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Sammendrag

Tittel: Preoperativ bakteriologisk undersgkelse av hud hos hund.

Forfattere: ~ Guro Bjgrgvik, Hanna Sofie Romstad og Per Johan Stade.

Veiledere:  Lars Lgnaas, Institutt for smadyrsykdommer og Henning Sgrum, Institutt for
farmakologi, mikrobiologi og n&ringsmiddelhygiene, Norges

veterinerhggskole.

Postoperative sarinfeksjoner er en fryktet komplikasjon etter kirurgiske inngrep.
Arsaken til at noen pasienter fir postoperative infeksjoner er multifaktoriell. Vertsfaktorer,
kirurgens ferdigheter, nosokomial smitte og mikrobiologisk kontaminasjon er viktige faktorer
som avgjgr om en postoperativ infeksjon utvikles eller ikke. Sarinfeksjoner fgrer til flere
hospitaliseringsdggn, hgyere dgdelighet og stgrre forbruk av antibiotika. En gkt
antibiotikabruk har selektert for gkt resistens mot tradisjonelle” antibiotika som penicillin,
fusidinsyre og kombinasjonen trimethoprim/sulfonamider hos bakterier

Det ble gjort en undersgkelse for sarpatogenene Staphylococcus intermedius,
Streptococcus canis og Escherichia coli fra hud hos 38 kirurgiske pasienter. Dette ble gjort
med utgangspunkt i sirpatogener isolert fra registrerte postoperative sarinfeksjoner 1997-2002
ved kirurgisk klinikk, Institutt for smadyrsykdommer, Norges veterinerhggskole, og funn av
multiresistente bakterier ved svabring av miljget, 1995-2003. Prgvene ble tatt med svaber og
sadd ut etter standard mikrobiologiske metoder. Det ble i tillegg foretatt resistensundersgkelse
av isolater av de tre bakteriespecies. Dette arbeidet ble utfgrt ved bakteriologisk-/mykologisk
laboratorium, Seksjon for mikrobiologi og immunologi, Institutt for farmakologi,
mikrobiologi, og neringsmiddelhygiene. Bakterie-isolatene viste ulike resistensmgnstre med

stgrst forekomst av resistens overfor penicillin, fusidinsyre, sulfonamider, neomycin,



linkomycin og polymyksin. Resultatene tyder pa at pasienter innlagt for operasjon har en
relativt sensitiv bakterieflora som ikke speiler de multiresistente bakteriestammene isolert fra

miljgundersgkelser.



Innledning

Sykehusinfeksjoner, ogsa kalt nosokomiale infeksjoner, er infeksjoner som utvikles
hos en pasient i et sykehusmiljg eller er forarsaket av mikroorganismer som erverves under
hospitalisering{ 14 }. I humanmedisinen er multiresistente bakterier et voksende problem som
kan fgre til at infeksjoner ikke kan behandles effektivt. I 2001 var det en betydelig oppgang i
meldte tilfeller av meticillinresistente Staphylococcus aureus (MRSA)-infeksjoner i Norge,
med 122 tilfeller mot henholdsvis 67 og 88 de to foregdende drene. Andelen MRSA smittet
pasienter i Norge har gkt med 55% fra 1995 til 2001{13}. Innenfor veterinermedisin har
man ogsa sett gkende forekomst av resistens mot forskjellige antibiotika hos
stafylokokker{15}.

Ved Norges veterinzrhggskole, (NVH), Kirurgisk klinikk for smédyr, (kk) legges det
inn om lag 1000 hunder og katter for kirurgiske inngrep hvert ar. Fra 1997 har man dyrket og
resistenstestet bakterier fra alle pasienter med postoperative sarinfeksjoner ved kk. Vi har
funnet at antall postoperative sarinfeksjoner hos hund har variert fra 7-22 per ér i tidsrommet
1997-2002. Ved resistensundersgkelse av disse bakteriene har man sett resistens mot
tradisjonelle antibiotika som penicillin, trimethoprim og sulfonamider. Det er ogsa registrert
resistens mot 2. og 3. valgspreparater som enrofloxacin og cefalexin{22}.

11998 ble det skrevet en fordypningsoppgave om nosokomiale infeksjoner ved kk,
Institutt for smadyrsykdommer (ISm){9}. Det ble foretatt en screeningtest for & undersgke om
resistente bakterier i miljget var et problem. Ved a ta prgver fra klinikkmiljget kunne man
sammenligne bakteriene en fant her med funn fra kliniske kasus med sérinfeksjon.
Multiresistente bakterier ble funnet i miljget, men disse samsvarte ikke med bakteriestammer
som var isolert fra sarinfeksjoner hos hunder. Det ble satt i gang en rutinemessig undersgkelse

av miljget en gang per ar som et forsgk pa & kartlegge bakterieflora og effekt av rengjgrings-



og desinfeksjonsrutiner. Resultater fra disse mikrobiologiske kontrollene ved ISm viser ogsa
at det er bakterier i miljget som er resistente mot antibiotika. Man finner bakterier resistente
mot penicillin, linkomycin, ampicillin, trimethoprim/sulfanomider, tetracykliner og
streptomycin. I tillegg er det funnet bakterier resistente mot sistevalgs-preparater som
cefalexin{28}. Det er naturlig 4 stille spgrsmal om hvor disse resistente bakteriene kommer
fra. Kommer de fra dyrene som legges inn, fra personalet, eller utvikler de seg i miljget?

Som et mottiltak mot den gkende forekomst av antibiotikaresistens hos bakterier,
foretok kk i 2001 en omlegging av rutinene for profylaktisk bruk av antibiotika. De gikk over
fra en 5-7 dagers postoperativ penicillinkur, til én preoperativ intravengs injeksjon med
cefalexin. Dette ble bl.a. begrunnet med at en enkelt intravengs injeksjon med et bredspektret
antibiotikum som cefalexin ville sl ut en stgrre andel mikroorganismer enn en 5-7 dagers kur
med penicillin eller trimethoprim/sulfanomider, som man allerede hadde sett en begynnende
resistens mot. Slik mener man & kunne unngé videre resistensutvikling, og forhindre at
bakterier som er resistente mot penicillin- eller trimethoprim/sulfanomider vil fa en fordel i
forhold til andre bakterier.

Milet med denne fordypningsoppgaven er 4 kartlegge om den bakteriefloraen hundene
har pa huden nir de kommer til klinikken kan forarsake postoperativ sérinfeksjon. Vi vil ogsa
undersgke resistensmgnsteret pa bakteriene hundene har med seg. Er
trimethoprim/sulfanomider, penicillin og andre “tradisjonelle” antibiotika ikke lenger
effektive til profylaktisk bruk? Kan den innlagte pasienten fgre med seg resistente og
multiresistente bakterier, overfgre disse til miljget og utgjgre et smittereservoar for andre

pasienter?



Resistensutvikling

Menneskenes hgye forbruk av antibiotika har hatt stor innvirkning pa de bakteriene vi
har i miljget, i form av en forandret mikrobiologisk gkologi med seleksjon av resistente
stammer. Antibiotika er verdifullt som terapeutikum, men har ogsé pa grunn av flere tirs
slgsing og overforbruk, paradoksalt nok blitt en fare for bade mennesker og dyr.

Forekomsten av antibiotikaresistens hos bakterier er gkende, mens utvikling av nye
antibiotika gér veldig langsomt. Det er né helt vanlig 4 hgre om meticillin-resistente Staph.
aureus, vancomycin-resistente enterokokker, multi-resistente Mycobacterium tuberculosis og
multiresistente Gram negative bakterier{7}.

Mikrober kan vere "medfgdt” resistente mot et antibiotikum, eller kan erverve
resistens ved endringer som er vesentlige for antibiotika-effekten i bakteriene. Slike endringer
av bakteriens egenskaper i forhold til antibiotika-effekt kan blant annet resultere i:

¢ inaktivering: Nedbrytende enzymer inaktiverer et antibiotikum fgr det nar
malstrukturer i bakterien.

e permeabilitetsendring: Bakteriens opptak av et antibiotikum hindres, eller bakterien
etter opptak av et antibiotikum fjerner dette ved hjelp av efflux-pumper sa effektivt at
bakteriedrap unngas.

e Endring av affinitet: Bindingsevnen for et antibiotikum kan avta eller ga tapt ved at
bakterien produserer nye proteiner, for eksempel endring av malproteinet i bakteriens
cellevegg. Endret ribosomstruktur kan fgre til redusert eller opphevet effekt av
antibiotika med ribosomalt angrepspunkt. Overproduksjon av malprotein kan fgre til

behov for hgyere antibiotikadoser fgr effekt kan oppnds{19}.

For 4 kunne utvikle slike resistensmekanismer ma bakteriens arvestoff forandres.

Dette kan skje ved kromosomal mutasjon, som deretter nedarves til dattercellene (en form for



streptomycin-, kinolon-, rifampicinresistens), eller det kan skje ved overfgring av
resistensgener mellom bakterier mot ett eller flere antibiotika (multiresistens) ved hjelp av
plasmider eller transposoner. Plasmider er autonome, selvreproduserendeADNA-enheter som
kan overfgre en rekke egenskaper, bl.a. resistensfaktorer, til datterceller, men ogsa til helt
ubeslektede bakterier. En enkelt bakterie kan vere barer av flere plasmider. Transposoner er
sma DNA-biter uten selvstendig replikasjon som kan bygges inn i bakteriekromosomet eller i
ekstrakromosomale DNA-elementer som plasmider eller bakteriofager, og derved spre
antibiotikaresistens{19}.

Spesielt innen humanmedisinen fokuseres det pa antibiotikabruk til dyr nér det gjelder
antibiotikaresistens hos mennesker. Tidligere bruk av avoparcin som antibakterielt
vekstfremmende fértilsetningsstoff i norsk og europeisk broiler- og kalkunproduksjon satte i
gang en diskusjon om sannsynligheten for at resistensgener hos dyrepatogener kunne
overfgres til humanpatogener. Nordiske veterinzrer har sttt for en mer restriktiv linje nar det
gjelder bruk av antibiotika og vekstfremmende fértilsetningsstoff i matproduksjon. Pa
verdensbasis er det ingen tvil om at medisinbruk til dyr utgjgr en trussel mot menneskenes
helse. Der Norge bruker 18 kilo antibiotika per 1000 tonn produsert slakt, ligger EU og
Storbritannia pa henholdsvis 90 og 180 kg per 1000 tonn slakt{5}.

I ’Tiltaksplan for 4 motvirke antibiotikaresistens 2000-2004”, lagt frem av Sosial-og
helsedepartementet, Kommunal- og regionaldepartementet, Fiskeri-, Landbruks- og
Miljgverndepartementet, kom det frem at i Norge star humanmedisinen for 80% av all
antibiotikaforbruk. Veterinerer star for ca 20%, derav 18% innen husdyr og mindre enn 2%
innen fiskeoppdrett{26}. Det totale salget av veterinere antibakterielle midler godkjent for
terapeutisk bruk til dyr (fisk unntatt) i Norge var 5694 kilo i 2001, noe som utgjorde en 40%
reduksjon siden 1995. Antibiotikaforbruket til oppdrettsfisk ble redusert med hele 99% fra

1987 til 2001, som fglge av vaksinering og hygienetiltak, dette selv om produksjon av fisk er



mangedoblet{17}. Det humanmedisinske forbruk har kun gatt svakt ned siden topparet 1993.
Bruk av antimikrobielle midler hos mennesker i Norge har gkt med 30% de siste 20
arene{26}.

Undersgkelser gjort av Kruse et al i 1999{16}nar det gjelder antibiotikafglsomhet hos
Staphylococcus spp., viste at av 135 B-toksiske stafylokokker fra hud-og greinfeksjoner hos
hund var 79% resistente mot penicillin G, 49% mot tetracyklin, 34% mot fusidinsyre, 22%
mot linkomycin og 1% mot kloramfenikol. Det ble ikke pavist resistens mot
trimethoprim/sulfonamider eller cefalosporiner. Siden 1993-1994 har andelen isolater fra
hudinfeksjoner, som er resistente mot penicillin G eller fusidinsyre gkt betraktelig.

I Norge benyttes mindre mengder bredspektra antibakterielle midler i forhold til andre
land. Fgrstevalgspreparatene er smalspektra, og dette har medfgrt at Norge ikke har de samme
resistensproblemer som resten av Europa. Bade leger og veterin&rer, pasienter og eiere har
fatt stgrre forstéelse for resistensproblematikken, og dette har i en viss grad redusert

antibiotikaforbruket.

Postoperative sarinfeksjoner

Med postoperativ infeksjon menes infeksjon som oppstar innen 30 dager etter
operasjoner der det ikke settes inn fremmedlegemer, eller inntil 1 ar etter operasjoner der det
blir satt inn et fremmedlegeme, nér infeksjonen synes 4 ha sammenheng med inngrepet.
Postoperative sarinfeksjoner deles inn i overflatiske og dype{3}.

Bakgrunnen for postoperative infeksjoner er multifaktoriell, og de viktigste faktorene
er{6}:

e Vertsfaktorer: alder, fysisk kondisjon, ern@ringsstatus, metabolske lidelser, malign
sykdom, immunsuppresjon, hypoxi, anemi, lange perioder pa sykehus, tidligere

antibiotikabehandling.



Lokale forhold pa stedet for kirurgi: nekrotisk vev, hematom, serum-lommer, lokal
infeksjon, fremmedlegemer.

Kirurgens ferdigheter: traumatisk vevs-handtering og instrumentbruk, dérlig
revidering av nekrotisk og dgdt vev, aseptikk, varighet av operasjon og anestesi.
Sykehusets rutiner: aseptikk, sterilisering, desinfeksjon, preparering, postoperativ
hypotermi, langt preoperativt sykehusopphold, urethral kateterisering, intravengs
kateterisering.

Mikrobiologisk kontaminasjon: Type av og virulens hos organismene,

infeksjonsdose, antibiotikaresistens{6}.

Kirurgiske sar klassifiseres i fire grupper, etter grad av kontaminering av vevet{6}.

Dette gjgr at man lettere kan beregne sannsynlighet for at infeksjon oppstar.

Ren: Non-traumatiske, non-inflammatoriske operasjonssar, der respirasjons-,
gastrointestinal-, urogenital- eller oropharyngealtraktus ikke apnes. Tidligere har man
antatt at profylaktisk bruk av antibiotika ikke har redusert infeksjons-raten av disse,
unntatt for inngrep som utfgres av studenter, eller som overgar 90 minutter.
Ren-kontaminert: Operasjonssar der respirasjons-, gastrointestinal- eller
urogenitaltraktus &pnes under kontrollerte former uten uvanlig kontaminering. Og
ellers rene sér der dren er plassert. Antimikrobiell profylakse anbefales.
Kontaminert: Traumatiske sar uten purulent flytning, prosedyrer der gastrointestinalt
innhold eller infisert urin sgles, eller det har skjedd en alvorlig brudd i aseptisk rutine.
Antimikrobiell profylakse anbefales.

Infisert: Traumatiske sar med purulent flytning, devitalisert vev eller
fremmedlegemer. Ogsa prosedyrer der viscera perforeres eller en har fecal

kontaminering. Krever antibiotika-terapi.
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Alle kirurgiske prosedyrer resulterer i noe bakteriell kontaminasjon. Utvikling av
infeksjon avhenger av antall og virulens hos bakteriene, vertens forsvar og de faktorer som er
nevnt tidligere. Hos humane pasienter oppstér stgrstedelen av de postoperative infeksjonene
fra pasientens egen flora{8,27}. Hos dyr er resistente bakterier som finnes i miljget mest
sannsynlig til & forirsake kirurgisk sar-infeksjoner. Slike infeksjoner fas vanligvis under

hospitalisering, og kalles nosokomiale infeksjoner{6}.

I en prevalensundersgkelse fra 1999 og 2000{3}, ble over 24.000 pasienter fra 134
norske sykehus undersgkt for de fire hyppigste sykehusinfeksjonene; urinveisinfeksjon, nedre
luftveisinfeksjon, postoperative sarinfeksjon og septikemi. Totalt 1300 sykehusinfeksjoner ble
registrert. Dette gir en nasjonal prevalens pa 5,4%. Postoperative sarinfeksjoner utgjorde

27,4% av alle infeksjonene.

Per ar genererer sykehusinfeksjoner ca.14500 ekstra liggedggn ved Ulleval sykehus,
og utgjgr en direkte arlig kostnad for sykehuset tilsvarende 40-50 millioner kroner. Dersom
prevalens av sykehusinfeksjoner ved de gvrige norske sykehus er som ved Ulleval sykehus,
vil nosokomiale infeksjoner fgre til direkte arlige utgifter pa ca. 860 millioner kroner for
sykehusene i landet{1}. Raten av nosokomiale infeksjoner i veterinare hospital er ikke godt

dokumentert, men det er ikke usannsynlig at den gjenspeiler den humane situasjonen{24}
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Innledning til var undersgkelse:

74% av alle registrerte postoperative infeksjoner hos hund ved ISm utgjgres av
Escherichia coli (21%), Staphylococcus intermedius (40%) og Streptococcus canis (8%)
{22}. Genus Staphylococcus forekommer pa hud, hudkjertler og slimhinner. Genus
Streptococcus forekommer pa slimhinner i munn, nese og pharynx hos varmblodige dyr.

E. coli tilhgrer genus Escherichia. Det er pavist en rekke forskjellige serogrupper og serotyper
av E.coli, og de fleste tilhgrer normalfloraen. Ulike serotyper er mer eller mindre
artsspesifikke med hensyn pa patogenitet hos forskjellige dyrearter{12}. Hundens normalflora
bestar av Micrococcus spp., koagulase-negative stafylokokker, B-hemolytiske streptokokker
og Acinetobacter spp. Koagulase-negative og koagulase-positive stafylokokker som Staph.
epidermidis, Staph. xylosus og Staph. intermedius isoleres regelmessig fra hud og pels hos
normale hunder, og det er ingen signifikant kvantitativ eller kvalitativ forskjell i stafylokokker
pé hud og pels, eller mellom ulike typer stafylokokker og plass pa kroppen{25}.

Postoperative infeksjoner ved kk, ISm, er ikke et problem i dag, men frekvensen ligger
péd 7-22 pasienter hvert dr. Det bgr i denne sammenheng bemerkes at frekvensen av antall
postoperative infeksjoner har gatt ned fra 1997 til 2002, men at man ser tendenser til
resistensutvikling hos bakterier isolert fra prgvetaking av sarsekret hos disse pasientene{22}. I
samme tidsrom er det ogsa foretatt prgvetaking av miljget. Dette for & kartlegge om det finnes
persisterende patogener{28}. P4 bakgrunn av disse opplysningene ville vi kartlegge
forekomsten av patogene hudbakterier hos pasienter inne til kirurgisk inngrep, og se pa
resistensmgnsteret hos disse bakteriene. Kan stammer fra denne bakteriefloraen forarsake
postoperativ sirinfeksjon? Hvordan er resistensmgnsteret hos disse bakteriene hundene har pa
huden? Er det likhetstrekk mellom patogener isolert pd huden hos de innlagte pasientene og

persisterende patogener i miljget?
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Pasienter som innlegges ved kirurgisk klinikk fglger en fast prosedyre fgr operasjon.
De skrives inn pa poliklinikken, undersgkes og premedikeres pa skiftestua ved kk.
Operasjonsomrddet klippes, vaskes og desinfiseres pa eget rom for forberedelse til kirurgisk
inngrep, for de trilles inn pa en av operasjonsstuene. Ved vér undersgkelse fant vi det mest
hensiktsmessig 4 foreta svabring av huden etter klipping, men fgr vask og desinfeksjon. Etter
at pels var klippet bort hadde man et mest mulig representativt mal pa normalflora pa hud, fgr
det skjer en desimering av bakterietallet pa grunn av vask og desinfeksjon. Vi bestemte oss
for at vi i var oppgave kun ville ta bakteriologisk undersgkelse av hud hos hund.
Begrunnelsen for dette er at hunder utgjgr flertallet av antall kirurgiske inngrep ved kk, ISm,

og at katt har ulik normalflora pa hud sammenlignet med hund{25}.
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Materiale og metoder

Vi valgte & gjennomfgre et pilotprosjekt for & finne den mest anvendelige
prgvetakingsmetoden som kunne sikre et best mulig resultat. Pilotprosjektet ble utfgrt varen
2002 ved Norges veterinzrhggskole, Institutt for smadyr, kk. Prgvetakingen ble utfgrt pa eget
rom for forberedelse til kirurgisk inngrep, etter at hundene var sederte. Hundene ble tilfeldig
valgt fra kk og poliklinikken, NVH, etter hvert som de kom inn til operasjon. Utvalget bestod
av sju hunder. Pasientene ble klippet i det omradet inngrepet skulle foretas. Avklippet hér ble
sa godt som mulig bgrstet og stgvsugd vekk. Deretter foretok vi det bakteriologiske

proveuttaket.

Pilotprosjektet

Metodebeskrivelse

I planleggingen diskuterte vi metodene: a) Tgrr svaber, b) Vét svaber, c) Kontaktskal,
d) Skylle-metode, e) Petri-film; Pepton gjer agar (PGA) og f) Culturette® svaber.
Culturette® svaber gikk vi bort ifra pa grunn av pris, og fordi vare undersgkelser ikke trengte
det medfglgende transportmedium fgr vi sddde ut og inkuberte prgvene. Skylle-metoden gikk
ut pa a benytte en viss mengde fysiologisk NaCl-vaske, spyle ut over et avgrensa omrade pa
pasientens overflate, for deretter & suge opp, og sa ut pa agar. Denne metoden avsto vi fra &
benytte pa grunn av at den ville ta lang tid og forarsake mye sgl. Av praktiske og gkonomiske

arsaker valgte vi derfor a utfgre forsgket med tgrr svaber, vat svaber, kontaktskal og petrifilm.

Tgrr svaber:
Vi benyttet lokket av en petri-skal med diameter 5 cm, la denne pa det nyklipte

operasjonsomradet, og tegnet rundt med en sprittusj. Innenfor denne sirkelen fikk vi da et
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areal pa ca. 20 cm®. Her svabret vi med en autoklavert bomullspinne. Vi svabret fgrst hele
omrédet med den ene siden av bomullspinnen, snudde s bomullspinnen 180 grader og
svabret hele omrddet innenfor den opptegna sirkelen en gang til vinkelrett pa den fgrste
svaberretningen. Svaberprgven overfgrte vi umiddelbart til en blodagar der den ble fortynnet

ut med plast-podenél i tre fortynninger.

Vit svaber:
Eksakt samme metode som for tgrr svaber ble anvendt, men denne gangen fuktet vi

bomullspinnen med sterilt fysiologisk saltvann fgr svabringen.

Kontaktskal:
Denne metoden ble utfgrt ved & trykke en kontaktskal, med diameter 5 cm, mot den

klipte huden etter at vi hadde foretatt tgrr-og vatsvabring.

Petrifilm:
Den klebende del av petrifilmen ble trykt ned mot huden til pasienten. Denne delen ble

sa klebet ned mot den lille agar-flaten som er i tilknytning til petrifilmen.

Alle tre blodagarene og petrifilmen ble deretter inkubert aerobt ved 37°C i 12-17

timer. De ble sa avlest og sammenlignet.

Resultat
Skalene ble avlest under veiledning av en person med bakteriologisk kompetanse. Ut
fra morfologisk utseende av koloniene, mikroskopi og eventuell hemolyse, ble skalene avlest

semi-kvantitativt. Ingen av koloniene ble undersgkt med hensyn pa bakteriespecies, da vi i

15



fgrste rekke var ute etter 4 finne en metode som er enkel 4 benytte og som ville gi oss stor

sannsynlighet for & pavise patogene bakterier.

Tgrr svaber:

P4 enkelte skéler ble det ingen vekst. Andre skéler hadde flere ulike kolonier. Det ble
funnet enkelte opake, store, konvekse gul-hvite kolonier med hemolyse som kunne se ut som
Staphylococcus aureus. Enkelte skdler hadde ogsa kolonier som morfologisk lignet Bacillus
spp. I tillegg var det flere mukoide, runde, opake, gré-hvite kolonier som lignet koliforme

bakterier.

Vit svaber:
Ogsa her hadde vi skéler uten vekst. Disse var fra samme dyr som vi heller ikke hadde
vekst fra etter utseed med tgrr svaber. Her fant vi ogsa noen kolonier med hemolyse som

kunne ligne Staphylococcus aureus .

Kontaktskal:
Det klebet seg mye hér til agaren, og det var vanskelig & differensiere kolonier. Det ble
ikke pavist kolonier med hemolyse, og det var ingen kolonier som morfologisk si ut som

potensielle patogener.

Petrifilm:
Eneste petrifilm tilgjengelig var Pepton gjer agar (PGA). PGA benyttes innen
neringsmiddelhygiene for & angi totalkim, dette vaere seg pa slakt, overflater, instrumenter og

lignende. Totalkim gir oss ikke svar pa hvilke bakterier vi har tilstede, bare kvantitativt hvor
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mange bakterier som totalt forekommer. Resultatet var derfor uten verdi for vart formél, men

vi syntes det likevel var interessant & teste metoden med klebende film.

Konklusjon

Da vi valgte 4 ikke ta sekund@rutsed av noen av koloniene, var det pa visuelt
grunnlag vi valgte ut den metoden som ble aktuell for oss 4 benytte under selve prgvetakingen
senere. Ut ifra kriterier stilt under avlesing av blodskélene; antall kolonier, morfologisk
utseende, mikroskopi og hemolyse, var det svabermetodene som ga det beste resultatet. Her
var det mindre hér fra pasientene pa agaren, et stgrre antall kolonier, flere morfologisk ulike
kolonier og hemolysesoner. Forskjellen i resultat fra svabring kontra kontaktskal kan forklares
ved at man kommer dypere ned i epidermis og omradet svabres to ganger i motsetning til
kontaktskal som kun trykkes ned en gang mot hudoverflaten. Forskjellen pé det
bakteriologiske resultatet ved bruk av tgrr kontra vat svaber var liten, men det var jevnt over
flere kolonier pa blodagaren der det var sadd ut med tgrr svaber. I tillegg vil en flaske NaCl
vere steril i kun en begrenset tidsperiode etter anbrudd av flasken, og en ny flaske maétte bli

anbrutt hver dag. Ut ifra dette valgte vi & benytte tgrr svaber metoden under prgvetakingen.

Hovedundersgkelse

Valg av pasienter

Ved Norges veterinerhggskole, Institutt for smadyrsykdommer, kirurgisk klinikk,
gjennomgar omkring femten hunder kirurgisk behandling hver uke. Pasientutvalget til denne
studien var tilfeldig, etter hvert som pasientene kom inn. P4 grunn av vanskeligheter med & fa
plassert malen for prgveomradet, samt foreta en jevn og god svabring pa sma og ujevne
overflater, ekskluderte vi pasienter inne for kirurgisk inngrep pé eller omkring gyne, nese,

grer og distalt pa ekstremiteter. Prgvetakingen ble utfgrt februar — mars 2003. Det ble notert
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journalnummer, pasientnummer, rase, alder, kjgnn, grunn til kirurgisk inngrep, omréde hvor

svabring ble foretatt og tidligere antibiotikabehandling ved Norges veterinzrhggskole.

Prgvetaking

Prgvene ble tatt med tgrr svaber og umiddelbart sadd ut pa blodagar og
bromthymolblattagar (blaskal). Skédlene ble inkubert pd 37°C over natta ved Seksjon for
mikrobiologi og immunologi ved Norges veterinerhggskole. Blodskilene i 5% CO»-

atmosfzre, og blaskilene i normal-atmosfere.

Forsgksdesign

Etter 4 ha studert oversikten over sarinfeksjoner ved kirurgisk klinikk fra 1997-2002,
har vi registrert at 74% av pasientene hadde sarinfeksjoner forarsaket av Staphylococcus
intermedius, Streptococcus canis eller Escherichia coli. Disse tre hyppigst forekommende
bakteriespecies er i tillegg enkle & registrere pa blodagarskaler. Det ble pa grunnlag av dette
bestemt at vi i hovedsak skulle lete etter disse bakteriespecies ved analyse av de

bakteriologiske prgvene.

Bakteriologisk undersgkelse
Etter inkubering foretok vi sekundar utsed og mikroskopi av aktuelle kolonier, pa
grunnlag av kolonimorfologi, hemolyse-soner og vekst pa bléskal. Fra sekunder-utseeden
artstypet vi bakterieisolatene ved hjelp mikrobiologiske metoder{12}.
e Staphylococcus intermedius:
- (Direkte) mikroskopi: Gram positiv kokk
- Katalase positiv

- Oksydering/fermentering +/+
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- Koagulase positiv
- ONPG positiv/ Mannitol negativ
e Streptococcus canis:
- (Direkte) mikroskopi: Gram positiv kokk
- Katalase negativ

- Lancefield gruppering: G

e Escherichia coli:
- (Direkte) mikroskopi: Gram negativ stav
- Oksydase negativ
- Laktose positiv

- Indol, Metylfiolett, Voges-Proskauer og Citrat: + + — —

Resistenstesting

Testing av fglsomhet overfor antibakterielle midler ble utfgrt hver gang en av de
tidligere nevnte bakteriespecies ble pavist. Det ble da testet pa Miiller-Hinton agar, 37° i
normal-atmosfaere for Staph. intermedius og E. coli , og pa blodagar 37° i 5% CO2-atmosfare

for Str. canis, mot de antibiotika vi finner i testkit RES 2:

Sulfonamider
Trimetoprim
Sulfa/trimetoprim
Penicillin
Tetracyclin
Enrofloxacin
Neomycin
Kloramfenikol
Linkomycin
Polymyxin
Fucidinsyre
Cefalexin
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Resultater

I vart materiale pa 38 hunder, ble det pavist 23 hunder som hadde en eller flere av de
bakteriespecies vi undersgkte for. Totalt 34 stammer ble funnet og resistens-testet. Staph.
intermedius utgjorde den stgrste delen med 23 stammer, deretter Str. canis med 6 stammer og
E. coli, med 5 stammer. I vare utregninger ble alle intermedirt resistente stammer definert
som resistente. Av alle stammene hadde 62% ervervet resistens mot minst 2 antibiotika (E.
coli er utelukket pa grunn av naturlig resistens mot penicillin, fucidin og lincomycin). Ingen
av de aktuelle stammene var resistente mot cefalexin eller enrofloxacin. Penicillin-resistensen

var den mest fremtredende, der 14 stammer viste ervervet resistens.

Tabell 1: Prosentvis resistens av bakterieisolatene fra var undersgkelse.

E.coli Str. Canis | Staph. intermedius| Totalt
Antall stammer 5 6 23 34
Sulfonamider 20 % 33 % 52 % 44 %
Trimetoprim 0 % 33 % 17 % 18 %
Trim./Sulfa. 0% 33 % 0 % 6 %
Penicillin 100 %* 0 % 61 % 48 Jo**
Tetracyclin 20 % 33 % 26 % 27 %
Enrofloxacin 0 % 0 % 0 % 0 %
Neomycin 0 % 83 % 0 % 15 %
Kloramfenikol 0% 0 % 4 % 3%
ILincomycin 100 %* 0% 13 % 10 %**
Polymyxin 0 % 83 % 0 % 15 %
Fucidin 100 %* 83 % 21 % 34 P**
Cefalexin 0 % 0 % 0 % 0%
Sensitiv mot alt 0% 17 % 13 % 12 %
Resistent mot 3 el flere ab| 100 %* 67 % 35 % 41 %**
Resistent mot 4 el flere ab| 40 %* 33 % 9 % 14 P**

* E. coli er naturlig resistente mot penicillin, fucidin og lincomycin.
** E. coli ikke medregnet i totalen pga naturlig resistens.
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Tabell 2: Fordeling av bakteriespecies hos pasienter med registert postoperativ sarinfeksjon,

og pasienter fra var undersgkelse.

Registrerte sarinfeksjoner Var undersgkelse
1997-2002 februar-mars 2003
antall pasienter med antau pasienter med
bakteriefunn (prosent) bakteriefunn (prosent)
S. intermedius 36 (49) 21 (55)
S. canis 7 (10) 6 (16)
E. coli 18 (24) 4 (11)
Antall pasienter med 55 (74) 23 (61)
positive dyrkningsresultat )
Ingen bakterier 0 () 6 (16)
Andre bakterier 19 (26) 9 (24)
Totalt antall undersgkte pasienter 74 (100) 38 (100)
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Diskusjon

Hensikten med undersgkelsen vir var 4 isolere, og se pa resistensmgnsteret av
sdrpatogenene Staph. intermedius, Str. canis og E. coli. Prgvene ble tatt fra huden til nyklipte
pasienter under forberedelsen til operasjon ved kk, ISm, NVH. Som resultat av pilotforsgket
valgte vi & benytte tgrr bomullssvaber. Omradet ble svabret etter en standardisert mal, og vi
sddde direkte over pa blodskal og bromthymolbla(BTB)-agar. Skalene ble inkubert i
henholdsvis 37°C i 5% CO2 atmosfzre, og 37°C i normal-atmosfere.

Vi la hovedvekt pa a lete etter Staphylococcus intermedius, Streptococcus canis og
Escherichia coli, da en eller flere av disse tre bakterieartene er blitt isolert fra 74% av
pasienter med registrert postoperativ infeksjon ved ISm (tabell 2), og da man har sett
varierende grad av resistens hos disse{22}. Ettersom vi konsentrerte undersgkelsen var
omkring de tre nevnte békteriespecies, utelukket vi mange andre sarpatogener.
Bakteriespecies som Bacillius spp., Pasteurella spp., Citrobacter spp., Pseudomonas spp.,
Proteus spp. og Staphylococcus aureus har ogsa vist seg & forarsake sarinfeksjoner ved Kk,
NVH. I tillegg ekskluderte vi Micrococcus spp. og koagulase-negative stafylokokker (KNS),
som vi registrerte morfologisk pé nesten alle skaler med vekst. KNS kan vere patogene under
enkelte omstendigheter, og har vist hgy frekvens av resistens mot en rekke antibiotika. De har
ogsa vist seg & vare kilder til utveksling av resistensgener til koagulase-positive, og mer
patogene bakterier som Staphylococcus aureus{21}.

Vi fant en eller flere av de tre aktuelle bakteriespecies hos 60,5% av de 38 pasientene
vi undersgkte. Dette indikerer at det er vanlig 4 finne disse potensielt patogene bakteriene pa
hud hos hund. Postoperative sérinfeksjoner kan dermed forarsakes av bakterier som hundene
har p4 huden ved innleggelse. Staph. intermedius ble isolert fra 21 av 38 pasienter, og

forekomsten varierte ifra rikelig, til noen skdler med kun et par kolonier. Str. canis ble isolert
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fra 6 pasienter og E. coli fra 4 pasienter. Hvis vi tar utgangspunkt i at patogeniteten er
tilneermet lik for de tre bakteriespecies, og at bakteriene som forarsaker sérinfeksjon i
hovedsak kommer fra hundenes egen flora, ser man at den prosentvise fordelingen av
bakteriene fra var undersgkelse gjenspeiles i resultatene fra tidligere registrerte sarinfeksjoner
ved kk.(tabell 2). Dette kan tyde pé at de postoperative sarinfeksjonene i stor grad oppstér fra
de bakteriene hundene har pé huden.

Ved resistenstesting viser resultatene fra vare undersgkelser varierende grad av
resistens mot de antibiotika vi téstet for. Vi isolerte stammer av S. intermedius resistente mot i
hovedsak sulfonamider, penicillin, fusidinsyre og tetracykliner. 61% av S. intermedius
stammene vi isolerte var resistente mot penicillin. Dette kan bety at man har selektert frem
stammer resistente mot penicillin selv pa hudens normalflora. Undersgkelser utfgrt av Kruse
etal. i1999{16} viste at av 135 B-toksiske isolater av hud- og greinfeksjoner hos hund, var
79% resistente mot penicillin G, 49% mot tetracyklin, 34% mot fusidin, 22% mot linkomycin
0g 1% mot kloramfenikol. Siden 1993-1994 har andelen isolater fra hudinfeksjoner som er
resistente mot penicillin G gkt betraktelig. Fra humanmedisin har en undersgkelse fra
1999{11} vist at 78 % av om lag 1500 gule stafylokokk-isolater, som ble undersgkte ved
Sentralsykehuset i Sogn og Fjordane, var resistente mot penicillin. En studie av 42
blodkulturisolater av gule stafylokker fra Fylkessykehuset i Molde{ 18} viser en resistens pa
71% mot penicillin. Resistensproblemet er blitt stgrre pd humansiden, og den samme trenden
synes a utvikle seg innen veterinermedisin.

Stammer av Str. canis viste stgrst resistens mot neomycin, polymyxin og fusidinsyre.
Av E. coli-stammene vi isolerte viste samtlige resistens mot lincomycin, fusidinsyre og
penicillin, som E. coli er naturlig resistente mot. Resistens mot fusidinsyre gir igjen i var
undersgkelse. Ogsa undersgkelsen utfgrt av Kruse et al. i 1999{16}, viser at siden 1993-1994

har resistensen mot fusidinsyre gkt betraktelig hos stafylokokker. Dette kan tyde pa at den
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utstrakte bruken av fusidinsyre blant veterinarer har selektert for resistente streptokokker og
stafylokokker, og blitt et problem som kan ligne det man har innen humanmedisin. P4
humansiden er fusidinsyre mye brukt mot brennkopper, som skyldes streptokokker gruppe A
og /eller gule stafylokokker. Dette har per i dag fart til at i Norge er 30-40% av gule
stafylokokker dyrket fra vanlige brennkopper, resistente mot fusidinsyre. Av stafylokokker fra
brennkopper med blemmer er hele 60-80% resistente mot fusidin. Innen humanmedisinen
anbefaler man i dag & unnga bruk av fusidinsyre pa grunn av den utstrakte resistensen, og man
forespeiler at preparatet ikke vil ha effekt pa flere tidr{2}. Fusidinsyre er virkestoff i
preparatene Fucithalmic®, Fucidin®, Fucidin Comp® og Fuciderm®. Dette er medikamenter
mye brukt i veterin@rmedisin, men som vi om noen ar kanskje ikke vil ha effekt av.
Resistens mot kombinasjonen trimethoprim/sulfonamider er i var undersgkelse veldig
lav, selv om det er en utstrakt bruk av preparatet pa hund. Kun to bakteriestammer, begge
Streptococcus canis, viste resistens. Vi hadde heller ingen resistens mot cefalosporiner og
fluoroquinoloner. Dette er betryggende, da disse preparatene er sistevalgspreparater bade i
human- og veterina@rmedisin, og bgr derfor brukes med forsiktighet. De antibiotika bakteriene
i var undersgkelse viser resistens mot, gjenspeiler til en hvis grad samme antibiotikaresistens
som bakteriene isolert fra hud- og greinfeksjoner hos hund i Norm-Vet rapport i 1999{16}.
Ved a sammenligne resistensmgnsteret i var undersgkelse med tidligere registrerte
postoperative sarinfeksjoner, og bakteriesvabring fra miljget, prgvde vi & finne likheter i
resistensmgnsteret hos de ulike bakterieisolatene. Av Staph. intermedius-stammene i vir
undersgkelse var 61% penicillinresistente og 26% tetracyklinresistente. Ni prosent var
resistente mot 4 eller flere antibiotika. Av Staph. intermedius-stammer isolert fra
sérinfeksjoner pa kk{22}, var 86% penicillinresistente og 44% tetracyklinresistente. 19% var
resistente mot 4 eller flere antibiotika. Dette viser at Staph. intermedius-stammene i var

undersgkelse er mer sensitive enn Staph. intermedius-isolatene fra tidligere s&rinfeksjoner pa
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kk. Etter bakterieundersgkelser fra utvalgte punkter i miljget pd ISm fra 1995-2003{28 }er det
isolert multiresistente bakteriestammer, men disse inkluderer fortrinnsvis ikke de vanligste
sarpatogenene. Av alle isolerte Staph. intermedius var 38% resistente mot 4 eller flere
antibiotika i perioden fra 1995 til 2003. Ved disse undersgkelsene av miljget ble det isolert
multiresistente enterokokker, Pseudomonas sp., Enterobacter sp. og Staphylococcus
haemolyticus. Staph. haemolyticus, som er en koagulase-negativ stafylokokk, kan isoleres fra
normalfloraen hos katt{25}. Kanskje er katt reservoaret for multiresistente S. haemolyticus i
miljget pa ISm.

Man vet at muligheten for & overfgre patogener fra innlagte pasienter til miljget er
tilstede. Om man har pasienter med multiresistente bakterier, kan man fé et nosokomialt
problem. Slike pasienter er registrert ved NVH; for eksempel en newfoundlandshund som
flere ganger har vart inne ved NVH til behandling av tilbakevendende pododermatitt{20}.
Hunden hadde vert behandlet siden den var 8 mnd med ulike antibiotika som Apocillin®,
Tribrissen® og Fuciderm®, i tillegg til vask med klorhexidin og ulike homeopatiske midler,
men uten virkning. Hunden ble satt pa Cefalexin® tabletter, og det ble tatt dyrkningsprgve fra
pododermatitten. Svaret viste blandingsflora dominert av Proteus sp, enterokokker og

Streptococcus canis.

Tabell 3: Resistensmgnster til bakteriene fra newfoundlandshunden med tilbakevendende

pododermatitt.
Proteus sp |Enterococcus
Sulfa/trimethoprim S S
Penicillin R R/I
Tetracyclin R S
Enrofloxacin S S
Kloramfenikol S S
Neomycin S S/
Lincomycin R R
Polymyxin R R
Fucindinsyre R S
Cefalexin S R
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Slike pasienter, som har gjennomgatt flere behandlinger med et vidt spekter av
antibiotika, antas & utvikle resistens mot en rekke typer antibiotika. En pasient med
multiresistente enterokokker under potene kan lett overfgre bakteriene til miljget.
Enterokokker kan vokse, overleve og persistere i n&r sagt alle typer miljg. Deres naturlige
habitat tarmkanalen hos mennesker, dyr og fugl. Spesielt E. faecalis er en av de vanligste
bakterier isolert fra tarmkanalen hos mennesker{4}. Fra sykehusmiljger i USA er det gjort
flere undersgkelser av multiresistente enterokokker og nosokomiale infeksjoner. Om det
finnes resistente enterokokker i miljget, er det store sjanser for at disse blir endemiske ved &
persistere i pasientenes GI-traktus, i miljget eller pa hendene hos helsepersonell ved
sykehusene. Ved mange sykehus er det blitt isolert resistente enterokokk-stammer bade fra
miljget og fra helsepersonell ved sykehuset{10}. Wade et al. demonstrerte at enterokokker
kunne overleve minst 30 min pa hendene til personell ved sykehus. I tillegg overlevde de pa
hendene etter vask med vanlig sdpe. Rapporten viste at det eneste som desimerte antall
enterokokker til akseptabelt niva, var vask av hender med klorhexidin eller 60% isopropyl
alkohol{29}. Dette viser at bidde innlagte pasienter 0g helsepersonell kan vere kilde til
multiresistente bakterier i miljget.

Antibiotikabehandling kan fgre til resistensutvikling. Vi sjekket derfor om noen av
hundene i undersgkelsen var hadde blitt behandlet med antibiotika tidligere, og sammenlignet
deres resistensmgnster med de som ikke hadde fatt antibiotika. Det var vanskelig & fi en
fullstendig oversikt over hundenes antibiotikabehandling, ettersom eiere som oftest ikke vet
hva hunden har vart behandlet med ved andre klinikker. Vi tok derfor utgangspunkt i
hundenes journaler ved NVH. Av de 38 hundene hadde 9 fatt antibiotikabehandling ved NVH
tidligere. Sammenligning av resistensmgnsteret hos disse hundene viste ikke tegn til at

tidligere antibiotikabehandling hadde gkt bakterienes resistens mot de aktuelle virkestoffene.
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Feilkilden i denne undersgkelsen er selvfglgelig stor ettersom mange av hundene kan ha blitt
antibiotikabehandlet ved andre klinikker.

Antibiotikabruken pa kirurgisk klinikk er i dag relativt begrenset{23}. Ved elektiv
kirurgi er hovedregelen at antibiotika ikke benyttes. Profylaktisk bruk av antibiotika avgjgres
av behandlende veterinar, men anbefales ved bruk av implantater, ved rene kirurgiske
inngrep som varer mer enn 90 minutter, ved rene-kontaminerte inngrep, samt ved
kontaminerte og infiserte inngrep. I tillegg anbefales profylaktisk antibiotikabehandling pa
pasienter med hgyere risiko for postoperative infeksjoner, som for eksempel diabetes-
pasienter, hjerte-pasienter, pasienter med hypothyreose, Cushing- og sjokkpasienter. Ved
profylaktisk antibiotikabehandling benyttes cephalotin ¥ - 1 time preoperativt. Sarinfeksjoner
behandles med fgrstevalgspreparater som penicilliner og kombinasjoner av trimethoprim og
sulfonamider til dyrkningsresultat foreligger. Ved infeksjonssykdommer fglges rutiner
utarbeidet ved poliklinikken og medisinsk klinikk.

Som en konklusjon pa vér undersgkelse tyder det pa at de fleste hunder har en relativt
sensitiv bakterieflora pa huden, men at den gram positive floraen viser en hgy resistens mot
penicillin og fusidinsyre. De multiresistente bakteriene som er blitt isolerte fra
miljgundersgkelsen er sarpatogene, men viser ikke samsvar med de bakterier som er isolert
fra registrerte postoperative sarinfeksjoner ved kirurgisk klinikk, NVH. Forekomsten av
sdrpatogener pa huden varierer fra hund til hund. Enkelte hunder har rikelig forekomst av S.
intermedius pé huden i utgangspunktet, og vi anser at denne floraen har stgrre betydning for
utvikling av postoperativ sarinfeksjon enn smitte fra miljget. Dette tyder pa at bakteriene som
forarsaker postoperative sarinfeksjoner ved kk pa Norges veterinzrhggskole stammer fra
hundenes egen flora. Det avviker fra utenlandsk litteratur{6}, der det antydes at bakterier fra

miljget er infeksjonséarsaken.
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Postoperative wound infection is a troublesome complication after surgery. Factors
that may determine if wound infection will occur include host factors, surgeon skills,
nosocomial pressure, and the characteristics of bacterial contaminants. Postoperative wound
infections might lead to an increase in hospitalisation period, increased mortality, and more
frequent use of antibiotics. The consequence of this increased use of antibiotics has resulted in
a higher incidence of bacterial resistance against frequently used antibiotics, such as
penicillin, fusidic acid, and trimethoprim/sulphonamide.

Isolated wound pathogens from registered postoperative wound infections 1997-2002,
and previous findings of multiresistant bacteria in screening tests of the environment, 1995-
2003, both completed at the Department of Small Animal Clinical Sciences, Norwegian
School of Veterinary Science, made the basis for further investigation. An isolation of the
wound pathogens Staph. intermedius, Strept canis and E. coli was done from the skin of 38
preoperative canine patients. The samples were taken with swabs and cultured, identified and
tested for susceptibility to conventional antibiotics, according to standard procedures at the
laboratory of Microbiology at the Department of Pharmacology, Microbiology and Food
Hygiene. The isolated wound pathogens from the study showed diversity in sensitivity to

antibiotics, with major resistance against penicillin, fusidic acid, neomycin, lincomycin and
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polymyxin. The results of this study, indicate that canine patients admitted for surgery have a
bacterial flora relative susceptible to antibiotics, that doesn’t seem to reflect the multiresistant

bacterial species isolated from the screening tests of the environment.
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