DIAGNOSTIK AV STAFYLOKOCKER HOS HUND OCH MANNISKA

Bakgrund

Statens Veterinarmedicinska Anstalt (SVA) far manga fragor fran oroade djuragare vars hundar ar barare
av meticillinresistent Staphylococcus (S.) pseudintermedius (MRSP). Fragorna handlar om hur farlig
denna multiresistenta bakterie &r for dem sjélva, for deras barn och familj. Det finns idag inget som tyder
pa MRSP &r mer sjukdomsframkallande jamfort med de”vanliga” meticillinkénsliga S. pseudintermedius.
Det ar dock oklart i vilken omfattning som S. pseudintermedius verkligen orsakar infektioner hos
manniska pa grund av den enkla orsaken att bakterien faktiskt inte diagnosticeras vid bakteriologiskt
laboratorium inom humanmedicinen. Det dr ocksa troligt att S. pseudintermedius kan fel diagnosticeras
inom humanmedicinen som den narbesléktade S. aureus. Aven i litteraturen finns fa fall beskrivna av S.
pseudintermedius som infektionsorsak hos manniska men det rader osékerhet kring diagnostiken.

S. pseudintermedius (tidigare kallad Staphylococcus intermedius) &r en av hundens vanligaste hudbakterie
och en vanlig orsak till bland annat hudinfektioner och sarskador hos hund. Hudproblem &r dessutom den
vanligaste orsaken till att hundagare soker veterinarvard for sin hund. Den narbeslaktade S. aureus &r
daremot méanniskans stafylokock som bland annat orsakar variga sarinfektioner och bélder.
Meticillinresistent S. aureus (MRSA) &r inom humanmedicinen klassad som allmanfarlig vilket innebar
att den anses lika allvarlig for manniskors halsa som till exempel HIV och att smittsparning alltid ska ske
nar MRSA pavisas hos manniska (se Smittskyddsinsitutet
http://www.smittskyddsinstitutet.se/sjukdomar/meticillinresistenta-gula-stafylokocker/). Inom
veterindrmedicinen &r alla koagulaspositiva meticillinresistenta stafylokocker (inklusive MRSA och
MRSP) anmélningspliktiga sedan januari 2008. Sedan forsta fallet av MRSP konstaterades 2006 har
antalet MRSP 0Okat (se dvervakningsrapporten svensk veterinarmedicinsk
antibiotikaresistensmonitorering, SVARM 2011,
http://www.sva.se/upload/Redesign2011/Pdf/Om_SVA/publikationer/Trycksaker/Svarm2011.pdf).

Meticillinresistens innebdr att stafylokocken bér pa mecA-gen som medfor resistens for samtliga kliniskt
godkéanda betalaktamantibiotika; i den grupp ingar bland annat vanligt penicillin, amoxicillin med
klavulansyra och dven cefalosporiner. Det vill saga for den inom bade veterinar- och humanmedicinen
viktigaste och mest anvanda antibiotikagruppen till exempel hudproblem hos de flesta hundar i Sverige
behandlas idag med cefalosporiner. Férutom att meticillinresistenta stafylokocker ar okansliga for
betalaktamantibiotika ar de ocksa ofta resistenta mot flera andra antibiotikaklasser vilket gor att de ofta
kan bli klassade som multiresistenta. Dessa bakterier kan darfor orsaka infektioner som &r extremt svara
att behandla da valet av terapi ar begransat till ett fatal antibiotika och i varsta fall att inga antibiotika
finns att tillga.

I och med att meticillinresistens hos S. pseudintermedius och andra koagulaspositiva meticillinresistenta
stafylokocker blir allt vanligare ar det viktigt att ha en korrekt diagnostik av stafylokocker. Likasa ar
utbredningen av olika stafylokockarter hos hund otillrackligt studerat. Med hjalp av dagens
molekylarbiologiska metoder gor att kvaliteten pa stafylokockdiagnostiken kan héjas avsevart jamfort
med dagens biokemiska jasningar som ofta kan ha svart att sarskilja narbesléktade stafylokocker. Dessa
metoder blir dessutom allt vanligare och billigare att anvanda i rutindiagnostiken pa bakteriologiskt
laboratorium.

Eftersom S. pseudintermedius och S. aureus ar de vanligaste orsakerna till bakteriella infektioner ar det
ocksa viktigt att forsta bade forekomsten och sléktskap mellan olika artvarianter for att kunna utféra
slaktskapsundersokningar som behdvs vid till exempel vid smittsparning. Bra och stabila
typningsmetoder ar darfor nédvandiga att ha tillgang till. En molekylarmetod som okat kraftigt i
popularhet for slaktskapsundersokningar under de senaste aren for S. pseudintermedius och S. aureus ar
spa-typning da den jamfoért med manga andra typningsmetoder ar enklare, snabbare och billigare. Spa-



typning har ocksa den fordelen att den kan anvéndas for att bade smittspara enskilda kliniska utbrott och
gora internationella jamforelser. .

Klinisk relevans

Bakteriologisk odling &r ett viktigt redskap for bade veterinarer och lakare for att kunna gora ratt val av
antibiotika vid en behandling av en infektion. FOr att resistensbestadmningen ska utforas och tolkas réatt ar
det essentiellt att den isolerade bakterien ar adekvat diagnosticerad, det vill sdga att bakteriearten ar
korrekt. Detta har blivit &n vasentligare sedan meticillinresistens konstaterats hos stafylokocker.

Meticillinresistena stafylokocker &r ett gemensamt kunskapsomrade for veterinarer och lakare men det ar
olika allvarlighetsgrad om det handlar om MRSA eller MRSP som konstaterats. Med forbattrad
diagnostik kommer veterinaren att fa ett korrektare svar pa den bakteriologiska provtagningen som i sin
tur ger mer optimal vagledning for hanteringen av den enskilda patienten. Dessutom kommer rapportering
och Overvakning av meticillinresistenta koagulaspositiva stafylokocker bli sdkrare vilket i sin tur kommer
att forbattra radgivningen fran veterinara myndigheter sisom SVA och Statens Jordbruksverket till
djurédgare, veterinérer, andra myndigheter och lakare.

Studiens dvergripande mal och fragestallningar

De tva delstudierna innebér att patala brister och darigenom frammana forbattring inom
bakteriologidiagnostiken for stafylokocker som finns isolerade hos hund samt undersdka om hundens
vanligaste stafylokock, S. pseudintermedis, kan vara felaktigt diagnosticeras som S. aureus da den orsakar
infektion hos manniska. Det &r ocksa prioriterat att fa en sa tydlig bild som mojligt av spridningen och
forekomst av specifika stafylokocker (speciellt S. pseudintermedius). Da detta &r en forutséttning for att
pa ett mer adekvat satt gora riskbedomningar, insattande av atgarder, utférande av diagnostik och
behandlingsstrategier. Det dvergripande malet &r att veterinarer och de veterinara myndigheterna ska
kunna ge en korrektare radgivning till djurdgare och aven andra veterinarer.

Beskrivning av undersokning
Studie ett — populationsstudie

Studiens syfte: Undersoka med molekylarbiologiska metoder vilka stafylokockarter som koloniserar
friska hundar i Sverige. Det ingar ocksa att jamfora mellan artbestamning gjord med biokemiska
jasningar med molekylarbiologisk artbestdmning. Férutom vilken art kommer &ven
slaktskapsundersokning att goras for att se hur beslaktade S. pseudintermedius fran friska hundar ar och
hur fordelningen av olika varianter ser ut.

Studiens upplagg: Det finns ett unikt material om 250 stafylokocker friska hundar provtagna pa
hundutstallning (Zwenson 2007) som tidigare diagnosticerats med biokemiska tester. Dessa ska arttypas
med molekylérbiologisk metod (se Analyser), spa-typas och resistensbestdmmas.

Till denna studie gjordes under hdsten 2012 &ven en screening for MRSA och MRSP hos 100 friska
hundar som inkom till djursjukhus dver Sverige. Syftet med detta var att kunna béattre bedéma och
kommunicera risken for att friska hundar bar pa nagon av dessa bakterier till framforallt praktiserande
veterindrer.

Studie tva — hundbett hos manniska

Studiens syfte: Utrona om, S. pseudintermedis &r en orsak till infektion efter hundbett hos manniska samt
undersoka hur ofta S. pseudintermedius feldiagnosticerats som S. aureus hos ménniskor med infektion
efter hundbett . Aven forsoka avgora om det dr ndgon eller nagra specifika varianter som ar mer vanligt
forkommande och jamfora med resultaten i studie ett det vill sdga hur vanliga den &r hos friska hundar.



Studiens upplagg: S. aureus som isolerats fran hundbett pa manniska skickas till SVA for att undersckas
molekylarbiologiskt, se avsnittet metodik. Foljande ldkare och mikrobiologer stéller sig positiva att delta i
studien. Ungefar 10 S: aureus fran hundbett per ar och laboratorium berdknas att inkomma till SVA.
Foljande laboratorium kommer att delta Karolinska Universitetslaboratoriet (Karin Jung, 6verlakare),
Huddinge bakteriologiska laboratorium (Karin Jung, 6verlékare), bakteriologiska laboratorium vid
Sahlgrenska Universitetssjukhuset (Christina) Ahrén, enhetséverlakare), avdelning for klinisk
mikrobiologi vid Akademiska sjukhuset (Angela Lagerqvist Vidh, mikrobiolog).

Analyser

| studie ett anvandes en PCR-analys som sérskiljer de vanligaste koagulaspositiva stafylokockerna (S.
aureus, S. pseudintermedius, S. intermedius, S. delphini. S. scheiferi och S. hyicus). For de isolat som gav
negativt resultat i denna PCR analyserades i MALDI-TOF, vilket dr en ny avancerad analysteknik for
bakteriediagnostisk dar bakteriens ribosomala protein undersdks genom masspektrometri och de spektra
man erhaller korreleras sedan automatiskt mot en databas med etablerade spektra. Denna teknik har fatt
stort genomslag inom humansidan under de senaste aren pa grund av dess snabbhet, enkla procedur,
sakerhet och kostnadseffektivitet. Sedan 2012 finns dven denna teknik att tillga vid SVA. Inom projektet
utfordes darfor aven en utvardering av denna tekniks mojlighet att identifiera S. pseudintermedius.

Spa-typning for S. aureus dar genen for protein A sekvenseras gjordes enligt rutindiagnostiken pa
Smittskyddsinstitutet (1) och for S. pseudintermedius anvandes den metod som ar beskriven av Moodley
et al. (2009)(1). Dessvarre visade denna studie att metoden beskriven av Moodley et al. fran 2009 var den
inte tillampbar pa ett stort urval av S. pseudintermedius och pa ovanligare varianter av MRSP.

Da spa-typning visade sig ej tillampbar i den nuvarande studien valde vi att tillampa en annan
slaktskapsmetod inom projektet, en sa kallad multi-locus sequence typing (MLST). MLST betyder att sju
”house-keeping”_gener sekvenseras och resultaten analyseras mot en databas. Den aktuella metoden som
vi valde att satta upp ar framtagen av Stephen Kania fran universitetet i Tennesse, USA, och databasen
skots av Vincent Perreten, universitetet i Bern. Vi ar som tredje land i varlden med att anvéndas hos av
den metod som &r beskriven av Kania, men i framtiden kommer denna metod och databas finns
tillganglig i en 6ppen databas pa néatet likt andra MLST-metoder beskrivna for andra bakteriearter. |
jamforelse med spa har dock MLST en lagre upplGsning, men &r & andra sidan stabilare dver tiden.

Vi valde ocksa att underséka olika toxiner, sasom leukocidin, exfoliatin och enterotoxin, hos de S.
pseudintermedius isolerade fran hundbett hos méanniska. Detta skedde med ett samarbete med en spansk
forskargrupp fran universitetet i Rioja. Carmen Torres ansvarar for denna grupp och hennes doktorand,
Elena Gémez, gjorde analyserna. De analyserade vara isolat enligt de metoder som finns beskrivna i
referenserna 2-8. Sedan ska toxinergenerna hos S. pseudintermedius isolerade fran friska hundar att
undersokas i detta samarbete for att jamfora om antalet eller sortens toxiner skiljer sig mellan S.
pseudintermedius isolerade fran normala hundar for att se om vissa S. pseudintermedius som aterfinns i
hundbett & mer benégna att skapa infektioner.

Fenotypisk bakteriediagnostik med sockerartsjasning med maltos och trehalos samt test for DNas och
resistensbestamning gjordes enligt rutindiagnostiken pa SVA.

Tack vare detta projekt fick vi aven mojlighet att delta i en utbrottsutredning pa akademiska sjukhuset i
Uppsala dar fyra patienter smittades med MRSP dér tre av dessa fick infektioner i deras bensar. Dessa
isolat undersoktes med ytterligare en annan sort slaktskapsanalysmetod, pulsféaltsgelelektrofores (PFGE)
(10) som ar en mer diskriminerande men ocksa tidskravande och kostsam. PFGE anvands framforallt vid
utbrottsutredningar.

Resultat



| studie ett visade PCR:n for koagulaspositiva stafylokocker att den fenotypiska testningen gav en annan
stafylokockart istéllet for S. pseudintermedius i nio isolat utav 111 testade (8,1 %). Elva S.
pseudintermedius-isolaten (10,7 %) kunde spa-typas dar alla tillnérde olika spa-typer. Resistenslaget for
de korrekta S. pseudintermedius visas i Tabell 1. Har visade utvérderingen av MALDI-TOF att den
tekniken kunde sarskilja S. aureus fran S. pseudintermedius.

I screeningstudien kunde 71 stafylockocker isoleras fran 100 friska hundar och ingen av dessa var barare
av varken MRSA eller MRSP. Utav dessa 71 stafylockocker var 46 S. pseudintermedius och 10 var S.
aureus ndr de artbestdamdes med PCR medan 15 var inte mojliga att arttypa med denna metod.
Resistenslaget for dessa S. pseudintermedius visas i Tabell 1

| studie tva skickades 102 misstankta S. aureus isolerade fran hundbett hos manniska. Tjugotva
laboratorier fordelade dver foljande 1&n bidrog med isolat: Stockholm, Uppsala, Vastra Gétaland,
Halland, Skane, Varmland och Jonkoping. Dessa tillnorde 58 olika spa-typer dar varje isolat
representerade en spa-typ férutom nio isolat som tillhdrde t015 och dessa var spridda 6ver flera lan. Utav
de 102 isolaten, var 13 felaktigt artbestdmda och dessa var istéllet S. pseudintermedius (12,7 %).
Resistenslaget for dessa S. pseudintermedius visas i Tabell 1.

Da spa-typning visade sig ej anvandbar for S. pseudintermedius, valde vi att tillampa en annan
slaktskapsmetod inom projektet, en sa kallad multi-locus sequence typing (MLST). Ingen av dessa var
typningsbara med spa-typning, daremot gick alla att typa med MLST och resultaten kommer att fas
senare fran Vincent Perreten. Dessa 13 S. pseudintermedius bar alla pa toxinerna leukocidin, exfoliatin
och enterotoxin. Tre av dessa hade dven ovanligare variant av exfoliatin och ett isolat hade ovanligare
form av enterotoxin.

Resultat fran utbrottsutredning vid akademiska sjukhuset i Uppsala presenterades pa en konferens om
meticillinresistenta stafylokocker inom veterindrmedicinen anordnad av American Society of
Microbiology i Washington DC i september 2011 (11). I korthet redovisades att sommaren 2011
infekterades fyra patienter pa dermatologikliniken med MRSP dar alla tillnérde samma spa-typ. Vid detta
utbrott visade sig att alla MRSP hade lika PFGE-monster vilket tyder pa att de var mycket néara
beslaktade, men monstret skiljer sig fran det vanligaste PFGE-monstret hos MRSP isolerade fran hund i
Europa (12). Dessa patienter hade ingen hundkontakt men underliggande sjukdomar som diabetes och
hjartkarlsjukdomar.

Tabell 1. Resistens hos Staphylococcus pseudintermedius (S. p.) isolerad fran friska hundar 2006 respektive 2012 samt fran hundbett
hos manniska

% Resistenta isolat

Antibiotika Bry;c'zlsjir;tlztssr for g p. frén friska hundar  S. p. fran friska hundar S. p. isolerad hundbett
(mg/L)® 2006 2011

Cefalotin >4 0 0 0
Erytromycin >4 14 6 23
Fluorokinolonner® >4 <1 0 0
Fusidin syra >4 13 10 23
Gentamicin >16 0 0 8
Klindamycin >4 12 6 23
Oxacillin >1 2 0 8
Penicillin Testad for 82 87 100

penicilinas
Tetracyklin >8 31 13 31 |
Trimetoprim >16 2 1 8

Brytpunkter enligt svensk veterinarmedicinsk antibiotikaresistens monitorering, SVARM férutom for trimetoprim hamtades
fran Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) dokument. "Enrofloxacin eller ciprofloxacin anvandes som
testsubstans



Diskussion

Detta projekt stodjer det som redan ar beskrivet i litteraturen att S. pseudintermedius den vanligaste
stafylokocken hos hundar. Har kunde vi visade det med bade med fenotypisk och genotypiska metoder
MRSP é&r ovanligt i den friska hundpopulationen._MRSP var ovanligt i den svenska hundpopulationen
bade i undersokning fran 2006 och nu 2012 dven da antalet fall har 6kat dramatiskt under dessa ar. Detta
kan tyda pa att fallen framforallt genereras genom utbrott pa djursjukhusen och det ar ingen stor
smittspridning som sker inom den friska hundpopulationen.

Slaktskapsundersokning vid nationellt och internationellt smittsparnings arbete och lokala utbrott ar
forutsattning. Garna att metodiken ar enkel att utfora, snabb och billig. Spa-typning &r betydligt enklare
och snabbare &n PFGE och fungerar utmarkt pa S. aureus och MRSA. Den har dven visat sig vara lika
diskriminerande i utbrottsutredningar (13). MLST ar en metod som visar pa slaktskap for det nationella
eller internationella perspektivet men &r inte tillrackligt diskriminerande for smittsparning vid lokala
utbrott. Tyvérr visade detta projekt att analys av spa-genen hos S. pseudintermedius &r mindre lamplig
och ytterligare forbattring av analysmetoden behdvs for att den ska kunna vara anvéndbar. Daremot
kunde projektet visa att MLST fungerade utmarkt.

Fenotypisk testning av stafylokocker enligt rutindiagnostiken pa SVA ger rétt stafylokockart i 91 % av
undersokningar medan de humanmedicinska laboratorierna ger korrekt bakteriologisk diagnos i 87 % av
isolaten. Dessa siffror tyder i alla fall pa att laboratorierna maste vara observanta om fynd gérs av MRSA
eller MRSP da det ar viktigt att artbestamningen blir ratt. Dessa siffror kommer att 6ka i och med att den
moderna molekylbiologiska metoden MALDI-TOF tas i bruk i 6kande omfattning for detta projekt kunde
visa att MALDI-TOF kunde enkelt sarskilja mellan S. aureus och S. pseudintermedius.

Detta projekt kunde dven konstatera i enlighet med litteraturen att S. pseudintermedius och MRSP kan
orsaka infektioner hos méanniska, bade efter hundbett men dven i bensar. Men i infektioner i sar efter
hundbett &r S. aureus den dominerande stafylokocken. Var undersokning visar att dessa S. aureus inte &r
besléktade utan tillnor troligen ménniskans egen flora som orsakar infektioner vid hundbett. Emellertid i
var studie undersokte vi isolaten med en sakrare artbestamningsmetod jamfort med aldre publicerade
resultat. Dessutom &r det forsta beskrivna utbrott av MRSP pa humansjukhus undersckt inom detta
projekt.

De flesta S. pseudintermedius isolerade fran hundbett hos méanniska var inte mer sjukdomsframkallande
jamfort med de som isoleras fran friska hundar dvs de bér pa de vanliga toxingenerna (Carmen Torres,
personlig kommunikation). Nagra fa isolat hade dock nagra andra toxiner som kommer att undersokas
narmare for att forsoka forsta deras kliniska relevans. Sedan ska forekomsten av toxingener ocksa
undersokas hos S. pseudintermedius isolerade den svenska friska hundlpopulationen.

Resistenssituationen idag for S. pseudintermedius hos friska hundar tycks ha forbattrats jamfort med
2006. Studiedesignen ar dock inte densamma for dessa tva undersokningar vilket kanske kan forklara
delar av utfallet. Daremot verkar resistenssituationen hos S. pseudintermedius isolerade fran hundbett ha
forvarvat nagot mer resistens jamfort med de isolat som kommer fran friska hundar. Det ar dock oklart
hur detta ska forklaras.

Resultat fran denna studie kommer att kommuniceras till bade lakar- och veterinarkaren och
laboratorierna inom bade de human- och veterinarmedicin i Sverige. Sedan kommer &ven resultaten att
presenteras internationellt under 2013 i en eller flera peer-reviewed tidskrift. Det ar viktigt att 6ka
medvetenheten om forekomsten av S. pseudintermedius och MRSP hos lakarekaren. Aven om inget tyder
pa att MRSP ar vanligt hos svenska hundar och inte heller att den ar mer sjukdomsframkallande &r dock
en infektion med MRSP mer svarbehandlat da den ofta ar multiresistent(12). Darfor ar en korrekt
artidentifiering viktigt med for att kunna behandla med rétt antibiotikum.



Sammanfattning och slutsatser

De tvé vanligaste koagulaspositiva stafylokockerna som &r sjukdomsframkallande inom bade human- och
veterindrmedicinen &r S. aureus och S. pseudintermedius kan forvéxlas i traditionell bakteriediagnostik.
Meticillinresistenta varianter av dessa tva stafylokockarter medieras dessutom av samma gen. Bade
MRSA och MRSP har pavisat hos hund dar antalet fall med MRSP &r dvervagande. Bade
meticillinkénsliga S. pseudintermedius och MRSP kan ge infekterade sar efter hundbett hos ménniska
men allra vanligast ar att méanniskans stafylokock, S. aureus, orsakar infektionen. Detta &r viktig
information att kommunicera till lakare och humanmedicinska laboratorier. Detta projekt visar aven att S.
pseudintermedius ar den vanligaste stafylokocken hos friska hundar medan férekomsten av MRSP ar lag
och att metodiken for enkel analys av slaktskap mellan S. pseudintermedius-isolat maste forbattras.
Behovet av korrekt bakteriediagnostik inom bade human- och veterinarmedicinen &r ytterst véasentligt for
behandling och smittsparning och dar nyare teknik kommer att underlatta detta.
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