undersékningsrummet pa djursjukhuset. Vid Bpl var
tiden i vantrummet minimal innan provet togs medan véntetiden for stygntagning
kunde vara upp till en halvtimma. Vid en langre vantetid &r risken storre att hunden
nosat runt, kanske legat déar en annan hund just legat, slickat sig om tassarna nér den
just gatt in genom den dorr manga andra hundar gatt igenom. Hund 4 var den enda
hund som var positiv redan pa Bpl men var sedan positiv i Op3 och Bp2 ocksa och
risken att denna hund var tillfalligt kontaminerad var mycket liten. Hunden gick pa
hunddagis och risken finns att smittan kommit darifran. Hunden har statt pa en langre
kortisonbehandling for hudbesvar och det kan ha paverkat hundens immunforsvar sa
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att den blivit mer mottaglig for smitta (Tizard, 2004). Hund 3 inkom pa remiss och
aterkom inte for stygntagning. Provet togs pa en veterinarklinik och skickades till
laboratoriet. Det finns en risk att MRSP funnits pa denna veterinarklinik eller i
hundens omgivning och det var fraga om en tillfallig kolonisation och inte en smitta
fran djursjukhuset. Hund 2 och 5 inkom for stygntagning och kan saledes blivit
tillfalligt kontaminerade i vantrum eller undersokningsrum. Bada dessa hundar lever i
hundrika miljoer och det gar inte att utesluta att de traffat pa bakterien pa annat hall.
Hund 6 var inte positiv i nagot av sina bararprov men i sitt operationssar. Tiken kan
vara en av smittspridarna da hon har legat i vantrummet flera ganger utan skydd for
saret da det inte var kant vilken bakterieflora hon bar pa.

Hund 1 inkom aldrig for stygntagning da hennes agare sjalv tog stygnen och proven
hemma.

Betydelse for hundarna

Ingen av de positiva hundarna hade nagra kliniska symtom av sitt bararskap. Hund 6
hade en infektion i sitt operationssar som avlakte efter dranlaggning. Varfor ar da
MRSP sa farligt? Sakerligen finns det atskilliga MRSP bérare som inte har nagra
kliniska symtom och inte heller nagon vetskap om sitt bararskap. | Elin Reimegards
studie (2008), dar 23 hundar som diagnosticerats med en MRSP infektion, var 77 %
av dessa negativa efter 6-13 manader. Vissa blev negativa redan efter tvd manader.
Mekanismerna som gor att vissa hundar blir bérare ldngre ar inte kanda. Blir
hundarna daremot sjuka, kan problem uppsta. Klarar inte kroppens eget forsvar av
infektionen finns inte effektiva antibiotika. Ett djursjukhus ar saledes inte det stallet
dar man vill ha en MRSP-spridning. Har finns redan sjuka djur som dr nedsatta och
kanske under behandling med antibiotika. Staphylococcus pseudintermedius ar inte
en mer virulent bakterie dn andra men far den fritt spelrum da 6vrig flora slas ut kan
den gora stor skada. For ett djursjukhus ar det viktigt att alltid ha det i atanke att ett
bararskap inte syns. En hund med en langvarig anamnes av pyodermi kan vara en
potentiell bérare trots att den inte for tillfallet uppvisar nagra kliniska symtom. Aven
hundar som tidigare varit inskrivna och kanske antibiotikabehandlade kan ocksa ses
som potentiella barare.

Bortfall av prov

Det ar vanligt att data saknas i kliniska studier. I denna studie &r det relaterat till
manskliga faktorer da prover ej tagits enligt plan. Inga data har forlorats i samband
med odling.

MRSP i Sverige

En viktig fraga i detta sammanhang &r om infektioner med MRSP okat de senaste
aren eller om medvetenheten och provtagningsrutinerna har okat. SVAs
bakteriologiska enhet har de senaste tio aren resistensbestamt alla stafylokocker som
inkommit for odling, vare sig det efterfragats eller inte, och det &r en sann 6kning av
MRSP i landet (Ingrid Hansson, muntlig kommunikation 2009-12-02). Under 2009
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(2009-01-01-2009-12-01) har SVAs laboratorium bedémt 58 stammar som MRSP
positiva. Provtagningen pa smadjur och hést har ocksé 6kat markant. Ar 2000 inkom
6 560 prover till SVA och fram till 2009-11-16 inkom det 10 665 prover for odling.
Dock kan inte en direkt jamforelse géras da man fore ar 2006 klassade tva prover fran
samma djur som ett, medan man nu raknar dem som tva. Trots antibiotikapolicyn,
som antogs 2002, lag forskrivningen av antibiotika ar 2006 pa 400 recept per 1 000
hundar (SVARM, 2008) och sedan dess har den minskat med 11 %.

Vidare studier

Den oidentifierade bakterien

Néagra av de stammar som var misstankta S. aureus och S. pseudintermedius och
saledes var trehalospositiva uppvisade inte nucgenen pa PCR-analys men 16S rRNA-
genen for stafylokocker. Staphylococcus shleiferi subspecies coagulans &ar séllan
trehalospositiv men det har rapporterats sadana fall (personlig kommunikation
Stephen Kania, AMS kongress, London, England 2009-09-24). Staphylococcus
schleiferi har i USA blivit ett vaxande kliniskt problem. ldag orsakar bakterien
djupare pyodermier (gruppsamtal pa AMS kongress om MRS, London, England
2009-09-24) som ofta kraver antibiotikabehandling. I kommunikation med SVAs
bakteriologiska enhet (personlig kommunikation Ingrid Hansson 2009-12-04) tycker
de sig se en Okad frekvens av penicillinasproducerande stammar av S. shleiferi som
nastan aldrig sags forr.

PCR med primers specifika for S. schleiferi foljt av sekvensering kan ge svar pa
fragan vilken bakterie det rér sig om.

Personalhundarna

Personalhundarna passerar varje dag stallarna déar de Kirurgiskt och medicinskt
behandlade patienterna férvaras. Eftersom fem hundar i denna studie blivit barare
utan att visa symptom, betyder det att vilken hund som helst kan vara barare. Ett
bérarskap kan vandra runt bland personalhundar med risk for Gverforing till
patienthundar dar det kan fa kliniska konsekvenser. Ett intressant projekt vore att ta
prov pa personalhundar. Bér man Overhuvudtaget ha personalhundar i samma
byggnad om de ar potentiella smittspridare?

Slaktskapsundersékning

For att studien egentligen skall kunna bevisa ndgot mer an att det finns MRSP pa
kirurgiskt behandlade hundar maste det goras uppféljande undersokningar.

Typning maste goras av de isolat som hittades i miljéstudien och de som isolerades
fran hundarna for att se om de ar av samma subtyp. Detta kan goras pa olika satt. Ett
satt ar att anvanda sig av pulsfaltsgelelektrofores (PFGE) da man med hjalp av
restriktionsenzym bryter upp DNA och kan avlasa de olika DNA-banden pa en gel
(El Zubier et al., 2007). PFGE-typer med ndra sladktskap kommer ha ndra nog
identiska band pa gelen.

Det andra séttet ar att anvanda sig av PCR och analysera "stafylokock-protein A”
(spa) genen for S. pseudintermedius (Moodley et al., 2009). Om vidare utredning
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visar att de smittade hundarna bar pa samma subtyp som isolerades fran djursjukhuset
ar det ett starkt argument for att de blev bérare av bakterien dar.
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Bilaga 1
Kirurgens och assistentens tvattinstruktioner

Hénder och underarmar skoljs under rinnande vatten.

Naglarna skall vara rena och kortklippta innan tvatten paborjas men rengors
med nagelpetare innan intvalning med flytande tval; Dags Allroundtval (Opus
HealthCare AB, Malmo).

Tvala in och skolj hander och underarmar tre ganger. Hall handerna sa att
vattnet rinner fran handerna mot armbagarna.

Tvatta en fjarde gang men denna gang endast hander.

Torka torrt.

Desinficera hander och underarmar med alkoholbaserat desinfektionsmedel,
Sterillium Classic Pure (Bode Chemic, Hamburg), under minst tre minuter.
Om huden blir torr under dessa tre minuter appliceras mera sprit.

Avsluta med att endast sprita handerna och lat dessa sjalvtorka.

Handerna och underarmar skall vara torra innan pakladsel.
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