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New chromogenic agar medium MRSA ID for detection of methicillin-resistant S. aureus:

Reliability of reading.

SUMMARY

We proceeded to the evaluation of the reability of reading and interpretation of cultures on the chromogenic
medium MRSA D for the detection of methicillin-resistant S. aureus, within a surveillance program.
Our observations demonstrate such method results a useful instrument of screening for the prevention and the

control of the spread of the infections by MRSA.

INTRODUZIONE

La prima segnalazione di S. aureus meticillino-
resistente (MRSA) ¢ di poco successiva all’intro-
duzione della meticillina in terapia.

In Europa la prevalenza media di MRSA ¢
aumentata dall’1% nel 1980 al 30% nel 1991 e
attualmente mostra una diversa distribuzione tra i
diversi Paesi che varia da meno dell’1% (Paesi
Baltici) a piu del 40% (Italia, Regno Unito) (8,
15).

L’elevata circolazione di MRSA rappresenta un
problema non solo nelle strutture ospedaliere ma
anche nelle Residenze Assistenziali per Anziani
dove la prevalenza di colonizzazione da MRSA
oscilla tra 1’8% ed il 53% (8, 9).

I soggetti residenti colonizzati da MRSA hanno
un rischio sei volte maggiore di sviluppare un’in-
fezione stafilococcica rispetto a quelli colonizzati
da ceppi sensibili (MSSA) (10).

Negli ultimi anni sono stati introdotti terreni cro-
mogeni che consentono la rapida rilevazione di
MRSA anche dai campioni contaminati, come le
cavita nasali; tale screening dei portatori puo
quindi contribuire in modo efficace a ridurre la
trasmissione e la diffusione di questa infezione
(1-3,5,7, 14).

Diversi Autori hanno dimostrato una buona per-
formance del terreno cromogeno MRSA ID
(bioMérieux) con sensibilita tra 89 - 98.8% e spe-
cificita 97.4 - 99.5 (6, 11-13).

Con questo lavoro, abbiamo voluto valutare la
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facilita di lettura ed interpretazione delle colture
di S. aureus meticillino-resistente su MRSA ID in
relazione al colore ed aspetto delle colonie, nel-
I’ambito di un programma di sorveglianza.

MATERIALI E METODI
Sono stati effettuati 838 tamponi nasali tra gli
ospiti e gli operatori di due Residenze Sanitarie
Assistenziali della provincia di Bergamo che sono
stati poi seminati, entro 24 ore dal prelievo, diret-
tamente sul terreno cromogeno MRSA ID presso
il Laboratorio di Microbiologia ¢ Virologia degli
Ospedali Riuniti di Bergamo.
Il terreno ¢ stato incubato a 37°C in aerobiosi con
lettura delle piastre dopo 24 ore, valutando la pre-
senza di colonie MRSA; in assenza di crescita o
di colorazione le piastre sono state reincubate per
un altro giorno.
Il terreno MRSA ID presenta un substrato nutriti-
vo costituito da differenti peptoni, un substrato
cromogeno (a-glucosidasi), un antibiotico: (cefo-
xitina) ed inoltre una miscela selettiva che inibi-
sce la crescita della maggior parte dei microrgani-
smi diversi dagli stafilococchi.

Secondo le indicazioni del produttore:

* le colonie di MRSA appaiono di colore verde a
24 ore e non sono richieste ulteriori indagini di
conferma;

* dopo un’incubazione di 48 ore I’eventuale pre-
senza di colonie caratteristiche deve essere con-
fermata con test biochimici o immunologici;
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*le colonie di stafilococchi coagulasi negativi
(CoNS) possono apparire verde pallido;

* le colonie di Bacillus spp, bacilli Gram negativi
e ceppi ESBL produttori, appaiono di colore
verde ma si differenziano per la diversa morfo-
logia;

L’aspetto cromatico delle colonie ¢ stato registra-
to come di seguito indicato: verde, verde pallido e
non-verde in considerazione a quanto descritto
per il test MRSA ID.
Su tutte le colonie verdi e verdi pallide sono stati
effettuati i test di conferma dell’identificazione
(esame microscopico ed eventualmente il test
della catalasi e della coagulasi in provetta) e della
meticillino-resistenza (agar diffusione Kirby-
Bauer secondo le indicazioni CLSI) (15).
Dopo 24 ore di incubazione, si ¢ osservato lo svi-
luppo di colonie francamente verdi in 77 casi
(9.2%), verde pallido in 119 (14.2%) e non verdi
in 642 (76.6%). La successiva analisi con 1 test
tradizionali ha permesso di confermare come
MRSA le colonie verdi in 73 casi su 77 (94.8%) e
le colonie verde pallido in solo 3 casi su 119
(2.5%); prolungando invece l’incubazione a 48
ore si € constatato che altre 22 colonie acquista-
vano una caratteristica colorazione verde, aggiun-
gendosi quindi alle precedenti 77, ma tutte risul-
tavano poi non MRSA. Pertanto 73 su 99 colonie
verdi (73.7%) si confermano S. aureus meticilli-
no-resistente.

CONCLUSIONI

La recente emergenza di MRSA pone ’esigenza
da parte dei Laboratori di Microbiologia di attua-
re nuove e sempre piu efficaci strategie nei pro-
grammi di sorveglianza attiva per la prevenzione
ed il controllo della diffusione di S. aureus meti-
cillino-resistente sia nelle Strutture Ospedaliere
che nelle Residenze Assistenziali Sanitarie.

Lo svantaggio dei terreni tradizionali risulta nella
richiesta di test aggiuntivi per la differenziazione
di S. aureus dall’eventuale flora polimicrobica. Il
riconoscimento poi delle colonie di MRSA rispet-
to a quelle di MSSA necessita quindi dell’esecu-
zione di ulteriori test di sensibilita con un signifi-
cativo dispendio di tempo e di carico di lavoro
nella comune pratica di laboratorio.

Il recente sviluppo di terreni cromogeni per 1’i-
dentificazione di S. aureus ¢ stato utilizzato per la
rilevazione delle colonie meticillino-resistenti.
L’aggiunta di vari agenti selettivi comporta una
sensibilita e specificita variabile nello screening
degli MRSA quando confrontati con alcuni dei
terreni tradizionali.

Anche se studi comparativi indipendenti sono
comunque richiesti, la performance migliore dei
terreni cromogeni ¢ stata ottenuta con I’aggiunta

Microbiologia
Medica

S.AUREUS METICILLINO-RESISTENTE: UTILIZZO DEL TERRENO CROMOGENO MRSA ID.

di cefoxitina, presente in MRSA ID al posto del-
I’oxacillina come agente selettivo, in accordo con
le piu recenti indicazioni del CLSI che suggeri-
scono questa molecola nella valutazione della
meticillino-resistenza (3, 6).

Sebbene diversi metodi, anche in biologia mole-
colare, sono stati sviluppati e descritti per la rapi-
da identificazione di S. aureus meticillino-resi-
stente, 1 terreni cromogeni, come MRSA 1D, non
richiedono una speciale strumentazione e pertan-
to potrebbero trovare una prossima utilizzazione
nei laboratori di Microbiologia, anche se occorre
tenere presente che I’interpretazione del colore
delle colonie risulta critica, considerata la variabi-
lita di esperienza e di sensibilita cromatica tra i
diversi operatori.

Un altro elemento da considerare criticita, in rela-
zione alla sede di prelievo (tamponi muco-cuta-
nei) nei programmi di sorveglianza, ¢ rappresen-
tato dall’elevata percentuale di colture miste: rela-
tivamente facile risulta a questo proposito la rile-
vazione delle colonie verdi in MRSA ID suggesti-
ve di S. aureus meticillino-resistente in presenza
di flora polimicrobica.

Le nostre osservazioni dimostrano che, in base al
colore verde, sono stati correttamente identificati
come MRSA, 73 casi su 76 (96%) dopo 24 h di
incubazione, come segnalato da Diederer et al,
che riportano una migliore performance del terre-
no cromogeno MRSA ID a 24 ore (13).

Il terreno cromogeno MRSA ID si pone pertanto
come utile strumento di screening nei programmi
di sorveglianza attiva per la rilevazione dei porta-
tori nasali e la prevenzione ed il controllo della
diffusione delle infezioni da MRSA.

Ulteriori studi sono richiesti per valutare 1’utilita
di questo promettente metodo nell’identificazione
di S. aureus meticillino-resistente direttamente da
altri campioni clinici, prima dell’introduzione
nella routine microbiologica.

Le nostre osservazioni confermano comunque la
relativa facilita di lettura e di interpretazione del
terreno cromogeno Agar MRSA ID, sia pure alla
prima valutazione nell’attivita diagnostica.
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