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l INTRODUZIONE

Subito dopo l'introduzione dei fluorochinoloni
(FQs) nella pratica clinica, sono stati isolati mi-
crorganismi con differenti livelli di resistenza;
in particolare si e assistito ad un incredibile in-
nalzamento delle percentuali di isolati FQs-re-
sistenti in Staphylococcus aureus meticillino-
resistenti (MRSA) [1]. La resistenza ai fluoro-
chinoloni negli stafilococchi insorge per accu-
mulo di mutazioni puntiformi nei due target
principali i cui geni sono localizzati sul cromo-
soma batterico e precisamente nel gene grlIA
(topoisomerasi IV) codoni 80 (Ser—Phe o Tyr),
84 (Glu—Lys) e 116 (Ala—Glu o Pro); gr/B, e nel
gene gyrA (girasi), codoni 84 (Ser—Len) e 88
(Glu—Lys) e gyrB [2]. Mutazioni combinate in
grlA e gyrA conferiscono alti livelli di resistenza
rispetto a mutazioni singole. Inoltre le minime

concentrazioni inibenti possono aumentare ul-
teriormente per la presenza di un meccanismo
ad efflusso mediato dalla pompa NorA.

La diffusione di S. aureus resistente alla meticil-
lina (MRSA) e direttamente correlata alla sua
spiccata clonalita [3]. Studi di polimorfismi ge-
nomici e di specifiche regioni geniche (locus
mec) hanno messo in evidenza che gli MRSA si
distribuiscono in poche linee evolutive, deri-
vanti probabilmente da un unico clone progeni-
tore diffuso sotto la pressione selettiva degli an-
tibiotici [4]. Recenti studi invocano la diffusione
di cloni maggiori quali il clone “Arcaico” e
quello “Iberico”, e del clone transcontinentale
detto “Brasiliano”; inoltre dati sperimentali di-
mostrano che l'iperespressione di proteine che
legano la flbronectina conferisce una maggiore
patogenicita ai cloni resistenti rispetto a quelli
sensibili [5].

Tabella 1 - Attivita antibatterica di levofloxacina, ciprofloxacina, ofloxacina, norfloxacina contro MRSA, MSSA,

MRCoN, MSCoN.

Leoofloxacina <2 28 * Ciprofloraing <1 24* Ofloacima 1 28* Norfloxacinn <4 216*

Copi | MIC, | MIC, | %S | %R [RANGE | MIC, | MIC, | %S | %R |RANGE| MIC, | MIC, | %S | %R |RANGE| MIC, | MIC, | %S | %R |RANGE
MRSA § o | 82 | BT [0 18 | W6 | 5 |98 [ 0> | 16 | 18 | 98 | &6 | 0> | 26 | >B6 | 65 | U8 | 112
fot, 61 o4 14 52

MSA |05 | 1 0 | 0 01205 | 1 10 | 0 0| 05 ) 2 | B3| 3 |0 1 |2 |0 0 |04
fot.30 16

MRCON | 0D | 4 | M4 | 77 Q- | 05 | B | % | ¥% |00 | 05 | l6 | 6l | % |01 1 |02 | %4 | 4 | (012
fot. 39 3 512 3 5l
MSCON | 05 | 05 | 90 | 5 |- |05 | 4 |8 | 1B |0 05 ) 2 |0 | 0|95 1 |6 | & | 5|05
fot. 20 3 52 3

* valort di reakpoint di sensibilia e rsistenza.
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Un recente studio condotto dal nostro gruppo
di ricerca ha messo in evidenza che le percen-
tuali di resistenza ai nuovi fluorochinoloni
come levofloxacina in MRSA sono piu alte se
confrontate con quelle delle specie coagulasi-
negative meticillino-resistenti (73% contro il
7.7% rispettivamente) [6]. Quest’ultimo dato ha
indirizzato i nostri studi sui differenti meccani-
smi di diffusione della resistenza ai FQs in S.
aureus e S. epidermidis.

II nostro studio, quindi, si prefigge di correlare
le caratteristiche geniche delle due specie al
differente livello di resistenza nel seguente
modo: i) analizzando i profili di macrorestri-
zione di ceppi di S. aureus ed S. epidermidis; ii)
studiando la localizzazione dei geni mecA e
gyrA in S. epidermidis e in S. aureus; iii) valu-
tando se mecA e gyrA mostravano polimorfi-
smi di restrizione.

Il MATERIALI E METODI

Campione in studio

Sono stati presi in esame 31 ceppi di Staphylo-
coccus spp. isolati da materiale patologico vario
e raggruppati in relazione alla specie, alla sen-
sibilita (MS) o resistenza (MR) alla meticillina
ed alla presenza o no di mutazioni nel gene
gyrA in: 5 ceppi di MRSA con presenza di mu-
tazioni in gyrA; 5 ceppi MRSA senza mutazioni
in gyrA; 5 ceppi di MSSA senza mutazioni in
gyrA; 6 ceppi di MRSE con presenza di muta-
zioni in gyrA; 6 ceppi di MRSE senza mutazioni
in gyrA; 4 ceppi di MSSE senza mutazioni in
QYrA.

S. aureus ATCC 29213 & stato utilizzato come
controllo per i tests di sensibilita antimicrobica
e S. aureus NCTC 8325 come standard di pesi
molecolari per 1’analisi genotipica.

s1egN o

La determinazione delle minime concentrazioni
inibenti (MIC) ai FQs e stata effettuata secondo
il metodo delle microdiluizioni come racco-
mandato dal National Committe for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS) [7]. Il saggio di
resistenza all’oxacillina & stato eseguito me-
diante screening rapido in Mueller-Hinton agar
al 2% di NaCl addizionato con 6 mg/L dell’an-
tibiotico, incubando le piastre a 35 °C per 24 ore
secondo le linee guida dell’'NCCLS [7]. I valori
di resistenza a tutti gli altri antibiotici sono stati
ottenuti secondo la tecnica della diffusione in
agar.
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Estrazione di DNA genomico e analisi RFLP
degli amplificati grlA e gyrA

II DNA genomico di ciascun ceppo & stato
estratto come descritto da Pitcher et al. [8] e
gyrA amplificato come precedentemente de-
scritto producendo un amplimero di 374 bp [9].
Le mutazioni in gyrA sono state analizzate me-
diante il metodo degli Restriction Fragment
Lenght Polymorphisms (RFLPs), attraverso di-
gestione con 4U/pl dell’enzima Hinfl (Biolabs,
New England).

La digestione degli amplimeri gyrA produce 3
frammenti di 76 bp, 105 bp e 185 bp per i ceppi
che non presentano la mutazione e 2 frammenti
di 105 bp e 265 bp dove la mutazione & presente
[10].

Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE)

Dopo restrizione con 'enzima Smal (New En-
gland Biolabs, Beverly, Mass.) la PFGE ¢ stata
eseguita con l'apparecchiatura Gene Navigator
(Pharmacia) secondo i seguenti parametri: 5s
per 5h, 10s per 5h, 22s per 5h, 35s per Sh a 200V.
Come standard di pesi molecolari sono stati uti-
lizzati I'NCTC 8325 ed il lambda-ladder PFG
marker (New England Biolabs). Le similarita
del genoma sono state determinate compa-
rando visivamente i vari patterns di macrore-
strizione, secondo criteri prestabiliti [11, 13]. I
diversi profili di macrorestrizione sono stati
contrassegnati con lettere maiuscole, seguite da
un numero per indicare cloni strettamente cor-
relati.

Analisi dei polimorfismi di mecA e gyrA

I DNA di ogni singolo ceppo & stato digerito
con 20U di EcoRI e Clal a 37 °C overnight. I pro-
dotti di restrizione sono stati separati mediante
elettroforesi convenzionale su gel di agarosio e
trasferiti su membrane di nylon Hybond N+
(Amersham) mediante vacuum blotting come
precedentemente descritto [12].

Costruzione delle sonde da sequenze
omologhe ai geni mecA e gyrA

La costruzione delle sonde mecA e gyrA e stata
effettuata mediante PCR utilizzando una coppia
di oligonucleotidi progettati sulla sequenza dei
geni mecA (F: 5-GGTCCCATTAACTCTGAAG-
3’e 5-AGTTCTGCAGTACCGGATTTGC-3) e
gyrA (F: 5-GACTTCTAAGCGCTGTGAACG; R;
5-GCTTCAGTGTAACGCATTGC 3’) che danno
un amplificato rispettivamente di 1039 bp e 374
bp [16].

L’estrazione e la purificazione dei prodotti di




Tabella 2 - Ceppi inclusi nello studio, valori di MIC (mg/L) di oxacillina e dei principali fluorochinoloni saggiati e

profili di RFLPs del gene gyrA.

CEPPI SIGLA OXA LEVO CIPRO OFLO NORFL RFLPS
<0->4% <2->8* <1->4* <2->8* <4->16* gyrA
MRSA 85CCH >6 4 8 8 128 83/84
MRSA 90CCH >6 4 16 8 128 83/84
MRSA PG1460 >6 32 128 64 >256 83/84
MRSA PG1459 >6 64 256 512 256 83/84
MRSA 74CCH >6 64 1024 128 256 83/84
MRSA 22CAN >6 2 1 2 1 no
MRSA 189D >6 0.12 0.5 1 4 no
MRSA 88CCH >6 0.12 2 1 8 no
MRSA PG1002 >6 0.25 0.5 0.5 2 no
MRSA 246D >6 0.25 2 0.5 2 no
MSSA 140CCH <6 0.5 0.25 0.5 2 no
MSSA 36CAN <6 0.25 0.25 16 0.5 no
MSSA R318 <6 0.5 1 0.5 2 no
MSSA 243D <6 0.12 0.25 0.5 0.5 no
MSSA ATCC <6 0.25 0.25 0.25 1 no
MRSE CZ2 >6 8 >256 512 1024 83/84
MRSE SS21 >6 8 >256 512 1024 83/84
MRSE SIE19 >6 32 >256 512 1024 83/84
MRSE RO15 >6 4 4 8 16 83/84
MRSE RO16 >6 2 8 16 32 83/84
MRSE 42CAN >6 32 512 32 512 83/84
MRSE RO1 >6 0.5 0.25 2 2 no
MRSE RO5 >6 0.5 0.25 0.5 2 no
MRSE 82CCH >6 0.25 0.12 0.25 1 no
MRSE 71CCH >6 0.25 0.25 0.25 0.5 no
MRSE 75CCH >6 0.25 0.12 0.5 1 no
MRSE RO2 >6 0.25 0.25 0.5 0.5 no
MSSE ANT1 <6 0.5 0.5 0.5 0.5 no
MSSE 161POL <6 <0.25 <0.25 <0.25 1 no
MSSE 11CAN <6 1 1 0.5 2 no
MSSE VI1 <6 <0.25 <0.25 0.5 1 no

* valori di breakpoint di sensibilita e resistenza - nero = Resistenza - sottolineato = Sensibilita o Ridotta sensibilita

amplificazione e stata effettuata mediante kit
Quiagen secondo le istruzioni fornite dalla ditta
produttrice (M-Medical srl, GENENCO).

Le sonde cosi ottenute sono state marcate non
radioattivamente con un substrato chemiolumi-
nescente e le membrane ibridate secondo le
istruzioni fornite dalla ditta produttrice (ECL
system, Amersham) [12]. Le membrane, mante-
nute a 4 °C, sono state ibridate con le due
sonde.

B RISULTATI

Valori di MIC dei FQs e presenza

di mutazioni in gyrA

In tabella 2 vengono riportate le minime con-
centrazioni inibenti di levofloxacina, cipro-
floxacina, ofloxacina e norfloxacina dei ceppi in
studio ed i profili di RFLPs di gyrA. Tutti i
ceppi che presentavano valori di MIC di cipro-
floxacina >8mg/L e resistenza o ridotta sensibi-
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lita a levofloxacina (MIC 4 mg/L) contenevano
mutazioni nel codone 83/84 del gene gyrA.
Contrariamente nei ceppi con MIC di cipro-
floxacina <8mg/L e sensibilita o ridotta sensibi-
lita a levofloxacina tale mutazione e assente.
Unica eccezione e rappresentata dal ceppo S.
epidermidis meticillino-resistente RO15 che pur
avendo valori di MIC di 4 mg/L sia per cipro-
floxacina che per levofloxacina contiene la mu-
tazione 83/84 in gyrA. Nessuna mutazione in
tale gene veniva riscontrata nei ceppi meticil-
lino-sensibili, sia S. aureus che S. epidermidis sen-
sibili ai fluorochinoloni.

Analisi di macrorestrizione e polimorfismi
genici

L’analisi dei profili di macrorestrizione dei ceppi
di MRSA mette in evidenza che su 10 ceppi ana-
lizzati & possibile riscontrare 4 differenti pat-
terns. In particolare, i ceppi con mutazioni in
gyrA appartenevano tutti allo stesso PFGE-type
(A) mentre quelli senza mutazioni mostravano 4
differenti types. Gli MRSE presentavano 9 profili

di macrorestrizione diversi di cui 5 nei 6 ceppi
con mutazione in gyrA e 4 nei ceppi senza muta-
zione (Figura 1). Contrariamente, tutti i ceppi
meticillino-sensibili mostravano differenti profili
di macrorestrizione (Tabella 3).

Dall’analisi delle ibridazioni dei gel di PFGE
con le sonde mecA e gyrA (Figura 2) si & messo
in evidenza che in tutti gli MRSA, entrambi i
geni erano sempre localizzati nello stesso fram-
mento Smal, e precisamente nel frammento 6.
In MRSE, al contrario, mecA e gyrA erano loca-
lizzati in frammenti Smal variabili e talvolta di-
versi tra loro: 6 ceppi avevano entrambi i geni
nel frammento 10 ed uno solo sul frammento 13,
mentre 2 ceppi avevano mecA sul frammento 17
e gyrA sul frammento 8 infine un ceppo presen-
tava mecA sul frammento 13 e gyrA sul 10.
L’analisi dei polimorfismi di mecA dopo restri-
zione con 'enzima Clal (Clal taglia mecA in un
unico sito in MRSA mentre in due in MRSE), ci
consente di raggruppare tutti gli MRSA
all'RFLP II (con una sola eccezione). Negli
MRSE che mostrano 6 differenti profili su 12
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Tabella 3 - Correlazione tra profili di antibiotico resistenza e caratteristiche genotipiche dei ceppi in studio.

CEPPI SIGLA Antibiotipo RFLPs RFLPs RFLPs PFGE
(resistenza a) gyrA mecA/Clal gyrA/EcoRI patterns

MRSA 85CCH P, oxa, amg, te, C, Cn 83/84 II a A
MRSA 90CCH P, oxa, amc 83/84 II a A,
MRSA PG1460 P, oxa, amc, Cn 83/84 II a A,
MRSA PG1459 P, oxa, am¢, Cn 83/84 II a A
MRSA 74CCH P, oxa, amg, te, E, Cn 83/84 II a A
MRSA 22CAN P, oxa, amc, te, SXT, E, Cn no II a B
MRSA 189D P, oxa, amg, te, Cn no II a C
MRSA 88CCH P, oxa, amc no II a A4
MRSA PG1002 P, oxa, amg, te, SXT, E, My, Cn no II a A5
MRSA 246D P, oxa, amc, Cn no VI n.o. D
MSSA 140CCH P, amc no - b 15
MSSA 36CAN - no - a F
MSSA R 318 - no - a G
MSSA 243D P, amc no - € H
MSSA ATCC29213 | P no - a I
MRSE CZ2 P, oxa, ame, C, SXT, E, My, Cn 83/84 o - IL
MRSE SS21 P, oxa, amc, C, SXT, Cn 83/84 o - M
MRSE SIE19 P, oxa, amc, SXT, E, My, Cn 83/84 o - N
MRSE RO15 P, oxa, SXT, E, My 83/84 Y - Q,
MRSE RO16 P, oxa, amc, SXT, E, My, Cn 83/84 Y - Q,
MRSE 42CAN P, oxa, amg, te, SXT, Cn 83/84 o - vV
MRSE RO1 P, oxa, E no (] - R,
MRSE RO5 P, oxa, E no € - R,
MRSE 82CCH P, oxa, amc, C, Cn no o - S
MRSE 71CCH P, oxa, amc, C, SXT, E, My, Cn no p - T
MRSE 75CCH P, oxa, amc, C, SXT, E, My, Cn no p - T
MRSE RO2 P, oxa no [0} - Y
MSSE AN1 P no - - U
MSSE 161POL P no - - Z
MSSE 11CAN P no - - ]
MSSE VI1 P no - - K

P, penicillina G; oxa, oxacillina; te, tetraciclina; C, cloramfenicolo; SXT, cotrimoxazolo; E, eritromicina; MY, lincomicina; CN, gentamicina, n.o. = nessuna omologia

ceppi, una maggiore variabilita veniva riscon-
trata nel sottogruppo dei FQs-sensibili (5/6 ri-
spetto a 3/6 presenti nei ceppi resistenti ai
FQs). I polimorfismi del gene gyrA dopo restri-
zione con EcoRI sono valutabili solo in S. aureus,
poiché non sono presenti siti di restrizione
EcoRI in gyrA di S. epidermidis, confermando la
clonalita dei meticillino-resistenti (unico profilo
a) e l'estensivo grado di polimorfismo intorno a
questo gene nei ceppi sensibili (3 patterns su 5
ceppi) (Tabella 3).

I CONCLUSIONI

S. aureus e gli stafilococchi coagulasi negativi
sono importanti patogeni nosocomiali e la loro
elevata frequenza di isolamento ¢ in parte asso-
ciabile alla resistenza verso i pitt comuni anti-
biotici. Il problema & particolarmente sentito
per gli stafilococchi meticillino-resistenti che, in
breve tempo, hanno acquisito resistenza anche
ai fluorochinoloni.

La correlazione tra la meticillino-resistenza e re-
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Figura 2 - Frammenti di ibridazione Smal con le sonde omologhe ai geni mecA e gyrA di S. epidermidis (Fig.
2a) e di un campione rappresentativo di S. aureus (Fig. 2b). | frammenti con le frecce in alto indicano I'ibrida-
zione di mecA su di un frammento Smal diverso rispetto a gyrA; i frammenti con le frecce in basso corri-
spondono all'ibridazione di gyrA nei ceppi sensibili alla meticillina; gli altri frammenti corrispondono all'ibri-
dazione di mecA e gyrA sullo stesso frammento. | numeri indicano il frammento di restrizione Smal ibridato.
Nei ceppi $521 e RO2 (*) non & presente alcun segnale di ibridazione per la scarsa concentrazione di DNA nel
gel di PFGE. Come standard di pesi molecolari (st) sono stati inseriti il ceppo di S. aureus NCTC 8325 ed il PFG-

marker.

sistenza ai FQs e stata precedentemente de-
scritta soprattutto in MRSA (14, 15, 6). I recenti
risultati da noi ottenuti mettono in evidenza
che, mentre questa correlazione ¢ confermata
negli MRSA, altrettanto non si puo dire per gli
MRCoN ed, ovviamente, per tutti gli stafilococ-
chi meticillino-sensibili, nei confronti dei quali i
nuovi FQs rimangono attivi [16]. Se la resi-
stenza ai FQs e da attribuire all’induzione di
mutazione in regioni specifiche chiamate QR-
DRs (Quinolones Resistance Determinant Re-
gions) che comprendono i geni grlA e gyrA, la
frequenza di mutazione dovrebbe essere la me-
desima in tutto il genere Staphylococcus. Le
cause di queste differenze tra MRSA e MRCoN
e ceppi sensibili non sono ancora state chiarite.
Le nostre indagini volte a chiarire se la resi-
stenza ai FQs e da attribuire alla diffusione di
cloni resistenti e a comprendere il ruolo dell’in-
tegrazione del locus mec, ci permettono di fare
delle riflessioni differenti tra le specie S. aureus
e S. epidermidis.

In MRSA, resistente ai FQs, 1'omogeneita dei
profili di macrorestrizione e degli RFLPs di
mecA e gyrA ciinduce ad attribuire la resistenza
ai FQs alla diffusione clonale dello stesso orga-
nismo o di organismi genotipicamente omoge-

nei. La diversita dei profili genomici negli
MRSA sensibili ai FQs e la variabilita di gyrA
presente solo in MSSA, evidenziano una pitt
omogenea organizzazione genetica della re-
gione tra mecA e gyrA in MRSA sensibili ai FQs
rispetto agli MSSA.

Dai risultati parziali ottenuti in MRSE, & quasi
impossibile invocare la clonalita, sia nella diffu-
sione di ceppi FQs resistenti che in quelli sensi-
bili. L’inserimento di mecA in frammenti geno-
mici diversi e la presenza di un numero mag-
giore di polimorfismi del gene nei ceppi sensi-
bili ai FQs, depone a favore della mancanza di
correlazione tra meticillino-resistenza e FQs-re-
sistenza. Si potrebbe quindi ipotizzare che in
MRSE la resistenza si diffonda con la frequenza
indotta dalla pressione antibiotica, escludendo
quindi la clonalita, 'ipermutabilita del target o
una pitt veloce emergenza di resistenza.

Ringraziamenti

Siringrazia Glaxo Wellcome per il parziale sup-
porto economico fornito per la realizzazione di
questo studio.

Key words: Staphylococcus, methicillin resi-
stance, fluoroquinolone resistance

2001



La resistenza ai fluorochinoloni (FQs) negli
stafilococchi & associata a mutazioni pun-
tiformi nei geni gr/A, codoni 80, 84 e 116; grIB,
e nel gene gyrA, codoni 84, 88 e gyrB.

Poiché la quasi totalita degli MRSA sono ci-
profloxacina e levofloxacina resistenti, men-
tre una minore percentuale di MRCoN e resi-
stente a levofloxacina, € ipotizzabile una dif-
ferente correlazione tra la meticillino-resi-
stenza e FQs-resistenza nelle diverse specie.
Questo studio correla le caratteristiche geni-
che di S. aureus e S. epidermidis con il diffe-
rente livello di FQs-resistenza. L’analisi geno-
mica evidenzia 4 differenti PFGE-types in 10
ceppi di MRSA e 9 su 12 in MRSE. Gli MRSA
FQs-resistenti, contrariamente ai FQs-sensi-
bili ed ai meticillino-sensibili, mostrano un
unico profilo di macrorestrizione. Inoltre,

RIASSUNTO

mecA e gyrA sono sempre localizzati sullo
stesso frammento Smal in MRSA ed in fram-
menti diversi in MRSE.

Clal taglia mecA in un unico sito in MRSA ed
in due in MRSE. In MRSA, mecA presenta un
unico polimorfismo, mentre negli MRSE resi-
stenti ai FQs se ne evidenziano 3 e 5 nei 6 ceppi
sensibili. I primi risultati da noi ottenuti evi-
denziano che in S. aureus la diffusione della re-
sistenza ai FQs e correlabile alla resistenza alla
meticillina ed e quindi da attribuire all’origine
clonale di questo grrippo di organismi. Per S.
epidermidis, invece, che non mostra lo stesso
tipo di clonalita genomica di S. aureus, si po-
trebbe ipotizzare che la resistenza insorga con
la frequenza indotta dalla pressione selettiva
esercitata dall’antibiotico, indipendentemente
dalla resistenza alla meticillina.

Fluoroquinolones resistance in Staphylococci is
associated to point mutations in grlA (80,84 and
116) grlB, gyrA (84,88) and gyrB genes. Almost
all MRSA strains are ciprofloxacin and lev-
ofloxacin resistant while, in a lesser degree, MR-
CoN staphylococci show to be resistant to lev-
ofloxacin. This observation made possible to pre-
dict a different correlation between methicillin-
resistance and the resistance to FQs in this two
different species.

In this study, we compare genomic analysis of S.
aureus and S. epidermidis with the resistance to
FQs.

Our results show that strains of MRSA are dis-

SUMMARY

tributed in 4 different PFGE-types while 12
MRSE strains are distributed in 9.

MRSA resistant to FQs showed a unique PFGE
pattern; on the contrary of FQs susceptible MRSA
and MSSA. Furthermore mecA and gyrA genes
are located in the same Smal fragment in MRSA
and in different in MRSE. MSSE and MRSE
show more Clal/mecA polymorphisms than
MRSA. All this data confirm the clonal origin of
MRSA and show that FQs resistance is linked to
the presence of mec locus and both clonally spread.
On the contrary in MRSE FQs-resistance is inde-
pendent from MR and arise with the normal fre-
quence of antibiotic induction.
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