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SUMMARY - Staphylococcus aureus is one of the most important food borne pathogens and the presence of antimicrobial resistant strains in foods could be an additional risk factor for the consumers. In this study the authors reported the results on the antimicrobial resistance trials versus eight antibiotics conduct on 100 strains of enterotoxic S. aureus from foods. Sixty-four (64%) strains resulted antimicrobic resistant; 18 (18%), 31 (31%), 11 (11%) and 4 (4%) strains resulted resistant to one, two, three and four molecules, respectively. Two strains resulted methicillin resistant S. aureus (MRSA).
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INTRODUZIONE- Staphylococcus aureus è in grado di provocare intossicazioni alimentari, setticemia o infezioni, talora gravi, a carico dell’apparato respiratorio, cute, ossa (7). La severità delle infezioni è strettamente correlata ai fattori di virulenza che S. aureus può sintetizzare; inoltre, la patogenicità di alcuni ceppi è notevolmente aumentata dall’acquisizione di proprietà di antimicrobico-resistenza. Infatti, circa un anno dopo la scoperta della penicillina venne segnalata la presenza di ceppi di S. aureus meticillino-resistenti (4). In particolare, i cloni di S. aureus meticillino-resistenti (MRSA) rappresentano una delle più temibili cause di infezione umana, in quanto questi cloni possono determinare elevati tassi di mortalità nei pazienti colpiti (6). I ceppi di S. aureus divengono meticillino-resistenti in seguito all’acquisizione del gene mecA, codificante una speciale proteina denominata Penicillin binding protein (PBP2a) (2). L’acquisizione di infezioni da MRSA è generalmente di tipo ospedaliero (HA-MRSA), tuttavia alcuni Autori sottolineano il rischio di una possibile infezione anche per via alimentare (FBA-MRSA) (5; 11). In questa nota sono riportati i risultati di una indagine volta a valutare la prevalenza del fenomeno antibiotico resistenza, in ceppi di S. aureus enterotossici isolati da diverse matrici alimentari. 
MATERIALI E METODI - Cento ceppi di S. aureus enterotossico sono stati selezionati a random dalla nostra collezione e rivitalizzanti in Brian Heart Infusion (OXOID) incubati a 37 °C per una notte; questi ceppi provenivano da attività di ricerca sviluppatesi tra il 2003 ed il 2006, ed erano preventivamente stati identificati mediante metodica UNI  EN ISO 6888-1: 2004. La caratterizzazione enterotossica è stata effettuata mediante agglutinazione passiva inversa al lattice e Polymerase Chain Reaction (12). L’origine e la caratterizzazione dei ceppi è schematizzata in Tabella 1.
Rilievo del gene mecA- Una coltura overnight in BHI (Oxoid) di ciascun ceppo è stata centrifugata e trattata con 2 µl di lisostafina (10 mg/ml) (Sigma, Milan, Italy) per un’ora a 37 °C (1). I ceppi sono stati sottoposti ad un protocollo PCR per il rilievo del gene mecA usando i primers ed il protocollo descritto da Murakami (Muratami et al., 1991). 
Ceppi di controllo- Come controlli sono stati usati un ceppo di S. aureus meticillino sensibile (ATCC 29213) e un ceppo MRSA  (ATCC 33591).

Valutazione del profilo di antimicrobico resistenza- I ceppi sono stati testati mediante saggio di diffusione in agar utilizzando Mueller-Hinton agar (Oxoid) secondo il protocollo del National Committee on Clinical Laboratory Standard (9) impiegando i seguenti dischi antibiotati: Ampicillina (25µg), Tetracyclina (30 µg), Gentamycina (10µg), Eritromycina (15µg), Enrofloxacina (5 µg), Trimethoprim-Sulfametoxazole (25µg), Teicoplanina (30µg) e Vancomycina (30µg). I ceppi sono stati classificati sensibili o resistenti sulla base delle indicazioni fornite dal produttore (Liofilchem).

Biotipizzazione- I ceppi risultati mecA positivi sono stati sottoposti a biotipizzazione secondo la metodica descritta da Devriese (3).

RISULTATI - Dei 100 ceppi testati 64 (64%) sono risultati antibiotico resistenti verso almeno una molecola antibiotica, mentre 18 (18%), 31 (31%), 11 (11%) e  4 (4%) ceppi sono risultati resistenti rispettivamente a uno, due, tre e quattro molecole. Dettagli sulle resistenze dei singoli ceppi sono riportate in Tab. 1. Due (2%) ceppi sono risultati mecA positivi (MRSA) e precisamente uno (ceppo n. 56) è risultato appartenere al biotipo NHS (non host specific) e l’altro (ceppo n.65) al biotipo ovino (Tab. 2).
CONSIDERAZIONI E CONCLUSIONI - Il fenomeno dell’antimicrobico esistenza è considerato come una vera e propria emergenza a livello mondiale; S. aureus è un germe che frequentemente manifesta caratteristiche di antimicrobico resistenza e che, come è noto, altrettanto frequentemente può contaminare gli alimenti di origine animale (10; 11; 12). Nella presente ricerca, il 64% dei ceppi di S. aureus isolati da alimenti di origine animale è risultato resistente ad almeno una delle molecole testate ed il 4% è risultato resistente a quattro molecole (Tab.1). Alcuni degli antibiotici testati sono impiegati ella terapia delle infezioni da S. aureus (ampicillina, eritromicina, tetracicline, enrofloxacina, ecc.); ne consegue un duplice rischio: da un lato l’impossibilità di impiego di queste molecole in corso di una specifica infezione con quel dato ceppo, dall’altro il rischio di una ulteriore propagazione del ceppo resistenti ad opera della selezione effettuata dell’antibiotico stesso in corso di terapia. Non va inoltre trascurato il pericolo di trasferimento di questa abilità da ceppi resistenti ad altri batteri sensibili, con una potenziale pericolosa espansione di questa abilità (13). Una considerazione a parte, a motivo della loro pericolosità, merita il rilievo di ceppi MRSA dagli alimenti. Infatti questi ceppi di S. aureus sono in grado di causare episodi sporadici o epidemie con elevati tassi di mortalità. Nel 1995 è stato segnalato il primo focolaio alimentare causato da MRSA che causò la morte di cinque dei ventuno pazienti colpiti (6). Nella nostra indagine i ceppi MRSA sono stati isolati entrambi da latte crudo bovino (Tab.1), quindi è evidente la potenziale pericolosità che questi ceppi rappresentano in alimenti prodotti con latte crudo e/o nella contaminazione ambientale dell’industria alimentare. Inoltre, per quanto riguarda l’origine dei ceppi è interessante notare che il ceppo MRSA 65 appartenente al biotipo ovino evidenzia la necessità di ulteriori studi per valutare le correlazioni esistenti tra la possibile presenza di serbatoi animali ed il possibile controllo sanitario degli stessi, in accordo con quanto previsto dal Reg.CE 178/02 che prevede un approccio igienico-sanitario di filiera. Concludendo, in termini di sicurezza microbiologica degli alimenti, non è più sufficiente considerare S. aureus semplicemente come produttore di enterotossine e quindi agente di intossicazione alimentare, ma è opportuno valutare anche il rischio legato alla capacità di S. aureus antimicrobico resistenti, in particolare MRSA quindi capaci di indurre infezioni nel consumatore, talvolta difficili da trattare o incurabili.
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Tabella 1.Origine, caratterizzazione e risultati delle prove di antibiotico resistenza dei ceppi di  S. aureus analizzati.

	Ceppi
	ES
	Pattern di ATBR
	Origine
	Ceppi
	ES
	Pattern di ATBR
	Origine

	1. SA
	SEA
	-
	Ricotta
	2. SA
	SEA/B
	AP,T, E
	Ricotta

	3. SA
	SEA/B
	AP,T, E
	Ricotta
	4. SA
	SEA/B
	AP, T
	Ricotta

	5. SA
	SEA/B
	AP
	Ricotta
	6. SA
	SEc
	-
	Bovina

	7. SA
	SEC
	-
	Bovina
	8. SA
	SEC
	T,E
	Pecorino

	9. SA
	SEB
	T,E
	Pecorino
	10. SA
	SEC
	-
	Latte

	11. SA
	SEC
	-
	Latte
	12. SA
	SED
	AP, E
	Pecorino

	13. SA
	SED
	AP, E
	Pecorino
	14. SA
	SEC
	
	Porchetta

	15. SA
	SEC
	
	Porchetta
	16. SA
	SED
	AP,T
	Salsiccia fresca suino

	17. SA
	SEB/C
	AP, E
	Carne pollo
	18. SA
	SEB/C
	AP
	Carne pollo

	19. SA
	SED
	-
	Mozzarella
	20. SA
	SED
	-
	Mozzarella

	21. SA
	SEA
	-
	Gelato
	22. SA
	SED
	-
	Mozzarella

	23. SA
	SED
	-
	Mozzarella
	24. SA
	SEA
	-
	Pecorino

	25. SA
	SEB
	E
	Formaggio
	26. SA
	SEB/C
	AP, E
	Formaggio

	27. SA
	SEA
	AP, T, E
	Mozzarella
	28. SA
	SEC
	T, E
	Mozzarella

	29. SA
	SEA
	T, E
	Salsiccia fresca suino
	30. SA
	SEA
	AP, T
	Ricotta

	31. SA
	SEA
	-
	Mozzarella
	32. SA
	SEA
	-
	Formaggio

	33. SA
	SEA/D
	-
	Mozzarella
	34. SA
	SEA
	-
	Mozzarella

	35. SA
	SED
	-
	Mozzarella
	36. SA
	SEC
	E
	Pecorino

	37. SA
	SEC
	-
	Pecorino
	38. SA
	SEC
	-
	Pecorino

	39. SA
	SED
	-
	Mozzarella
	40. SA
	SED
	-
	Mozzarella

	41. SA
	SED
	-
	Mozzarella
	42. SA
	SEA/D
	T, E
	Mozzarella

	43. SA
	SEA/D
	GM, T, E
	Mozzarella
	44. SA
	SEC
	-
	Pecorino

	45. SA
	SEA
	-
	Latte
	46. SA
	SEA/D
	-
	Latte

	47. SA
	            SED
	-
	Latte
	48. SA
	SED
	T, E
	Latte

	49. SA
	SEA/D
	-
	Mozzarella
	50. SA
	SEA/D
	-
	Mozzarella

	51. SA
	SEC/D
	-
	Latte
	52. SA
	SEC
	T, E
	Carne pollo

	53. SA
	SED
	TS
	Latte
	54. SA
	SEB/D
	AP, TS
	Latte

	55. SA
	SEA
	TS
	Latte
	56. SA *
	SEA/D
	AP, TS
	Latte

	57. SA
	SED
	AP, TS
	Pecorino
	58. SA
	SED
	AP, TS
	Pecorino

	59. SA
	SEC
	TS
	Pecorino
	60. SA
	SEC
	TS
	Pecorino

	61. SA
	SED
	TS
	Latte
	62. SA
	SEC
	TS
	Latte ovino

	63. SA
	SED
	T, E, ENF, TS
	Carne pollo
	64. SA
	SEA/D
	T, E, TS
	Latte

	65. SA *
	SED
	AP
	Latte
	66. SA
	SED
	AP
	Latte

	67. SA
	SED
	AP, TS
	Latte
	68. SA
	SED
	-
	Latte

	69. SA
	SEB
	E
	Latte ovino
	70. SA
	SED
	AP, T, E, TS
	Latte

	71. SA
	SED
	AP, T, E
	Latte
	72. SA
	SED
	AP, T, E, TS
	Latte

	73. SA
	SED
	AP, E, ENF
	Latte
	74. SA
	SED
	-
	Latte

	75. SA
	SEB
	AP, E
	Latte
	76. SA
	SED
	AP, T, E
	Latte

	77. SA
	SEA
	TS
	Latte
	78. SA
	SED
	AP, E
	Latte

	79. SA
	SED
	AP, TS
	Latte
	80. SA
	SED
	AP, E
	Latte

	81. SA
	SED
	AP, T, E, TS
	Carne pollo
	82. SA
	SEA
	AP, TS
	Latte

	83. SA
	SEA/D
	AP, E
	Latte
	84. SA
	SED
	AP
	Latte

	85. SA
	SED
	AP, TS
	Pecorino
	86. SA
	SEB/C/D
	AP, TS
	Latte ovino

	87. SA
	SED
	AP
	Latte
	88. SA
	SED
	AP
	Latte

	89. SA
	SED
	AP, GM, TS
	Latte
	90. SA
	SEA/D
	-
	Latte

	91. SA
	SED
	-
	Latte
	92. SA
	SEA
	AP, T, E
	Mozzarella

	93. SA
	SED
	-
	Mozzarella
	94. SA
	SEA/D
	-
	Mozzarella

	95. SA
	SEB
	TS
	Mozzarella
	96. SA
	SEB
	AP, TS
	Mozzarella

	97. SA
	SEC
	-
	Latte ovino
	98. SA
	SEB/C
	-
	Latte

	99. SA
	SEB/C
	-
	Mozzarella
	100. SA
	SEC/E
	AP, GM, TS
	Mozzarella


LEGENDA: ES: enterotossina stafilococcica; E= Erythromycin; AP= Ampicillin; T= Tetracycline; GM= Gentamycin; ENF= Enrofloxacin; TS= Trimethoprim-Sulfametoxazole. 

* = MRSA

Tabella 2. Caratteristiche dei ceppi MRSA.

	Ceppo
	mecA
	ES
	Biotipo
	Alimento

	MRSA 56
	+
	SEA + SED
	NHS
	Latte

	MRSA 65
	+
	SED
	OVINO
	Latte


LEGENDA: ES = Enterotossina stafilococcica; NHS = biotipo non ospite specifico.
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