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SUMMARY

371 samples from meat and meat-environments were collected and examined for the

detection of methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA). The structural gene for
penicillin-binding protein 2a (mecA gene), was amplified by PCR and detected by agarose
gel electrophoresis. 96 samples (25.8%), contained S. aureus and 2 of them (2.08%) were
mecA positive. Further assays are necessary to evaluate the spread of MRSA in food

and food-environments.
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INTRODUZIONE

Staphylococcus aureus € un microrganismo pa-
togeno tra quelli piu frequentemente isolati nelle in-
fezioni ospedaliere, in grado di provocare setticemie
e infezioni a carico di cute, apparato respiratorio e
tessuti molli (12). S. aureus rappresenta, inoltre, una
delle principali cause di tossinfezione alimentare in
seguito ad ingestione di alimenti contenenti entero-
tossine preformate (SE) (8).

Le maestranze rappresentano il principale ser-
batoio di S. aureus albergando il microrganismo a
livello di cute, fornice congiuntivale e mucose oro-
faringee (6). Gli alimenti piu frequentemente coin-
volti nei fenomeni tossinfettivi sono, quindi, quelli
sottoposti a notevoli manipolazioni.

Una importante ed attuale problematica sani-
taria legata a questo microrganismo ¢ la crescente
presenza di ceppi resistenti a diversi antibiotici e in

Staphylococcus aureus, Methicillin resistance, MRSA, mecA.

particolare alla meticillina.

I ceppi di S. aureus meticillino-resistenti
(MRSA) sono frequentemente isolati nelle infezioni
ospedaliere rappresentando un rischio per i soggetti
ospedalizzati e immunocompromessi (16). La pre-
valenza dei ceppi MRSA in Europa ¢ in crescita:
dallo 0,1 — 1,5% per Danimarca, Svizzera, Olanda, al
30,3 — 34,4% per Spagna, Francia, Italia (16).

Il meccanismo attraverso il quale i ceppi di S.
aureus diventano meticillino-resistenti & ’'acquisi-
zione del gene mecA che codifica una proteina di
membrana denominata Penicillin binding protein
(PBP 2a), caratterizzata da una bassa affinita per
la maggior parte dei B-lattamici (2, 3, 13).

Gli alimenti rappresentano un importante vei-
colo per la diffusione di ceppi patogeni antibiotico-
resistenti; diverse matrici alimentari quali carni avi-
cole, suine, latte e formaggi sono, infatti, risultate
contaminate da ceppi di MRSA (9, 14, 15).
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Scopo del presente lavoro & stata la ricerca e 1'i-
dentificazione di ceppi di MRSA isolati da matrici
carnee e ambienti di produzione, mediante tecniche
di biologia molecolare.

MATERIALI E METODI

Sono stati prelevati in diverse industrie alimen-
tari del Centro Italia dedite alla lavorazione e tra-
sformazione di carni (bovine, suine ed avicole), cam-
pioni di materia prima, semilavorati, prodotti finiti
e campioni ambientali. Nello specifico sono stati pre-
levati 371 campioni di cui 158 provenienti da ma-
trici carnee e 213 da ambienti di produzione (Tab.
1). I prelievi ambientali sono stati effettuati con la
tecnica dello “swabbing”.

La ricerca di S. aureus & stata condotta secondo
la metodica UNI EN ISO 6888-2, mentre l'identifi-
cazione biochimica e stata effettuata mediante il si-
stema automatizzato VITEK (bioMeri¢ux). E stata,
contemporaneamente, messa a punto ed eseguita
una PCR per I'identificazione del gene mecA modi-
ficando i protocolli di Geha et al., 1994 e Araj et al.,
1998 (1, 5). Per ogni ceppo di S. aureus sono state al-
lestite colture overnight in Tryptone Soya Broth
(TSB) (Oxoid) successivamente centrifugate e trat-
tate con 2 1 di lisostafina (10 mg/ml) (Sigma-Aldrich)
per 1 ora a 37°C. Il DNA genomico & stato estratto
mediante il kit “High Pure PCR Template Prepara-
tion Kit” (Roche) seguendo le istruzioni fornite dal
produttore.

La coppia di primer e stata sintetizzata da Eu-
rogentec (Seraing, Belgio). Il primer mecA1I (5-GTA
GAA ATG ACT GAA CGT CCG ATA A) & comple-
mentare ai nucleotidi da 318 a 342. Il primer mecA2
(5>-CCA ATT CCA CAT TGT TTC GGT CTA A) &
complementare ai nucleotidi da 603 a 627. Come
controlli sono stati utilizzati un ceppo di S. aureus
meticillino-sensibile (MSSA) (ATCC 29213) e un
ceppo MRSA (ATCC 33591).

Tab. 1. Elenco dei ceppi di S. aureus e di MRSA

Tutte le amplificazioni sono state eseguite in un
volume di 50upl contenente buffer 1X (10mM
Tris/HCI pH 8,3, 1,5 mM MgCl,, 50 mM KCI),
200uM dNTP mix, 1uM ciascun primer, 1,25U di
Taq polimerasi e 5ul di DNA.

L'amplificazione del DNA & stata effettuata me-
diante termociclatore (Eppendorf, Germania) utiliz-
zando il seguente ciclo di reazione: denaturazione
iniziale a 94°C per 4 minuti seguita da 30 cicli di
amplificazione (denaturazione a 94°C per 45 se-
condi, annealing a 50°C per 45 secondi, extension a
72°C per 60 secondi) seguiti da un allungamento fi-
nale a 72°C per 2 minuti.

I prodotti di amplificazione sono stati separati
mediante elettroforesi in gel di agarosio all’1,5% e vi-
sualizzati mediante transilluminatore UV (Bio-Rad)
previa colorazione con bromuro di etidio (Tab. 1).

RISULTATI

Dai 371 campioni complessivamente analizzati,
sono stati isolati ed identificati 96 ceppi di S. aureus
(25,8%) cosi distinti: 45 (46,8%) di origine alimen-
tare e 51 (53,1%) di origine ambientale. Tutti sono
stati saggiati per la meticillino-resistenza. Due
ceppi (2,08%) provenienti da cotoletta di pollo (TE-
CP 283) e salame (TE-SA 135) sono risultati mecA
positivi evidenziando un prodotto di amplificazione
delle dimensioni attese (391pb) (Fig. 1). Nessuno dei
ceppi ambientali & risultato positivo.

CONCLUSIONI

Infezioni sostenute da ceppi di S. aureus meti-
cillino-resistenti sono riportate in letteratura da
oltre 30 anni. Inizialmente questi episodi rappre-
sentavano un problema nosocomiale (hospital-ac-
quired, HA) colpendo categorie considerate ad ele-
vato rischio. Piu recentemente, invece, sono state de-

MATRICE CAMPIONAMENTI S. AUREUS ISOLATI MRSA
CARNE AVICOLA 34 23 (67,64 %) 1
CARNE BOVINA 52 2 (3,84%) -
CARNE SUINA 72 20 (27,77%) 1
SUPERFICI 213 51 (23,94%) -
TOTALE 371 96 (25,87%) 2 (2,08%)
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Fig. 1. Prodotti dell’amplificazione del gene mecA
comparati con il marker di riferimento
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scritte con crescente frequenza infezioni acquisite
(community-acquired, CA) in soggetti non ospeda-
lizzati né esposti a particolari fattori di rischio (3).
Lincremento della diffusione di questi ceppi, I'ete-
rogeneita dei soggetti colpiti e le difficolta terapeu-
tiche emerse hanno accresciuto, nell’'ultimo decen-
nio, 'interesse per S. aureus (14). Un’ulteriore ed at-
tuale problematica & quella relativa all’isolamento
di ceppi multiresistenti, in particolare di MRSA, da
matrici alimentari (11). Il primo focolaio di infezione
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di origine alimentare causato da MRSA, segnalato
nel 1995, si e caratterizzato, oltre che per la nuova
fonte del patogeno, anche, per I’elevato tasso di mor-
talita. S. aureus & da sempre considerato tra le piu
frequenti cause di tossinfezione alimentare; i ceppi
MRSA veicolati da alimenti rappresentano un ulte-
riore fattore di rischio per la salute pubblica (10).
Comunemente la sensibilita alla meticillina viene
valutata attraverso I'impiego di metodiche fenotipi-
che la cui attendibilita e ripetibilita variano al va-
riare dell’espressione della meticillino-resitenza. Le
tecniche di biologia molecolare per la determina-
zione del gene mecA permettono, al contrario, di
identificare correttamente tutti i ceppi in grado di
esprimere il fenotipo di resistenza (2, 3).

Il risultato ottenuto dimostra, in accordo con
altri Autori, come solo una piccola percentuale di
ceppi MRSA sia presente negli alimenti di origine
animale (14, 15). Il diffondersi della meticillino-re-
sistenza tra i vari ceppi di S. aureus e tuttavia rico-
nosciuta una emergenza a livello mondiale, soprat-
tutto in ambito ospedaliero, dove si assiste contem-
poraneamente al fenomeno di multiresistenza verso
varie molecole. La raccolta di dati epidemiologici
rappresenta un momento fondamentale nel conte-
sto della valutazione del rischio; studi approfonditi
sono pertanto necessari per meglio comprendere il
ruolo rivestito dagli alimenti come vettori di ceppi
MRSA, anche alla luce del fatto che i mangimi me-
dicati a scopo terapeutico o come promotori di cre-
scita, somministrati agli animali da reddito, possono
determinare un incremento dei ceppi antibiotico-re-
sistenti negli alimenti (4).
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