Le Infezioni in Medicina, n. 2, 82-89, 2001
Lavori
originali

Original
articles

Epidemiologia della meticillino-
resistenza negli Stafilococchi isolati
in reparti a rischio ed effetti

della vancomicina sulla espressione
della meticillino-resistenza

Epidemiology of methicillin-resistance among Staphylococci
strains isolated in risk units and effects of the vancomycin on
the expression of methicillin-resistance

Simona Roveta, Elisabetta Tonoli, Anna Marchese, Gian Carlo Schito
Istituto di Microbiologia, Universita degli Studi di Genova

l INTRODUZIONE

S. aureus rappresenta il microorganismo Gram-
positivo pili frequentemente isolato da emocol-
tura (22.8%), seguito da Stafilococchi coagulasi
negativi (13.3%) e da enterococchi (9.4%) [1].

I ruolo sempre pit dominante degli Stafilococ-
chi nelle infezioni gravi e l’allarmante diffon-
dersi dell’antibiotico-resistenza ha reso il tratta-
mento delle infezioni sostenute da questi germi
uno tra gli argomenti pitt discussi dell’ultimo
decennio [2].

Virtualmente negli anni ‘40, epoca di introdu-
zione della penicillina, tutti gli Stafilococchi ri-
sultavano sensibili a questa molecola, ma sola-
mente 5 anni dopo il 50% dei microorganismi
saggiati avevano acquisito la capacita di resi-
stere alla penicillina grazie alla produzione di
penicillinasi.

Nel 1960 la disponibilita della meticillina (peni-
cillina sintetica, resistente alle B-lattamasi) sem-
bro aprire un nuovo capitolo nella terapia anti-
biotica. Tuttavia, entro un anno dall’introdu-
zione della meticillina vennero descritti prima
in Europa e successivamente negli USA i primi
microorganismi resistenti [3]. La resistenza alla
meticillina & dovuta al gene mec che codifica per
una PBP 2A alterata, che permette al microor-
ganismo non solo di crescere in presenza di me-
ticillina, ma anche di tutti i B-lattamici [4]. A
partire dagli anni ‘80 il numero delle segnala-
zioni riguardanti Stafilococchi meticillino-resi-
stenti (MRS) sono andate moltiplicandosi in
tutto il mondo [5, 6].

Un'ulteriore aggravante per quanto riguarda il

problema della meticillino-resistenza e che so-
vente questa resistenza si accompagna ad in-
sensibilita a diverse altre classi di antibiotici
quali: fluorochinoloni, macrolidi ed aminogli-
cosidi [5], rendendo il trattamento delle infe-
zioni sostenute da tali germi estremamente dif-
ficile. I glicopeptidi, mantenendo un’ottima at-
tivita nei confronti di questi microorganismi
hanno rappresentato nell’ultimo decennio la
principale risorsa efficace per il trattamento di
germi MR e multi-resistenti [5]. Tuttavia, a par-
tire dal 1997 sino ad oggi sono stati descritti sei
casidi S. aureus MR (1 in Giappone, 4 negli USA
ed 1 in Francia) con ridotta sensibilita a vanco-
micina e talvolta anche a teicoplanina (GISA)
[7-11].

Sempre a partire dal 1997 sono stati identificati
S. aureus MR etero-resistenti alla vancomicina
(h-VISA) in diverse parti del mondo (Giappone,
USA, Spagna, Italia, Germania) e con diversa
incidenza [12-16].

Poco ¢ noto circa il meccanismo di resistenza ai
glicopeptidi negli stafilococchi. Non é chiaro in-
fatti se lo sviluppo di resistenza a queste mole-
cole (che agiscono a livello di parete) sia favo-
rito negli Stafilococchi MR in quanto gia carat-
terizzati dalla produzione di un enzima di pa-
rete alterato o se la descrizione di GISA solo tra
ceppi MR sia dovuta al fatto che i glicopeptidi
trovano largo impiego soprattutto nei confronti
di questi germi.

Al fine di chiarire alcune problematiche riguar-
danti la meticillino-resistenza tra cui la sua evo-
luzione ed il possibile rapporto tra i meccani-
smi di resistenza a meticillina e glicopeptidi &




stato eseguito il presente studio, i cui obiettivi

possono essere cosi riassunti:

1) Valutare l'incidenza di meticillino-resistenza
ed etero-resistenza ai glicopeptidi in S. au-
reus, S. epidermidis e altri Stafilococchi coagu-
lasi-negativi circolanti in reparti a rischio e
valutare la sensibilita ad altre molecole di
ampio uso.

2) Valutare dopo quanti giorni di trattamento in
vitro con glicopeptidi i ceppi MR circolanti in
questi reparti possano sviluppare resistenza
ai glicopeptidi e se esistono dei cloni di S. au-
reus MR ampiamente diffusi che piu facil-
mente di altri possano evolvere verso la resi-
stenza.

3) Verificare se la capacita di acquisire resi-
stenza in vitro ai glicopeptidi & una caratteri-
stica tipica dei ceppi meticillino-resistenti o
puo essere estesa a tutti gli Stafilococchi indi-
pendentemente dalla sensibilita ai B-latta-
mici.

4) Valutare la correlazione tra effetto dei glico-
peptidi e resistenza alla meticillina in pre-
senza e assenza di sale.

B MATERIALI E METODI

Microorganismi

Sono stati studiati 400 Stafilococchi (152 S. au-
reus, 76 S. epidermidis e 72 Stafilococchi coagu-
lasi negativi) isolati presso I'Istituto di Micro-
biologia dell’Universita di Genova nel periodo
Gennaio 2000 - Ottobre 2000 da pazienti ricove-
rati in reparti a rischio. Non sono stati inclusi
nello studio ceppi ripetitivi provenienti dallo
stesso paziente. Gli isolati clinici sono stati
identificati con il sistema biochimico API Staph
system (BioMeriéux Italia S.p.A., Roma).

I ceppo S. aureus ATCC 29213 e stato aggiunto
nei saggi di sensibilita come controllo.

Saggi di sensibilita agli antibiotici

Le minime concentrazioni inibenti (MIC) sono
state determinate con il metodo della microdi-
luizione in brodo Mueller Hinton (MH) supple-
mentato con Ca++ e Mg++ ed interpretate se-
condo le linee guida suggerite dal National
Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS, 2000) [17].

Antibiotici

Le polveri di cloramfenicolo, cotrimossazolo,
penicillina, rifampicina, teicoplanina e vanco-
micina sono state acquistate dalla Sigma-Al-
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drich, Milano. L’eritromicina e stata fornita da
Abbott SpA, Campoverde, (LT) ed amoxicil-
lina/clavulanato da SmithKline Beecham, Mi-
lano. Ciprofloxacina e gentamicina sono state
ottenute dalla farmacia dell’Ospedale San Mar-
tino di Genova.

Ricerca del determinante genetico mecA
mediante PCR

Il gene mecA e stato identificato mediante am-
plificazione genica utilizzando primers specifici
e condizioni di PCR descritti da de Lencastre et
al., 1996 [18].

“Screening” per la ricerca di possibili

S. aureus resistenti (VISA) ed etero-resistenti
alla vancomicina (etero-VISA)

Lo “Screening” per la ricerca di possibili S. au-
reus resistenti ed etero-resistenti alla vancomi-
cina e stato condotto con la seguente metodica
modificata da Hiramatsu e coll., 1998 [12].

Le colture dei microorganismi cresciute “over-
night” sono state portate a densita ottica di
0.150 a 540 nm. Di queste sospensioni 10ul sono
stati inoculati su piastre di Brain Heart agar
(BHA), contenenti 6 mg/L di vancomicina. Le
piastre sono state incubate a 37 °C per 48 ore e
controllate per la crescita dopo 24 e 48 ore. L'as-
senza di crescita batterica entro 48 ore e stata
considerata indice di totale sensibilita alla van-
comicina, mentre se dopo 24 ore di incubazione
il ceppo dava origine a crescita confluente ve-
niva considerato un potenziale ceppo resistente
alla vancomicina. Se un numero contabile di co-
lonie (da 1 a 30) era presente dopo 48 ore di in-
cubazione, il ceppo veniva classificato come un
possibile etero-VISA. La condizione di vanco-
micino-resistenza veniva considerata definita
se il ceppo possedeva una MIC di 8mg/1 (NC-
CLS 2000) [17], quella di eteroresistenza veniva
considerata definita se il ceppo produceva sub-
cloni resistenti (MIC = 8mg/l) con una fre-
quenza >10".

II test di screening e le MIC sono stati eseguiti
anche con terreni addizionati con il 4% di clo-
ruro di sodio.

Analisi delle popolazioni

L’analisi delle sub-popolazioni resistenti & stata
eseguita piastrando 50ul di una sospensione
con densita ottica di 0.3 a 540 nm e sue succes-
sive diluizioni su piastre di BHI agar contenenti
concentrazioni scalari di vancomicina (da
1mg/L a 10mg/L). Dopo incubazione per 48
ore il numero delle colonie veniva contato. Il




numero di cellule resistenti contenuto in 50ul
della sospensione batterica iniziale veniva cal-
colato e riportato su grafico semi-logaritimico
[12].

Selezione di ceppi resistenti mediante
pressione selettiva a piul passaggi

La selezione dei mutanti vancomicino- o teico-
planino-resistenti su 100 ceppi (50 meticillino-
resistenti e 50 sensibili) e stata effettuata utiliz-
zando la tecnica di “step-pressure selection”
descritta da Sieradzky et al. [19].

Elettroforesi in campo pulsato (PFGE)

La preparazione del DNA cromosomico di S.
aureus e la PFGE sono stati eseguiti come de-
scritto da de Lancastre et al. [20], per I’elettrofo-
resi e stato utilizzato 'apparecchio CHEF-DRII
(Biorad, Milano) con le seguenti condizioni di
corsa: 200V a 11 °C per 23 ore, rampa iniziale 1
sec. e rampa finale 30 sec. I profili di restrizione
sono stati interpretati secondo Tenover et al.
[21].

B RISULTATI

Incidenza di meticillino-resistenza e resi-
stenza ad altri antibiotici

Nel periodo tra Gennaio ed Ottobre 2000, sono
stati isolati 400 Stafilococchi da reparti a rischio
(192 centro trapianti, 102 nefrologia centro dia-
lizzati, 68 rianimazione, 35 neurochirurgia). Il
63% dei microorganismi era costituito da S. au-
reus, il 19% da S. epidermidis ed il rimanente
18% da altri stafilococchi coagulasi negativi
(OCNS). Le percentuali di meticillino-resi-
stenza sono risultate: 52% (S. aureus), 55% (S.
epidermidis) e 54% (Stafilococchi coagulasi-ne-
gativi). In Tabella 1 sono riportati i dati di sen-
sibilita dei 400 microorganismi a diversi anti-
biotici. Nei confronti di tutti gli Stafilococchi
MR teicoplanina e vancomicina sono risultate
le molecole piu efficaci in vitro (100% di ceppi
sensibili), seguite da rifampicina (76.3%) e co-
trimossazolo (73.3%); mentre ciprofloxacina,
eritromicina, clindamicina e gentamicina erano
caratterizzate da percentuali di sensibilita infe-
riori al 15%. Le percentuali di sensibilita per
questi ultimi antibiotici sono risultate piu ele-
vate per S. epidermidis MR (da 33.3% a 52.3%).
Anche nei confronti di altri Stafilococchi coa-
gulasi-negativi MR cotrimossazolo e rifampi-
cina sono emerse come le molecole pit1 potenti
dopo i glicopeptidi.

Ricerca del determinante genetico mecA
mediante PCR

Tutti i ceppi identificati fenotipicamente come
meticillino-resistenti sono risultati positivi me-
diante amplificazione genica per il determi-
nante mecA confermando i dati di sensibilita in
vitro (Tabella 1).

“Screening” per la ricerca di possibili
Stafilococchi MR e MS intermedi (VISA) ed
etero-resistenti alla vancomicina (etero-VISA)
e analisi delle popolazioni

Dei 400 ceppi isolati (212 MR e 188 MS), 8 (2 S.
aureus MR, 3 S. epidermidis MR, 3 OCNS MR)
sono risultati positivi al test preliminare per la
resistenza alla vancomicina.

Aggiungendo NaCl al terreno per lo screening
il numero dei ceppi positivi &€ aumentato signi-
ficativamente (da 8 a 23). Le MIC alla vancomi-
cina (in presenza ed assenza di NaCl) hanno
pero evidenziato 1’assenza di ceppi VISA. In se-
guito all’analisi delle popolazioni solo un ceppo
di S. aureus MR (0.8% di tutti gli S. aureus MR) &
risultato produttore di sub-cloni con MIC alla
vancomicina di 8 mg/L con una frequenza pari
a circa 1X10° (etero-VISA), (Tabelle 2-3).

Selezione di ceppi resistenti ai glicopeptidi

in Stafilococchi MR e MS mediante pressione
selettiva a pin passaggi

30 S. aureus MR, 30 S. aureus MS, 20 S. epidermi-
dis MR e 20 S. epidermidis MS sono stati sottopo-
sti a passaggi successivi in concentrazioni cre-
scenti di vancomicina. 57 ceppi (23 S. aureus
MR, 13 S. aureus MS, 15 S. epidermidis MR e 6 S.
epidermidis MS), hanno acquisito ridotta sensibi-
lita ai glicopeptidi (Tabella 4). In particolare i
ceppi con MIC alla vancomicina uguale a 8
mg/L sono stati ottenuti solo quando sono state
utilizzate per la pressione selettiva concentra-
zioni superiori a 16 mg/L.

Confronto fra ceppi MR e MS intermedi alla
vancomicina dopo selezione

1 57 ceppi selezionati in vitro con MIC alla van-
comicina pari a 8 (VISA), sono stati saggiati
nuovamente per la sensibilita all’oxacillina, me-
ticillina e teicoplanina. Circa il 50% dei VISA ot-
tenuti dimostrava ridotta sensibilita alla teico-
planina indipendentemente dalla meticillino re-
sistenza (Tabella 4).

Per quanto riguarda il livello di resistenza alla
meticillina sono stati identificati: Stafilococchi
con sensibilita o resistenza alla meticillina non
variabile in seguito al trattamento con vancomi-




Tabella 1 - Minime concentrazioni inibenti di alcuni antibiotici nei confronti di 400 Stafilococchi isolati nell'anno
2000 da reparti a rischio.

Microorganismo Antibiotico Range MIC50 MIC90 %S
S. aureus MR Eritromicina <0.12->64 >64 >64 6.9
(131) Clindamicina <0.12->64 >64 >64 14.8
Gentamicina 0,25->64 >64 >64 13.8
Rifampicina <0.12->64 2 >64 76.3
Ciprofloxacina <0.12->64 >64 >64 10.3
Co-trimossazolo 0.5-8 73
Teicoplanina 0.25-8 1 4 100
Vancomicna 0.25-4 2 4 100
S. aureus MS Penicillina <0.12-16 2 16 15.4
(121) Amoxi/clavulanato <0.12-8 0.5 4 100
Eritromicina <0-12->64 0.25 >64 88
Clindamicina <0.12->64 <0.12 1 95
Gentamicina <0.12->64 1 4 100
Rifampicina <0.12->64 <0.12 1 100
Ciprofloxacina <0.12->64 0.5 1 97
Co-trimossazolo 0.5-8 1 2 99
Teicoplanina 0.12-8 0.5 4 100
Vancomicina 0.25-4 1 2 100
S. epidermidis MR Eritromicina <0.12->64 >64 >64 33.5
(42) Clindamicina <0.12->64 >64 >64 41.2
Gentamicina 0.25->64 2 >64 52.9
Rifampicina <0.12->64 2 >64 58.8
Ciprofloxacina <0.12->64 4 >64 41.2
Co-trimossazolo 0.5-16 1 8 69.6
Teicoplanina <0.12-8 2 4 100
Vancomicina 0.25-4 2 2 100
S. epidermidis MS Penicillina <0.12-16 1 8 11.1
(34) Amoxi/clavulanato <0.12-2 0.25 1 100
Eritromicina <0.12->64 0.5 >64 68
Clindamicina <0.12->64 0.25 >64 85
Gentamicina 0.25-32 2 4 99
Rifampicina <0.12->64 <0.12 1 90
Ciprofloxacina <0.12->64 <0.12 >64 80
Co-trimossazolo 0.5-8 1 2 85
Teicoplanina <0.12-8 1 4 100
Vancomicina 0.25-4 2 2 100
OCNS MR Eritromicina <0.12->64 >64 >64 7.6
(39) Clindamicina <0.12->64 >64 >64 7.6
Gentamicina 0.5->64 >64 >64 17.9
Rifampicina <0.12->64 2 >64 64
Ciprofloxacina <0.12->64 >64 >64 28.2
Co-trimossazolo 0.5-16 4 8 48.7
Teicoplanina 0.25-8 1 2 100
Vancomicina 0.5-4 1 2 100
OCNS MS Penicillina <0.12-16 2 8 424
(33) Amoxi/clavulanato <0.12-4 1 4 100
Eritromicina <0.12->64 0.5 >64 63.6
Clindamicina <0.12->64 0.25 >64 87.8
Gentamicina 0.5->64 1 4 93.9
Rifampicina <0.12->64 <0.12 1 93.9
Ciprofloxacina <0.12->64 0.5 1 84.8
Co-trimossazolo 1-8 1 8 87.8
Teicoplanina 0.25-4 0.5 2 100
Vancomicna 0.5-2 1 2 100

MR: meticillino-resistente, MS: meticillino-sensibile, OCNS: altri Stafilococchi coagulasi negativi
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Tabella 2 - MEffetto di NaCl sullo “screening test” per la vancomicino-resistenza e sui valori di MIC alla vanco-

micina.
Microorganismo N° di ceppi positivi MIC alla vancomicina
allo Screening test (mg/L)

BHa BHa + NaCl MHb MHb+NaCl %S
S. aureus MR (131) 2 5 1-2 4 100
S. aureus MS (121) 0 2 1-2 2-4 100
S. epidermidis MR (42) 3 6 1 2 100
S. epidermidis MS (34) 0 3 1-2 1-4 100
OCNS MR (39) 3 5 1-2 2-4 100
OCNS MS (33) 0 2 1-2 2-4 100
Totale (400) 8 23 1-2 2-4 100

MR: meticillino-resistente, MS: meticillino-sensibile, OCNS: altri Stafilococchi coagulasi negativi. BHa: Brain-Heart agar, MHb: Mueller-Hin-

ton brodo. %S: percentuale di ceppi sensibili.

Tabella 3 - Incidenza di etero-resistenza alla vancomicina nei 400 Stafilococchi studiati.

Microorganismo N° di ceppi positivi allo Screening test N° ceppi
Confermati h-VI*
BHa BHa + NaCl

S. aureus MR (131) 2 5 1**

S. aureus MS (121) 0 2 0

S. epidermidis MR (42) 3 6 0

S. epidermidis MS (34) 0 3 0

OCNS MR (39) 3 5 0

OCNS MS (33) 0 2 0

MR: meticillino-resistente, MS: meticillino-sensibile, OCNS: altri Stafilococchi coagulasi negativi. BHa: Brain-Heart agar. *h-VI: etero-resistente
alla vancomicina. **ceppo positivo allo screening test in presenza ed assenza di NaCl.

Tabella 4 - Modificazione dei livelli di sensibilita a meticillina e teicoplanina in 57 ceppi intermedi alla vancomi-

cina selezionati in vitro da 100 Stafilococchi.

Vancomicina Meticillina Teicoplanina
NP ceppi intermedi Ridotta Nessuna Ridotta N° ceppi
dopo trattamento sensibilita variazione resistenza intermedi
S. aureus MR (30) 23 0 11 12 11
S. aureus MS (30) 13 6* 7 0 5
S. epidermidis MR (20) 15 0 6 9 7
S. epidermidis MS (20) 6 & B 0 4

*Resistenza “borderline” - MR: meticillino-resistente, MS: meticillino-sensibile, OCNS: altri Stafilococchi coagulasi negativi.

cina; Stafilococchi MR che divengono fenotipi-
camente MS in seguito al trattamento con il gli-
copeptide; Stafilococchi MS che in seguito ad
esposizione al farmaco diventano fenotipica-
mente MR (Tabella 4).

Elettroforesi in campo pulsato (PFGE)
L’analisi dei profili di restrizione dei 36 ceppi di
S. aureus che hanno acquisito dopo trattamento
in vitro un livello intermedio di resistenza alla
vancomicina ha dimostrato una elevata eteroge-
neicita dei microorganismi. In particolare sono
stati evidenziati 15 diversi profili (Figura 1).

I DISCUSSIONE

Le infezioni sostenute da germi Gram-positivi
sono divenute recentemente un importante
problema terapeutico a livello mondiale. Parti-
colarmente allarmante é il fenomeno della me-
ticillino-resistenza negli Stafilococchi diffuso in
diverse aree geografiche e che sovente si ac-
compagna a multiresistenza (fluorochinoloni,
macrolidi, lincosamidi e aminoglicosidi risul-
tano coinvolti) [23]. Alla fine degli anni ‘90 la
descrizione di pochi ceppi di MRSA intermedi
ai glicopeptidi (GISA) [9-13] e la presenza di
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Figura 1 - Principali profili elettroforetici (PFGE) in-
dicati con le lettere da A ad N di 36 S. aureus MR in-
termedi alla vancomicina dopo trattamento in vitro.

ceppi MR anche a livello comunitario hanno co-
stituito un ulteriore allarme per 1'approccio te-
rapeutico [22-23].

L’Italia costituisce una delle zone geografiche
ad elevata incidenza di meticillino-resistenza
(oltre il 35%).

Questa situazione sembra ormai consolidata in
quanto e stata documentata in svariati studi a
partire dal 1995 [6, 24-25]. Recentemente in Ita-
lia, sono stati descritti anche 2 ceppi (apparte-
nenti allo stesso clone) etero-resistenti alla van-
comicina [15].

In questo studio il livello di MR negli Stafilo-
cocchi isolati da reparti a rischio e piut alto
(52%) rispetto ai valori riportati negli studi so-
pra citati per le nostre aree geografiche. Questo
risultato € sicuramente dovuto all’inclusione
nell’analisi unicamente di reparti da cui pit fa-
cilmente si isolano germi resistenti. Infatti dati
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recenti nazionali raccolti su ceppi provenienti
solo da centri di terapia intensiva dislocati
sull'intero territorio nazionale hanno eviden-
ziato percentuali di resistenza molto elevate
(circa 80%) [26].

Come atteso, nei confronti dei ceppi MR le uni-
che molecole con 100% di efficacia sono risul-
tate i glicopeptidi mentre fluorochinoloni, ma-
crolidi, lincosamidi ed aminoglicosidi non
hanno superato il 15% di sensibilita. Solo un
ceppo di S. aureus MR (0.8% di tutti gli S. aureus
MR saggiati) e risultato etero-resistente alla
vancomicina. Il profilo elettroforetico ha pero
escluso che si trattasse dello stesso microorga-
nismo da noi descritto precedentemente [15]. A
causa del decesso del paziente per le gravissime
condizioni generali, non e stato possibile stabi-
lire una correlazione tra terapia ed eradicazione
del germe.

Il test per lo “screening” della resistenza ai gli-
copeptidi proposto da Hiramatsu et al. [12],
modificato e consigliato dall’ultima edizione
dell’NCCLS [17] ha dimostrato di essere forte-
mente influenzabile dalla concentrazione di
NaCl, con la principale conseguenza di pro-
durre falsi positivi.

Infatti, I'aggiunta di NaCl al terreno addizio-
nato con vancomicina ha provocato un signifi-
cativo aumento dei ceppi positivi.

In taluni casi NaCl ha causato I'aumento delle
minime concentrazioni inibenti valutate se-
condo la metodica standard della microdilui-
zione in brodo, ma non ha mai provocato il su-
peramento dei valori “borderline” spostando i
microorganismi dalla categoria dei ceppi sensi-
bili a quelli intermedi. Si ritiene pertanto che la
concentrazione di NaCl nel terreno per il test di
screening debba essere accuratamente control-
lata.

La selezione in vitro operata da vancomicina ha
messo in evidenza per circa il 76% dei germi
MR saggiati e per il 38% dei MS la possibilita di
evolvere in vitro verso una ridotta sensibilita ai
glicopeptidi. Questi risultati apparentemente
allarmanti vanno riconsiderati tenendo conto
che il forte trattamento antibiotico in vitro a cui
i ceppi sono stati sottoposti per un mese rag-
giungendo concentrazioni di 32 mg/L rappre-
senta una situazione che difficilmente puo rea-
lizzarsi in vivo. Inoltre l'analisi dei ceppi me-
diante PFGE ha evidenziato l'assenza di un
clone particolarmente diffuso in grado di dare
luogo ad epidemie.

I nostri risultati indicano quindi che anche se
esistono ceppi che potenzialmente potrebbero




evolvere verso la ridotta sensibilita ai glicopep-
tidi, la possibilita che questo avvenga in tempi
brevi, tenuto conto anche del fatto che il feno-
meno, come descritto da altri Autori [27] & re-
versibile, sembra assai remota.

Come dimostrato da questo studio, la vancomi-
cina puo avere effetti opposti sull’espressione
fenotipica della meticillino-resistenza; la tra-
sformazione del fenotipo MR in MS dopo pres-
sione selettiva probabilmente si verifica in se-
guito all'induzione negativa della PBP 2’ ope-
rata dalla vancomicina [9], mentre il passaggio
da MS a MR (livello di resistenza “borderline”)
potrebbe essere dovuto alle alterazioni di pa-

rete che si verificano in seguito al trattamento
con vancomicina [19].

Inoltre alcuni Autori [13] hanno descritto i
B-lattamici come agenti induttori per la vanco-
micino-resistenza. Pertanto l'associazione tra
oxacillina e vancomicina proposta da Sieradzky
et al. [9], sulla base del principio dell'induzione
negativa, per eradicare ceppi di S. aureus MR
con ridotta sensibilita alla vancomicina deve es-
sere valutata attentamente nel singolo caso cli-
nico.

Key words: methicillin-resistance, glycopepti-
des, hetero-VISA

Sono stati analizzati 400 Stafilococchi isolati
da differenti pazienti ricoverati in reparti a ri-
schio. I1 53% dei ceppi é risultato meticillino-
resistente. Nei confronti di S. aureus MR le
molecole piut attive sono risultate teicopla-
nina e vancomicina (100% di sensibilita), ri-
fampicina (76.3%) e cotrimossazolo (73%);
mentre ciprofloxacina, eritromicina, clinda-
micina, gentamicina erano caratterizzate da
percentuali di sensibilita inferiori al 15%.

Un solo ceppo di S. aureus MR (0.8% degli
MRSA) e risultato etero-resistente alla vanco-
micina. Dopo pressione selettiva graduale
con vancomicina (0.25-32 mg/L per 30
giorni) 57 ceppi di 100 studiati hanno rag-
giunto un livello intermedio di resistenza ai

RIASSUNTO

glicopeptidi; gli Stafilococchi MR hanno di-
mostrato una maggiore facilita rispetto ai
ceppi MS ad acquisire resistenza in wvitro.
Questi risultati indicano che l’evoluzione
verso la resistenza ai glicopeptidi nei cloni di
Stafilococchi circolanti nella nostra area geo-
grafica € un processo possibile ma non ra-
pido. Non e prevedibile quindi una perdita di
efficacia di questi antibiotici a breve termine.
In particolare l'analisi dei profili di restri-
zione cromosomica di ceppi di S. aureus MR
intermedi alla vancomicina ottenuti dopo se-
lezione ha messo in evidenza che non esiste
attualmente nei reparti studiati la diffusione
di un clone in grado di acquisire resistenza ai
glicopeptidi piu facilmente di altri.

Four hundred Staphylococci strains, isolated from
different in intensive care unit hospitalized pa-
tients, were analyzed.

53% of all strains were resistant to methicillin.
Against methicillin-resistant S. aureus (MRSA),
teicoplanin and vancomycin (100% of susceptibil-
ity), rifampin (76.3%) and co-trimoxazole (73%)
emerged as the most potent drugs tested; the 15%
of the strains were susceptible to ciprofloxacin,
erythromycin, clindamycin and gentamicin.

Only one MRSA strain (0.8%) resulted hetero-re-
sistant to vancomycin. Among 100 strains ex-
posed to serial concentration of vancomycin (0.25-
32 mg/L for 30 days), 57 were selected with inter-
mediate-level of resistance to the glycopeptides;

SUMMARY

the MRSA strains have shown to acquire resis-
tance in vitro more easily than methicillin-sus-
ceptible.

These results indicate that in the clones of Staphy-
lococci circulating in our region, the evolution of
glycopeptides-resistance is not a rapid process and
the loss of effectiveness of these antibiotics cannot
be predicted to short term.

In particular, the restriction profile analysis of
chromosomal DNA from MRSA strains, selected
in vitro with intermediate -level of vancomycin
resistance, demonstrated that at the moment in
the hospital departments studied, the diffusion of
a clone able to acquire resistance more easily than
others is not present.
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