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Valutazione del sistema GeneXpert® per la rilevazione di Staphylococcus aureus meticillino-
resistente in campioni clinici

SUMMARY

Infections caused by methicillin-resistant Staphyloccocus aureus strains (MRSA) have reached epidemic
proportions globally, being the major cause of nosocomial infections. Rapid identification of MRSA in nasal swabs
or in clinical samples is considered a useful strategy for control and treatment of these infections. GeneXpert
system (Cepheid Europe,Vira-Solelch, Maurence-Scopont-France) can detect by real-time PCR in approximately
one hour methicillin-resistant S. aureus or coagulase-negative staphylococci (CoNS) in clinical samples, in
comparison with 24 hours for the culture or 48 hours for the antimicrobial susceptibility testing.

In this study GeneXpert system was compared with traditional tests for MRSA detection in nasal swabs, blood-
cultures and surgical wound swabs.

Materials and methods. Eighteen nasal swabs, 23 blood-cultures and |3 surgical wound swabs were tested.
The samples were cultured on blood-agar and mannitol-salt agar. Identification of isolates was carried out with
traditional tests (Gram staining, catalase, coagulase) and automatic Phoenix system. Methicillin-susceptibility was
evaluated according to 2010 CLSI guidelines.

GeneXpert system was performed according to manufacturers instructions, by using the specific kits and
methicillin-resistance was detected by amplification of the genic sequences spa, SCC e mecA.

Results. The results showed a 100% accordance between GeneXpert system and traditional tests for detection
of methicillin-resistant staphylococci. In particular,among 18 nasal swabs, no MRSA was detected, while | blood-
culture (4.3%) and 4 surgical wound swabs (30.7%) were positive for MRSA.

Conclusions. GeneXpert system allows a rapid detection of MRSA in clinical samples and shows the same
sensitivity and specificity as traditional tests. Therefore, it represents a further effective diagnostic method for
prevention and treatment of nosocomial infections due to methicillin-resistant staphylococci.

INTRODUZIONE

Le infezioni da Staphylococcus aureus meticillino-
resistente (MRSA) hanno un’importanza epide-
miologica globale, costituendo la maggioranza
delle infezioni nosocomiali (2).

La meticillino-resistenza comporta notevoli pro-
blemi terapeutici e, oltre a determinare la resisten-
za a tutti i farmaci beta-lattamici, si associa spes-
so alla resistenza ad altri classi di farmaci (macro-
lidi, lincosamidi, tetracicline, aminoglicosidi),
facendo si che i chemioterapici efficaci verso tali
batteri si limitino in pratica ai soli glicopeptidi,
oxazolidoni e, di recentissima introduzione, tige-
ciclina e daptomicina.

E documentato che i costi e la durata della degen-
za e la mortalita per infezioni da MRSA sono note-

volmente aumentati nell’ultimo decennio e che I’e-
sito dell’infezione dipende strettamente dalla rapi-
dita con cui viene instaurata la terapia antibiotica
appropriata (5).

Varie sono le strategie disponibili per affrontare e
contenere tale problematica.

La rapida identificazione di pazienti colonizzati
da MRSA a livello nasale sembra essere utile al
controllo della diffusione ospedaliera di questo
microrganismo (4).

Da qui la necessita di adottare tecniche e sistemi
in grado di fornire risultati certi in tempi utili, pre-
disporre dei piani di prevenzione, anticipare quan-
to piu possibile e ottimizzare I’approccio terapeu-
tico a tali infezioni (7).

Attualmente sono disponibili numerosi sistemi
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molecolari in grado di rilevare nei campioni bio-
logici la presenza di S. aureus o stafilococchi coa-
gulasi-negativi (CoNS) e la sensibilita (MS) o
resistenza (MR) a meticillina, anche in tempi
estremamente rapidi (9).
Il sistema GeneXpert® (Cepheid Europe, Vira-
Solelch, Maurence-Scopont-France) ¢ in grado
di rilevare in campioni clinici con metodo geno-
tipico la presenza di S. aureus o stafilococchi
coagulasi-negativi meticillino-resistenti in un
tempo stimato di circa un’ora, rispetto alle 24 ore
necessarie per I’esame colturale e alle 48 ore
necessarie per la valutazione fenotipica dell’anti-
biogramma (6).
Il test consente di automatizzare e integrare 1’e-
strazione e I’amplificazione degli acidi nucleici
con il rilevamento di sequenze bersaglio utilizzan-
do la tecnica RT-PCR.
La meticillino-resistenza degli stafilococchi ¢
determinata dall’acquisizione del gene mecA, che
codifica per la proteina penicillin-binding-protein
2a (PBP2av).
In S. aureus il gene mecA ¢ contenuto in un elemen-
to genetico mobile, denominato Staphylococcal
Chromosomal Cassette (SCCmec), localizzato nel
cromosoma batterico vicino alla sequenza di origi-
ne di replicazione.
Oltre al gene mecA, tale regione contiene i geni
regolatori della sua espressione (mecl, mecR1),
geni per enzimi di integrazione e di escissione sito-
specifici (ricombinasi ccrA, ccrB) e sequenze di
inserzione che mediano la resistenza ad altre clas-
si di antibiotici. I ceppi MSSA presentano la cas-
setta SCCmec, priva del gene mecA, integrata in un
sito specifico del cromosoma, localizzato all’estre-
mita 3’ di un open reading frame (ORF), orfX, la
cui funzione ¢ a tutt’oggi sconosciuta.

Il sistema GeneXpert® per I’identificazione di

MRSA o MSSA in campioni biologici ¢ basato

sulla rilevazione mediante sonde fluorescenti di

specifiche sequenze geniche:

a) gene spa, che codifica per la proteina A ed
indica la presenza di S. aureus nel campione
biologico;

b) gene mecA, che indica la presenza di ceppi di
S. aureus o CoNS meticillino-resistenti;

¢) una sequenza della cassetta SCCmec, diversa
da quella del gene mecA, che permette di
associare la meticillino-resistenza rilevata alla
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specie S. aureus.

In questo modo il sistema ¢ in grado di rilevare
MRSA o MSSA eventualmente presenti nel cam-
pione biologico insieme a CoNS meticillino-resi-
stenti. Una quarta sonda, diretta verso una specifi-
ca regione genomica di Bacillus globigi, aggiunta
al fest, ¢ utilizzata come controllo dell’intero pro-
cesso di estrazione ed amplificazione.

In questo studio il sistema GeneXpert” ¢ stato
confrontato con le metodiche tradizionali per la
rilevazione di MRSA in campioni clinici quali
tamponi nasali, emocolture e tamponi da ferite
chirurgiche.

®

MATERIALI E METODI

Campioni clinici

I campioni clinici (tamponi nasali, tamponi da
ferita positivi per stafilococchi all’esame micro-
scopico ed emocolture positive per stafilococchi
in flaconi Bactec, Becton Dickinson, Milano)
venivano seminati su agar-sangue di montone e
agar sale-mannite (Becton Dickinson) e I’identifi-
cazione degli isolati stafilococcici era eseguita
con metodi tradizionali (colorazione di Gram, test
della catalasi, coagulasi libera e coagulasi legata
alla cellula) e sistema automatico Phoenix
(Becton Dickinson).

La sensibilita alla meticillina degli isolati batteri-
ci veniva valutata secondo i criteri CLSI 2010 (3)
con il test per diffusione con cefoxitina, la rileva-
zione di PBP2« costitutiva e inducibile mediante
test al latice (bioMérieux, Marcy [I’Etoile,
Francia), e i valori di MIC di oxacillina e cefoxi-
tina (pannello PMIC/ID53 Phoenix, Becton
Dickinson).

GeneXpert

I campioni biologici venivano processati median-
te 1’utilizzazione dei kit specifici “Xpert
Stafilococcus aureus meticillina resistente e sensi-
bile da tampone nasale”, “Xpert Stafilococcus
aureus meticillina resistente da ferita”, “Xpert
Stafilococcus aureus meticillina resistente da
emocoltura” secondo le istruzioni della Ditta pro-
duttrice (Cepheid Europe).

La positivita per MRSA, MSSA o per stafilococ-
chi coagulasi-negativi meticillino-resistenti veni-
va rilevata dal software in base alla amplificazio-
ne delle sequenze geniche spa, SCC e mec4,
secondo il seguente schema:

Isolato spa SCC mecA
MRSA + + +
MSSA + + -
MR-CoNS - - +
MSSA + MR-CoNS + - +

I campioni contenenti CoNS meticillino-sensibili risultano negativi per tutte e tre le sequenze.
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RISULTATI

Tamponi nasali

Dei 18 tamponi nasali analizzati, nessuno era
positivo per MRSA, mentre 7 erano positivi per
MSSA (38.8%).

Undici tamponi sono risultati negativi per S.
aureus (MRSA o MSSA), ma positivi per CoNS
(2 meticillino-resistenti, 9 meticillino-sensibili)
con il sistema real-time (Tabella 1). L’esame col-
turale ha confermato i risultati del fest molecola-
re, la suscettibilita a meticillina dei 7 isolati S.
aureus (MIC oxacillina = 0.5 pg/ml per 4 isolati,
=0.25 ug/ml per 3 isolati; MIC cefoxitina = 4
pg/ml per 3 isolati e =0.25 pg/ml per 4 isolati) e
degli 11 isolati coagulasi negativi (dati non
mostrati).

Pertanto, nessuna discordanza € stata riscontrata
tra il sistema GeneXpert e la metodica tradiziona-
le nella rilevazione di MRSA da tamponi nasali.

Tamponi da ferita

Dei 13 tamponi da ferita analizzati dopo che I’esa-
me microscopico di Gram era risultato positivo per
cocchi Gram positivi ad ammassi, 4 sono risultati
positivi per MRSA (30.7%), 2 per MSSA (15.3%),
2 per MR-CoNS e 5 per MS-CoNS.

Nessuna discordanza ¢ stata riscontrata tra il
sistema GeneXpert e la metodica tradizionale
(Tabella 2).

La valutazione della meticillino-resistenza sulla
base dei valori di MIC di oxacillina e cefoxitina
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per S. aureus e di MIC di oxacillina e diametro di
inbizione di cefoxitina per CONS hanno conferma-
to i dati ottenuti con GeneXpert (Tabella 3).

Emocolture

Delle 23 emocolture positive per stafilococchi
all’esame microscopico dopo colorazione di
Gram, una ¢ risultata positiva per MRSA (4.3%),
10 per MSSA (43.4%), 4 per MR-CoNS (17.3%)
e 8 per MS-CoNS (34.7%).

Anche in quest’ultimo caso non ¢ stata riscontrata
alcuna discordanza tra il sistema GeneXpert ¢ le
metodiche di riferimento (Tabelle 4 ¢ 5).

CONCLUSIONI

11 sistema GeneXpert permette una rapida rileva-
zione di MRSA e MSSA in campioni clinici.

I risultati ottenuti, pur necessitando di essere con-
fermati con un numero piu elevato di campioni
biologici, suggeriscono una ottima correlazione
con le metodiche tradizionali di riferimento.
Pertanto, tale sistema molecolare puo rappresenta-
re un efficace mezzo diagnostico di laboratorio
per la prevenzione e il trattamento delle infezioni
da stafilococchi meticillino-resistenti.
L’immediata conseguenza di tale approccio
potrebbe essere un significativo contenimento
della spesa sanitaria per terapie antibiotiche
non necessarie o non efficaci e una riduzione
della mortalita per tali infezioni come dimo-
strato (1, 8).

Tabella 1. Confronto tra sistema GeneXpert e i metodi fenotipici di riferimento per il rilevamento di MRSA in tamponi nasali.

GeneXpert
Positivo per S. aureus Negativo per S. aureus
Metodi fenotipici MRSA MSSA mecA + mecA -
MRSA 0 0 0 0
MSSA 0 7 0 0
MR-CoNS 0 0 2 0
MS-CoNS 0 0 0 9
Totale 0 7 2 9

Tabella 2. Confronto tra sistema GeneXpert e i metodi fenotipici di riferimento per il rilevamento di MRSA in tamponi

da ferita chirurgica.

GeneXpert
Metodi fenotipici MRSA MSSA MR-CoNS Negativo per S. aureus o
gene mecA
MRSA 4 0 0 0
MSSA 0 2 0 0
MR-CoNS 0 0 2 0
MS-CoNS 0 0 0 5
Totale 4 2 2 5
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Tabella 3. Identificazione biochimica e valutazione della suscettibilita a meticillina degli isolati stafilococcici da ferita chi-
rurgica mediante MIC di oxacillina e di cefoxitina per S. aureus e MIC di oxacillina e diametro di inibizione di oxacillina
per gli stafilococchi coagulasi negativi
Isolato Specie Oxacillina Cefoxitina Cefoxitina

MIC (pg/ml)/RS* MIC (ug/ml)/R S diametro di inibizione (mm)/R S

MRSA

| S. aureus >2 /R >8 /R -

2 S. aureus >2 /R >8 /R -

3 S. aureus >2 /R >8 /R -

4 S. aureus >2 /R >8 /R -
MSSA

| S. aureus =05/S 4/S -

2 S. aureus =05/S 4/S -
MR-CoNS

I S. capitis >2/R - 14/R
2 S. haemolyticus >2/R - 10/R
MS-CoNS

| S. epidermidis = 025/S - 30/S
2 S. capitis = 025/S - 32/S
3 S. epidermidis = 025/S - 40/S
4 S. haemolyticus = 0.25/S - 30/S
5 S. hominis = 0.25/S - 28 /S

a) R, resistente; S, sensibile. Linterpretazione dell’antibiogramma ¢ stata eseguita in base ai criteri CLSI 2010 (3).

Tabella 4. Confronto tra sistema GeneXpert e i metodi fenotipici di riferimento per il rilevamento di MRSA in emocol-
ture positive per stafilococchi all’esame microscopico dopo colorazione di Gram

GeneXpert
Metodi fenotipici MRSA MSSA MR-CoNS Negativo per S. aureus e gene mecA
MRSA | 0 0 0
MSSA 0 10 0 0
MR-CoNS 0 0 4 0
MS-CoNS 0 0 0 8
Totale [ 10 4 8
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Tabella 5. Identificazione biochimica e valutazione della suscettibilita a meticillina degli isolati stafilococcici da emocol-
tura mediante MIC di oxacillina e di cefoxitina per S. aureus e MIC di oxacillina e diametro di inibizione di oxacillina per
gli stafilococchi coagulasi negativi

Isolato Specie Oxacillina Cefoxitina Cefoxitina
MIC (pg/ml)/R'S* MIC (ug/ml)/R'S diametro di inibizione (mm)/R S

MRSA

| S. aureus >2 /R >8/R -

MSSA

| S. aureus =05/8S 4/8S -

2 S. aureus =05/8S 4/8S -

3 S. aureus =05/8S 2/S -

4 S. aureus =025/S 2/8S -

5 S. aureus =05/S 4/S -

6 S. aureus =05/S 4/S -

7 S. aureus =025/S 2/S -

8 S. aureus =05/8S 4/S -

9 S. aureus =0.25/S 2/S -

10 S. aureus =025/S 2/S -

MR-CoNS

[ S. epidermidis 05/R - 14/R

2 S. epidermidis >2/R - I0/R

3 S. haemolyticus >2/R - I0/R

4 S. haemolyticus >2/R - 12/R

MS-CoNS

| S. epidermidis = 025/S - 30/S

2 S. capitis = 025/S - 32/S

3 S. epidermidis = 0.25/S - 40/S

4 S. haemolyticus = 025/S - 30/S

5 S. hominis = 025/S - 28/S

6 S. epidermidis = 025/S - 32/S

7 CoNSs®e = 025/S - 34/S

8 CoNS = 025/S - 28 /S

R, resistente; S, sensibile. Linterpretazione dell’antibiogramma ¢ stata eseguita in base ai criteri CLSI 2010 (3).
CoN, stafilococco coagulasi-negativo non identificato a livello di specie.
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