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Fattori di rischio per infezioni da stafilococchi n equini del centro Italia
Staphylococcal infections: risk factors for horses central Italy
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Pepe M., Scoccia E., Venditti G., Magistrali C. F.

Abstract. Methicillin-resistantStaphylococcus aureU$1RSA) has become a worldwide public health probl@he
first communication on MRSA infections in domestigimals concerned mastitis cases in dairy cowselgiBm in
1972. Since that time there have been reportsasic cases of infection with MRSA in a varietyather domestic
animal species such as horses, chickens, dogs a@sd The aim of this study is to evaluate the feemy of
Staphylococcuspp. and the MRSA infection and risk factors aidmn in horses. A questionnaire was used to cblle
information regarding age, gender, breed, hab@at sanitary status. The animals, divided into sgmpatic and
asymptomatic, were sampled using a nasal or pastewab (asymptomatic) or a swab taken from the ifipdesion
(symptomatic). The swabs were selectively cultfoedVIRSA, and isolated strains identified at a spedevel and for
presence ofmed gene. At least onened positive strain was isolated in 40 out to 51 ksrS. sciuriandS. lentus
were the more common speci€s.aureusisolated from one case only, tested negativerfeéd gene. A total of 164
horses were tested and 51 were found positiveStaphylococcuspp. No samples were positive for MRSA. Data
analysis showed statistical association betweestiinh and age (p<0,05 for age less than 1 yearhamber of horses
in the same stable (p<0,05 for more than 20 anjmals

Riassunta L'obiettivo del presente studio € stato quell@alutare la frequenza di infezione 8taphylococcuspp in
cavalli umbri, verificare I'eventuale presenzaSthphylococcus aureuseticillino resistente, considerato una zoonosi
emergente e valutare l'associazione tra l'infeziedeeventuali fattori di rischio. Le informazioriguardanti dati
anagrafici, habitat e stato sanitario dell'animsd@o state raccolte tramite un questionario. Ginah, suddivisi in
sintomatici ed asintomatici, sono stati sottopaspirelievo mediante tampone nasale o retropast¢aalatomatici) o
tampone dalla lesione (sintomatici). | tamponi seteti sottoposti ad esame colturale selettivoNBISA, e i ceppi
isolati sono stati identificati in base alla speeialla presenza del genged. Dei 164 cavalli esaminati 51 sono
risultati positivi per infezioni dé&taphylococcuspp e nessun positivo per MRSA. In 40/51 cavalfitaéo isolato
almeno un ceppo positivo a PCR diretta al gere®A. Le specie di Staphylococcus piu rappresentat® stateS.
sciuri e S. lentusSolo in un caso, proveniente da un animale siatiwm, € stato isolato un ceppo di S. aureus,tatul
poi negativo pemed\. L'analisi statistica ha evidenziato un'assooaei significativa tra eta (animali al di sotto
dell'anno) e numerosita di animali presenti nefllatiira.

Introduzione

Lo Staphylococcus aurews un agente patogeno primario o secondario dirgivenalattie negli
animali (nel cavallo ad esempio e implicato in gedae di patologie quali artriti, dermatiti, asaess
batteriemie, celluliti, ferite infette e metriti)reell'uomo. In quest'ultimo sono note da anni ifdeiz
sostenute da ceppi particolari di S. aureus, ergisa numerose terapie antibiotiche (Voss et al.
1995). Si tratta dei cosiddetti MRSA (Meticillin sistant Staphylococcus aure)ysresponsabili
perlopiu di gravi infezioni nosocomiali, anche nadirin pazienti immunodepressi. La gravita di
gueste infezioni risiede nel fatto che tali miclamgmi si mostrano resistenti alla maggior parte
degli antimicrobici in uso, tra cui aminoglicosianacrolidi, cloramfenicolo e tetracicline, oltre a

mostrare una tendenza a sviluppare rapidamenstarsa verso i fluorochinoloni.
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Fino a qualche anno fa gli MRSA erano considena#i tarissima causa di patologia negli animali,
la prima comunicazione di infezione da MRSA in aalindomestici ha riguardato un allevamento
di bovine da latte in Belgio nel 1972 (Devrieseakt 1972). In seguito sono stati segnalati casi di
infezioni da MRSA in animali domestici quali cavalblatili da cortile cani e gatti (Kawano et al.,
1996; Segquin et al., 1999).

Oggi gli MRSA sono considerati un problema emergeat ubiquitario di Sanita pubblica
(Tiemersma et al.,, 2004). Recentemente, inoltrem&rso come alcune specie animali, ed in
particolare il suino, possano costituire un reserper tali batteri, ed essere fonte di ceppi
emergenti di MRSA nell'uomo (Lewis et al., 2008nche la trasmissione di MRSA tra cavalli e
uomo e stata riportata, come pure e stata rilemagamaggiore prevalenza di infezione in persone
esposte a contatto con equini rispetto alla popmi@zgenerale (Anderson, 2008). Lo scopo di
guesto lavoro e stato quello di valutare la fregaedi infezione dé&taphylococcuspp in cavalli
umbri, verificare l'eventuale presenza Staphylococcus aureuseticillino resistente e valutare

l'associazione tra l'infezione ed eventuali fatthrischio.

Materiali e metodi

Sono stati prelevati tamponi nasali, cutanei e ef#tef, se presenti, di cavalli ricoverati presso
I'Universita di Perugia o provenienti da allevamddibri. Al momento del prelievo e stato
somministrato un questionario al proprietario odigtore dell'animale per raccogliere informazioni
anagrafiche dell'animale quali il sesso: femminagschio oppure castrato/sterilizzato; I'eta,
categorizzata in tre classi: inferiore ad 1 anrep,1da 5 anni, oltre 5 anni; la razza: purosangue,
trottare, sella, quarter horse. Le informazionatieke all'habitat riguardavano il tipo di struttura

cui di solito viveva l'animale (allevamento, stunét privata, maneggio) ed il numero di cavalli
presenti nella struttura, il tipo di stabulaziorX e paddock o entrambi), la convivenza con
animali di specie diversa, il tipo di attivita pripale a cui era adibito I'animale (riproduzione,
attivita sportive e/o passeggiate, riposo). In taieszione sono state raccolte anche le informazion
relative al numero di spostamenti (1, da 2 a 5,ddi8), subiti dall'animale nell'anno precedente

l'intervista ed i motivi (trasloco, riproduzioné;avero).

Un'ultima sezione del questionario ha riguardatcstimto sanitario dell’animale al momento del
prelievo del tampone e nell'anno precedente. Irstqueezione sono stati richiesti i dati relativi al
motivo del ricovero, a precedenti ricoveri e visieterinarie, alle terapie farmacologie effettuate
nei trenta giorni precedenti l'intervista e all'uBaateteri fissi nei sei mesi precedenti, all'dsan

regolare protocollo vaccinale. Lo studio e iniziab®l 2005 e si e concluso nel 2007.
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| dati sono stati rappresentati tramite analisicdds/a ed analisi bivariata. La significativita
statistica tra fattori di rischio e presenza deiribne & stata valutata coryilcon valori di g 0,05,

le associazioni sono state valutate tramite odtle (®R) con intervalli di confidenza (1.C.) del
95%. | dati sono stati analizzati con il softwar€ASA 9.1 (Stata-Corp. 2005. Stata Statistical
Software: Release 6. College Station, TX, USA).

| campioni sono stati coltivati su Oxacillin Reaiste Screening Agar Base (ORSAB, Oxoid).
| ceppi positivi sono stati isolati e caratterizzaediante test coagulasi e API Staph (Biomerieux).
Sui ceppi isolati € stato quindi effettuato un tB&R per il rilievo del genene® (Perez-Roth,
2002). Per tutte le prove sono stati impiegati caoetrollo positivo il ceppo dstaphylococcus

aureusATCC 43300 e come controllo negativo il cepp&tiphylococcus auredsTCC 25923.

Risultati

Sono stati reclutati 164 cavalli, nessuno é risolf@ositivo per MRSA (prevalenza massima con
L.C.95%=2%) ma 51 animali sono risultati infetti 8&aphylococcuspp. Complessivamente, sono
stati isolati 56 ceppi di Staphylococcus ssp. Laattarizzazione di specie ha permesso di
identificare 45 stipiti, mentre 11, tutti coagulasgigativi, non sono risultati identificabili medtanl
test impiegato. La specie piu rappresentata étaisuesser&. sciuri(22/56), seguita d&. lentus
(8/56), S. capitis(7/56), S. equorunm(6/56), S. xylosuq1/56), e in un solo caso, da un tampone
proveniente da ferité§. aureusll test PCR diretto al gemae® e stato effettuato su 50 stipiti. Di
questi, 43 sono risultati positivi e 7 negativicdppo diS. aureusa fornito esito negativo per PCR

mead.

La stima della prevalenza di infezioni 8taphylococcuspp. tra gli animali ricoverati risulta essere
di circa il 30% con intervalli di confidenza 95%ecloscillano tra il 24% ed il 39%. | tamponi

prelevati sono stati 308 di cui 140 (45,5%) cutat&B (49,7%) nasali 14 (4,5%) da lesioni ed 1
(0,3%) non specificato. La maggior parte dei caab6 pari al 65% del totale) erano femmine di
cui 34 positive ed 1 sterilizzata. | maschi sorati 8 (35%), 17 positivi mentre tra i 16 animali

castrati i positivi sono stati 2.
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Le eta degli animali suddivise per esito diagnaséiclassi di eta sono mostrate nella tabella 1.

Tabella 1: classi di eta per esito

Table 1: classes of age for result
Et3 in anni Negativi | Negativi | Positivi | Positivi Totale

n. % n. %

<lanno |6 3,7% 6 3,7% 12
1-5 38 232% |9 55% |47
>5 69 42,1% | 36 22,0% | 105
Totale 113 68,9% |51 31,1% | 164

In totale 75 (46%) cavalli erano purosangue di2fupositivi (12%), 61 (37%) trottatori di cui 24

(15%) positivi, 20 (12%) erano cavalli da sellacdi 4 (2%) positivi, i 3 (2%) quarter horse sono
risultati negativi, 5 (3%) cavalli sono stati cldi€ati come "altro” e 3 sono risultati positividgtira

1). La maggior parte degli animali proveniva dawdimenti (86 animali negativi pari al 52% e 37
positivi pari al 23%), 16 (10%) cavalli negativilé (7%) risultati positivi provenivano da strutture
private, solo 12 animali (9 negativi pari al 5% pditivi pari al 2%) provenivano da maneggi.

B Negativo B Positivo

Puirosangue Trottatore Zella Charter House Altro

Figura 1: razza equini ed esito diagnostico
Figure 1: horses race and diagnostic outcome

Di due animali, entrambi negativi, non era statacfffrata la provenienza. Quasi tutti gli animali
erano alloggiati in strutture con box e paddock8®alli negativi pari al 52%, e 42 positivi paki a

26%); i cavalli che vivevano solo in box erano 23%) negativi e 8 (5%) positivi, pochi (4
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negativi pari al 2%ed 1 positivo pari all'l%). Lehede incomplete relative a questo parametro
riguardavano 2 cavalli risultati negativi. La tdheP evidenzia i cavalli positivi e negativi in
relazione al numero di animali presenti nella stinat | cavalli che vivevano a contatto con altre
specie animali sono risultati 57 di cui 18 positj¥il%) e 39 negativi (24%); i cavalli che non
avevano contatti con altre specie sono stati 12@13%) positivi e 68 (41%) negativi; di 7 animali,

6 negativi (4%) e 1 positivo (1%), non era statacffrato I'eventuale convivenza con altre specie.

Tabella 2: Numero di soggetti conviventi per esito

Table 2: Number of cohabiting subjects, for diagicagsult
Numero di soggetti Ne%z.ﬂivi Neog/?tivi Poii.tivi Po(;itivi Totale
Il cavallo é solo 17 10,4% |6 3,7% |23
Da 1 a5 soggetti | 12 7,3% 7 4,3% 19
Da 6 a 20 soggetti | 34 20,7% |8 49% |42
Oltre 20 soggetti | 45 27,4% |28 17,1% | 73
Non specificato 5 3,0% 2 1,2% 7
Totale 113 68,9% |51 31,1% | 164

La maggior parte degli animali svolgevano prinaipahte attivita sportive o passeggiate, 79 (58
negativi pari al 35% e 21 positivi pari al 13%),katl alla riproduzione erano 76 animali (51
negativi pari al 31% e 25 positivi pari al 15%)yiposo 4 animali (1 negativo pari all'l1% e 3
positivi pari al 2%) le schede non compilate peesjufattore sono state 5 e riguardavano 3 animali
negativi, pari al 2% e 2 positivi pari all'1%. luimero di animali che si & spostato (73 animali: 54
negativi pari al 33% e 19 positivi pari al 12%) dabgo in cui abitualmente viveva, nell'anno
precedente l'intervista, € di poco inferiore a hjugte non si sono mai mossi (85 cavalli: 55
negativi, 34% e 30 positivi, 18%). | missing hamiguardato 6 animali, 4 negativi (2%) e 2 positivi
(1%). Tra gli animali che si sono spostati vi € wpeasi uniforme distribuzione del numero di
spostamenti; infatti 29 animali, di cui 19 negati¥2%) e 10 positivi (6%) si sono spostati solo 1
volta nel corso dell'anno, 22 animali, di cui 19atvi (9%) e 7 positivi (4%) da 2 a 5 volte e pliu

5 volte sempre 22 cavalli di cui 20 negativi (1284 positivi (1%).

Nella figura 2 sono illustrati i motivi degli spashenti stratificati per esito diagnostico.
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®Positivi ™ Negativi
Figura 2: motivi degli spostamenti ed esito diagicos
Figure 2: cause of displacements and diagnostidtres

Per quanto riguarda lo stato sanitario degli anindd@d (18 positivi) erano ricoverati in clinica al
momento dell'intervista; il 40% (18 animali) di eper problemi all'apparato locomotore, il 13%
per ferite (6 animali), I'11% per problemi all'apgi@ riproduttore (5 animali), il 9% (4 animali)mpe
problemi all'apparato digerente ed il 27% (12 atinpeer problemi vari. Solo 20 cavalli (8 positivi)
nei 12 mesi precedenti lintervista erano statiovwérati in cliniche universitarie.
La quasi totalita degli animali (89% pari a 146 naali di cui 43 positivi) veniva sottoposto
regolarmente ad almeno 1 visita veterinaria di m@iat all'anno. 1l 9% (15 animali di cui 7 posit)vi
solo se necessario ed un 2% (1 animale positiv@ eggativi) non ha specificato. Gli animali
trattati farmacologicamente nei 30 giorni precediensomministrazione del questionario sono stati
58 (35%) di questi 18 (11%) erano positivi. Dei l&fimali non trattati (61%) 30 sono risultati
positivi. Di 6 animali (4%), 3 positivi e 3 negativion si conosce questa informazione. | farmaci
utilizzati sono stati penicilline in 15 animali diui 7 positivi; altri antibiotici sono stati
somministrati a 4 animali di cui 2 positivi e 37iraali, di cui 9 positivi, sono stati trattati cottra
tipi di farmaci. Di 2 animali risultati negativi nosi conosce il tipo di trattamento. Cateteri fissi

sei mesi precedenti l'intervista, sono stati apylia 25 cavalli (15%) di cui 5 positivi, 124 aniina
(76%) di cui 44 positivi non hanno subito l'appimme di un catetere ed i missing (9%) si
riferiscono a 15 animali (2 positivi). Ben 142 aaim(87%) sono stati sottoposti ad un protocollo
vaccinale (42 positivi). Il 5% (8 animali) dei cdivaon e stato vaccinato regolarmente (4 positivi)

ed i missing sono stati 14 (9 negativi e 5 pogitivi
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L'analisi univariata mostra (tabella 3) una assooree statisticamente significativa tra la classe d
eta sotto l'anno e la presenza dell'infezione (OR2; limite inferiore = 1,02, limite superiore =

17,3). La numerosita di animali conviventi nellassta struttura (oltre 20 soggetti) aumenta di oltre
due volte (OR = 2,6; limite inferiore = 1,04, limitsuperiore = 6,6) la probabilita di presenza
dell'infezione degli animali. Nessun altro parametonsiderato € risultato statisticamente

significativo.

Tabella 3a: risultati analisi univariata per categaie -
Sesso
Table 3a: Univariate analysis results by categorigsx

1.C. I.C. =
Sesso OR inferiore superiore value
95% 95%
Mvs F 1,139| 0,566 2,292 0,7154
INtero vs | 4 567! 0,057 1,238 0,0698
ster/cast

Tabella 3b: risultati analisi univariata per categaie -
Eta
Table 3a: Univariate analysis results by categoriage

I.C. I.C. 5.
Eta OR inferiore superiore value
95% 95%
dalabs 1 ) ; )
anni
inferiore 1| ) 5551 1 026 17,382 0,0299
anno
olre 515 503l 0,978 5121 0,0597
annl

Tabella 3c: risultati analisi univariata per categaie -

Struttura
Table 3c:Univariate analysis results by categorldsst
structure
I.C. I.C. p.
Struttura OR | inferiore superiore value
95% 95%
Maneggio | - - - -
struttura 15 >63/ 0,436 9,748 0,3505
privata
allevamento | 1,291| 0,328 5,067 0,7139




Tabella 3d: risultati analisi univariata per categaie -
Stabulazione
Table 3d: Univariate analysis results by categories

Stabulation
I.C. 1.C. =
Stabulazione| OR | inferiore superiore value
95% 95%
Paddock 1 - - -
box 1,454/ 0,135 15,613 0,7556
Ez‘gdoc"e 1,076| 0,211 18,453 | 0,5423

Tabella 3e: risultati analisi univariata per categaoie -
Numero soggetti
Table 3d: Univariate analysis results by categories
Number of subjects

\ I.C. I.C. 5.
“ ... | OR inferiore superiore
Soggetti 95% 95% value
da6a?20
Y 19 - . .

soggetti
solo 15 0,442 5,089 0,5124
dalas 1,3 10716 8,585 0,1383
soggetti
olre 20 1, ¢44] 1,048 6,675 0,0323
soggetti

Tabella 3f: risultati analisi univariata per categarie -

Attivita
Table 3d: Univariate analysis results by categories
Activity
I.C. I.C. P-
Attivita OR | inferiore | superiore value
95% 95%
riposo 1 - - -
riproduzione | 0,163| 0,015 1,752 0,0873
attivita
sportive e 0,121| 0,011 1,324 0,0383
passeggiate

29
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Tabella 3g: risultati analisi univariata per categaie -
Condizioni specifiche
Table 3g: Univariate analysis results by categories
Specific conditions
Condizioni : IC I'C.' P-

o OR | inferiore | superiore
specifiche 95% 950 value
spostament! | 5 5451 0,323 1,289 0,2107

Nnovssi
Promiscuta | g 951 | 486 1,977 0,9567
novssi
ricovero 1,737/ 0,841 3,591 0,1311
novssi
e 22 10,763 6,339 0,1341
novssi

Discussione

Questo studio non ha identificato casi di animalfiefti da MRSA. In effetti, nonostante le
segnalazioni avvenute in questi ultimi anni soptédt relativamente ad infezioni, con lo stesso
stipite di MRSA, di cavalli e persone a contatto @ssi (Weese et al., 2005) i focolai di MRSA
sono eventi sporadici. Anche la stima della prevademassima, meno del 2%, conferma questo
dato. Molto frequenti risultano invece le infezia@ Stafilococcus spp, la maggior parte dei quali
risultati positivi a me®d (methicillin-resistant staphylococci, MRS). Il tda di prevalenza
identificato in questo lavoro, si avvicina a quangservato da Yasuda et al. (2006) in Giappone
(29%), e da Busscher et al. (2006) in Olanda (228&ntre altri autori hanno registrato prevalenze
piu elevate, ad esempio Vengust et al. (2006) avelia (46%) e Bagcil et al. (2007) in Danimarca
(50%). Infezioni sostenute da ceppi di MRS sonostgdie segnalate nel cavallo in Italia (Corrente
et al., 2005).

Per quanto riguarda le specie isolate, Busschal €2006), ha identificato le stesse specie rikeva
nel corso della presente indagine, anche in qus&b can una maggiore prevalenzasdisciurj
seguito daS. lentuse S. capitis gli stessi autori hanno descritto ceppi Staphylococcuspp.
coagulasi negativi non identificabili mediante st API, come accaduto nel corso del nostro
lavoro.

Gli MRS possono costituire di per sé un potenazislehio per la salute umana, essendo associati ad
infezioni di tipo nosocomiale (York, 1996). Inoltreeppi diStaphylococcuspp. coagulasi negativi

meticillino- resistenti sono stati identificati cenpossibile fonte di genme® per S. aureus(
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Busscher, 2006; Bagcigil, 2007; De Neeling et 2007). Le variabili identificati come fattori di
rischio sono risultate 2: la giovane eta e la nasiéd dei soggetti presenti in una stessa struttura
Cio non sorprende considerando che gli animaliaidgono in genere piu sensibili alle infezioni, e
una associazione tra infezioni da MRSA e puledgi& stata segnalata in passato (Weese et al.,
2007). La presenza di numerosi animali (piu dii2Oyna stessa struttura aumenta la possibilita di
contaminazione di mangiatoie e di abbeveratoi comum diffusione dell'infezione inoltre, viene
facilitata anche dal comportamento socievole dehlba con contatti diretti muso-muso tra animali

ed anche muso-faccia tra animale ed il personalettad

Gli eventuali ricoveri in strutture sanitarie deghimali non risultano associati alla presenza di
infezioni e probabilmente cio é legato al fatto cleavalli vengono solitamente ricoverati per gravi
problemi sanitari ed in genere, prima dell'ospedalzione, sono sottoposti a numerosi trattamenti

farmacologici.
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