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l INTRODUZIONE

La presenza di Staphylococcus aureus meticil-
lino-resistente (MRSA), in medicina, e stata se-
gnalata poco dopo che la meticillina era stata
introdotta nella clinica per la cura di infezioni
sostenute da tali microrganismi [1]. La capacita
colonizzante e l’attiva moltiplicazione degli
stafilococchi rappresentano caratteri di viru-
lenza. I fattori di rischio che contribuiscono
all’attecchimento dell’infezione sono rappre-
sentati dalla lentezza della guarigione di al-
cune infezioni ricorrenti, da trattamenti anti-
biotici prolungati, da utilizzazione di cateteri
ed ancora dalla presenza di ferite [2]. S. aureus
€ uno dei pit frequenti agenti responsabile di
mastite nella bovina da latte [3, 4], nella pecora
e nella capra ed inoltre e spesso coinvolto in in-
fezioni cutanee nel suino ed in altre specie ani-
mali [5].

Nell'uomo S. aureus & il principale agente ezio-
logico delle infezioni purulente localizzate a ca-
rico dei tessuti molli, delle ossa e di altri organi.
E responsabile soprattutto di infezioni di natura
esogena in funzione della sua capacita di
diffondere nell’ambiente causando cosi epide-
mie in comunita chiuse come ospedali, case di
cura e scuole [6, 7, 8]. Il microrganismo, in de-
terminate condizioni, esprime una elevata viru-
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lenza in grado di esasperare il processo infiam-
matorio fino a portare a morte 1'ospite.
Durante il trattamento terapeutico delle infe-
zioni da stafilococchi con meticillina e B-latta-
mici in generale, puo verificarsi 'insorgenza di
ceppi meticillino-resistenti tanto che sono stati
segnalati MRSA nel cane [9], nel cavallo e nelle
bovine da latte [4].

Nell'uomo i ceppi MRSA sono temibili pato-
geni specialmente in campo ospedaliero ed in-
numerevoli sono le epidemie riportate in bi-
bliografia [7]. Recentemente & stato dimostrato
che le vie di trasmissione possono essere preva-
lentemente due, una diretta da paziente a pa-
ziente e l'altra, indiretta, tramite il personale sa-
nitario [10, 7].

La resistenza alla meticillina insorge per la pre-
senza del gene mecA che codifica per una Peni-
cillin Binding Protein (PBP2a) che ha una bassa
affinita per i composti B-lattamici [11]. La resi-
stenza a meticillina e oxacillina, antibiotico si-
milare di frequente impiego in patologia veteri-
naria, e solitamente associata ad un analogo
comportamento nei confronti di un elevato
range di antibiotici [12] tanto da poter compro-
mettere gli interventi terapeutici che, relativa-
mente alla mastite bovina, rappresentano il me-
todo piut efficace per il controllo della malattia.
Gli isolati MRSA, nell'uomo, sono stati segna-




lati, negli ospedali europei sin dagli anni "60,
diffondendo poi anche in ambiente extra ospe-
daliero [13] tanto che, allo stato attuale, il 25%
dei ceppi di S. aureus che causano infezioni no-
socomiali sono stipiti MRSA.

Lo scopo di questa indagine e stato quello di in-
dividuare la presenza di ceppi MRSA isolati sia
da campioni umani che animali e di sottoporre
tali stipiti ad indagine molecolare del DNA cro-
mosomico tramite PFGE.

Bl MATERIALI E METODI

Stipiti batterici

Dal secreto mammario di bovine con mastite
subclinica, nel periodo compreso tra 1996-1999,
sono stati isolati 223 stipiti di Staphylococcus au-
reus. Da pazienti ricoverati nei diversi reparti
dell’Ospedale di Perugia, nel periodo compreso
tra 1984-1998, sono stati scelti, tra gli isolati, 83
stipiti di S. aureus.

II materiale patologico veniva seminato in Nu-
trient Agar con aggiunta di sangue ovino al 5%
ed in Mannitol Salt Agar (Oxoid, Milano). I mi-
crorganismi isolati sono stati identificati me-
diante tests della coagulasi e Dnasi, API Staph
(bioMerieux, France) e Sceptor System (Becton
Dickinson).

Staphylococcus aureus ATCC 25923 e ATCC 8325
sono stati utilizzati in tutte le prove come stipiti
di referenza.

Meticillino-resistenza

Gli stipiti sono stati coltivati in Mueller Hinton
Agar (Oxoid, Milano). Successivamente veni-
vano prelevate 4-5 colonie isolate e seminate in
Nutrient Broth (Oxoid, Milano) fino a raggiun-
gere la torbidita di 0.5 McFarland in 2-8 ore
circa a 37°C. Una aliquota, 0.01 ml, veniva di-
luita in 10 ml di soluzione salina e 3 ml veni-
vano distribuiti sulla superficie di una piastra
Mueller Hinton Agar [14] sulla quale venivano
poste le strisce di nitrocellulosa contenenti Me-
ticillina (E-test, Oxoid, Milano) per la determi-
nazione della Concentrazione Minima Inibente
(MIC) espressa in pg/ml. Le colture venivano
incubate a 35°C per 24 ore e gli stipiti di S. au-
reus venivano considerati resistenti (MRSA) se
presentavano una inibizione uguale o superiore
a 16 ug/ml.

La presenza del gene mecA ¢ stata evidenziata
mediante PCR [15].

La purificazione del DNA ¢ stata ottenuta me-
diante QIAmp tissue Kit (Quiagen, Hilden,

Germany). L’amplificazione del gene mecA &
stata realizzata con l'impiego dei primers
mecAl (5-AAA ATC GAT GGT AAA GGT
TGG C) e mecA2 (5- AGT TCT GCA GTA CCG
GAT TTG C) che evidenziano un prodotto di
PCR di 533bp [16]. L’amplificazione del DNA &
stata eseguita secondo quanto descritto da Un-
geheuer nel 1994 [17].

L’elettroforesi del DNA é stata realizzata su gel
di agarosio 2% e sottoposta a colorazione con
etidio-bromuro e fotografata sotto esposizione
di una luce a raggi UV.

Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE)

Gli stipiti MRSA sono stati caratterizzati con il
metodo della macrorestrizione con Sma I (Cel-
bio, Milano) risolta mediante elettroforesi pul-
sata [18]. I batteri venivano fatti sviluppare in
10 ml di Trypticase Soy Broth (Oxoid, Milano)
a 37° per 24 ore, centrifugati a 2000 g per 10 mi-
nuti ed il pellet ottenuto risospeso in PIV buf-
fer [NaCl 1M, Tris-HCI 10mM, pH 7.6 (Celbio-
Pierce, Milano)]. Una aliquota di 0.5 ml, di
quest’ultima sospensione, veniva mescolata ad
una uguale quantita di Incert Agarose (low
melting) 1% (FMC - SPA div. BIOSPA, Milano)
per 'allestimento dei plugs. Ad ogni plug ve-
niva aggiunto 1 ml di soluzione di lisi [Tris-
HCI 10 mM, pH 7.5, NaCl 50 mM, EDTA 100
mM, pH 7.5, Na-Deoxycholate 0.2%, Na-lau-
royl-sarcosina 0.5%, Lysozima 5mg/ml, Lyso-
staphin 25 ul/ml (Sigma-Aldrich, Milano)] e
venivano posti ad incubare a 37°C per 24 ore
in agitazione. La soluzione di lisi veniva sosti-
tuita con un tampone di digestione proteica
[EDTA 0.5 M, pH 8.0, Na-lauroyl-sarcosina
1%, Proteinasi K 0.5 mg/ml (Sigma-Aldrich,
Milano)] e posta ad incubare a 50°C per 48 ore
sotto agitazione. I plugs venivano lavati con
TE [Tris HC1 10 mM, pH 7.5, EDTA 1mM, pH
8.0] e PMSF [Phenyl-methyl-sulphonyl-fluo-
ride (Celbio, Milano) 20 mg/ml in isopropa-
nolo] e ancora tre volte con TE. In seguito i
plugs venivano sottoposti a digestione enzi-
matica in una miscela di H,O sterile, spermi-
dina (1 mM), Smal 100U (Celbio, Milano) per
un volume finale di 250 ul, per 24 ore circa a
25°C ed utilizzati per l'elettroforesi pulsata su
gel di agarosio 1% Fast Lane (FMC - SPA div.
BIOSPA, Milano) a 14°C in tampone TBE (Tris-
Borato EDTA, pH 8.5) autoalgoritmo per 24
ore. Lo standard usato era Lambda Ladder
(Biorad Lab., Hercules, Ca, USA). La PFGE ve-
niva effettuata con il sistema CHEF Mapper
(Biorad Lab., Hercules, Ca, USA). I patterns
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elettroforetici sono stati acquisiti me-
diante telecamera (Gel-Doc 1000, Bio-
rad Lab.) nel software Molecular
Analyst Finger Printing (Biorad) e
analizzati con il programma MA Fin-
gerprinting (Biorad Lab.) per gene-
rare un dendrogramma di similarita
[18].

I coefficienti di similarita (S,,) veni-
vano calcolati direttamente dal
software. I S,; andavano da 0 ad 1,
dove 0 indicava che i patterns non
erano correlati e 1 che i patterns erano
strettamente correlati.

B RISULTATI

I 306 isolati di Staphylococcus aureus
presentavano caratteri chimico-meta-
bolici omogenei.

Dei 223 stipiti esaminati, provenienti
dalla patologia veterinaria, 32 (14.34%)
hanno espresso resistenza a meticillina
mentre degli 83 stipiti di origine
umana, 53 (63.8%) erano MRSA.
Quaranta stipiti MRSA e 20 MSSA, de-
rivanti in parti uguali dalla patologia
umana e veterinaria, nei quali & stata
verificata la presenza del gene mecA
mediante PCR allo scopo di confermare
i risultati ottenuti con E-test e Sceptor
System, sono stati sottoposti a PFGE.
In seguito ai risultati della PFGE, lo stu-
dio della similarita genomica degli sti-
piti MRSA, visualizzato mediante den-
drogramma (Figg. 1 e 2), ha mostrato
che i ceppi di origine umana e veterina-
ria erano diversi. Gli isolati provenienti
dall'uomo esprimevano, tra loro, una
elevata similarita mentre tra gli stipiti
di origine animale solo due ceppi erano
risultati identici (Tabella 1).
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Figura 1 - Staphylococcus aureus (MRSA) di origine umana:
dendrogramma di similarita.
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Figura 2 - Staphylococcus aureus (MRSA) di origine animale:
dendrogramma di similarita.

Tabella 1 - Staphylococcus aureus: similarita genomica degli isolati dalla patologia umana ed animale.

Indistinguibili | Strettamente correlati | Probabilmente correlati | Non correlati Totale
MRSA
Isolati umani 6 6 6 2 20
Isolati animali 2 2 0 16 20
MSSA
Isolati umani 2 8 2 3 10
Isolati animali 0 2 2 6 10
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I CONCLUSIONI

Uno dei microrganismi maggiormente diffuso
in natura e responsabile di malattie, sia
nell'uomo che negli animali, e Staphylococcus
aureus capace di indurre infezioni spesso di dif-
ficile soluzione in sede di terapia [19]. L'uso in-
discriminato degli antibiotici ha indotto Staphy-
lococcus aureus a modificare la sua struttura ge-
nomica e a produrre da parte del gene mecA
una proteina, PBP2a, a bassissima affinita per
gli antibiotici B-lattamici con conseguente com-
parsa di stipiti meticillino-resistenti [20, 18].
Uno dei problemi da affrontare & la scelta di un
metodo di identificazione degli stipiti di stafilo-
cocco. I ceppi MRSA non sono facilmente iden-
tificabili neppure con il set internazionale di
fagi e si € pertanto ritenuto opportuno sosti-
tuire le metodiche convenzionali con quelle di
biologia molecolare, come la PFGE o la reazione
a catena della polimerasi, che utilizzando i pri-
mers mecAl e mecA2, identifica una sequenza di
533 bp, specifica per gli stipiti MRSA [14].
Poiché in patologia umana é stato verificato che
stipiti MRSA provenienti da continenti diversi
erano classificati indistinguibili [21, 22] ¢ stato
ritenuto opportuno confrontare stipiti di ori-
gine umana e veterinaria, nello stesso contesto
territoriale, per verificare se si fossero realizzate
le stesse condizioni.

Gli stipiti di origine animale provenivano da al-
levamenti dislocati in territori diversi e tale si-
tuazione non giustifica 1'assenza di similarita
genomica tra loro poiché, in medicina umana,
stipiti MRSA classificati indistinguibili, sono
stati rinvenuti anche a distanze notevoli [21, 22].
Nello studio comparativo effettuato tra i 40 sti-
piti MRSA ed i 20 MSSA non esiste alcuna si-
milarita genomica cosi come non sono state evi-
denziate analogie tra gli stipiti MRSA prove-
nienti dalla patologia veterinaria ed umana.

I risultati hanno consentito di evidenziare solo
due stipiti MRSA di origine veterinaria che po-
tessero essere considerati geneticamente iden-
tici e altri due strettamente correlati mentre in
patologia umana gli stipiti indistinguibili (n. 6)

e strettamente correlati (n. 6) hanno fatto ipotiz-
zare la presenza di un clone dominante in
quanto esiste una stretta correlazione tra ceppi
isolati in anni, reparti e pazienti diversi tanto
che uno stipite del 1984 e risultato genetica-
mente identico ad un isolato nel 1991.

Al di la delle similarita genomiche le problema-
tiche della meticillino resistenza interessano in-
differentemente entrambe le patologie, veteri-
naria e umana.

L’elettroforesi pulsata viene considerata da
molti autori il gold standard per la tipizzazione
molecolare di un ampio range di microrganismi
e per numerosi batteri patogeni si & dimostrata
altamente discriminatoria e paragonabile, se
non superiore, ad altri metodi [16, 18, 4].

I risultati dell'indagine, pur condizionati da un
numero modesto di stipiti, confermano la pre-
senza di MRSA nel bovino e mostrano la
grande variabilita genomica anche all'interno
di ceppi meticillino-resistenti i quali potrebbero
diffondere dagli animali nell’ambiente coinvol-
gendo altri animali oltre l'uomo [20]. Inoltre,
sempre a dimostrazione della complessa strut-
tura somatica di S. aureus, si rileva un compor-
tamento opposto tra la omogeneita espressa
dall’analisi chimico-metabolica e la disugua-
glianza genomica, che rappresenta l’elemento
che meglio caratterizza il batterio.

Dallo studio degli MRSA provenienti da vari
reparti ospedalieri risulta che esiste una elevata
omologia tra alcuni stipiti da far supporre l'esi-
stenza di un clone comune da cui potrebbero
derivare gli isolati. Tale clone e prevalente, da
almeno 15 anni, nell’Ospedale Monteluce di Pe-
rugia dove determina epidemie ricorrenti (dati
non pubblicati) tanto da ipotizzare una coloniz-
zazione del personale sanitario che fungerebbe
in tal modo da serbatoio e da veicolo.

Lo studio molecolare dei ceppi MRSA sottoli-
nea la necessita di intraprendere misure atte a
monitorare gli isolati clinici in modo da poter
intervenire con efficacia per interrompere la ca-
tena epidemiologica.

Key words: Staphylococcus, MRSA, PFGE.
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Obiettivi: La ricerca si & proposta di verificare
la presenza di stipiti di Staphylococcus aureus
meticillino-resistenti (MRSA) nel bovino e
nell'uomo e studiare le relazioni genomiche
mediante il confronto dei pattern di restri-
zione del DNA.

Metodi: Dagli animali e dall'uomo sono stati
isolati rispettivamente 223 e 83 stipiti di S. au-
reus, e testati nei confronti di meticillina con E-
test. I ceppi MRSA venivano caratterizzati con
il metodo della macrorestrizione con Smal ri-
solta mediante elettroforesi pulsata (PFGE).
Risultati: Trentadue (14.34%) isolati di origine
animale e 53 (63.8%) di origine umana erano
resistenti a meticillina. La PFGE ha mostrato
che i ceppi di origine veterinaria ed umana

RIASSUNTO

erano diversi. Gli isolati provenienti dall'uomo
esprimevano, tra loro, una elevata similarita
mentre tra gli stipiti di provenienza animale
solo due erano identici.

Conclusioni: La meticillino-resistenza inte-
ressa indifferentemente sia la patologia vete-
rinaria che umana. Gli MRSA di origine
umana sono, in percentuale, superiori a
quelli di origine animale. Gli isolati dal bo-
vino mostrano una grande variabilita geno-
mica mentre, in patologia umana, le nume-
rose correlazioni fanno supporre la presenza
di un clone dominante. La PFGE si puo con-
siderare una metodica di riferimento per la ti-
pizzazione molecolare e lo studio epidemio-
logico di MRSA.

Background: The aim of the research was to isolate
and to identify the methicillin-resistant Staphylo-
coccus aureus (MRSA) strains from cattle and
human and to determine their genetic relatedness
comparing the DNA restriction patterns.
Methods: Strains of Staphylococcus aureus
were isolated from animals (223 strains) and hu-
mans (83). The E-test was applied to determine
methicillin-resistance. The restriction patterns of
DNA were carried out with pulsed field gel elec-
trophoresis (PFGE).

Results: Thirty two (14.34%) from animals and
53 (63.8%) from men strains of S. aureus showed
resistance to methicillin. PEGE demonstrated that

SUMMARY

the strains from human and veterinary pathology
are different. The microrganisms isolated from
men revealed, among them, an high similarity
while only two strains, from animals, were consi-
dered identical.

Conclusions: The resistance to methicillin invol-
ved both human and veterinary pathology. The hu-
man MRSA strains were higher than the animals
ones. The strains isolated from animals showed a
large genomic variability while in man the number
of indistinguishable microrganisms, induces to
suppose the existence of a prevalent clone. PFGE
could be considered the gold standard for mole-
cular characterisation of MRSA isolates.
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