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Prevalence of Methicillin-resistance in Staphylococcus aureus and coagulase-negative staphylococci
isolated from blood cultures.

SUMMARY

Background: Staphylococci are major cause of nosocomial blood stream infections.This local surveillance study
was carry out to monitor frequency of occurrence of Staphylococcus aureus and coagulase-negative staphylococ-
ci (CoNS) in blood stream infections and the incidence of methicillin-resistant (MET-R) strains.

Materials and methods: During the period January — December 2006, 9840 blood specimens were analyzed
and microrganisms from positive samples were collected. Bacterial identifications were performed according to
the standard methods (Murray, 2003).We evaluated, in particular, the antibiotic-resistance phenotype of staphy-
lococci employing disk diffusion test as suggested by the CLSI (2006). The following antimicrobial agents were
tested: oxacillin, penicillin, amoxiciclin-clavulanate, cefalotin, cefamandole, imipenem, teicoplanin, linezolid,
ciprofloxacin, erythromycin, clindamicin, rifampicin, trimethoprim-sulfamethoxazole, gentamicin, doxiciclin, fos-
fomycin.

Results: The microrganisms isolated were 551: 370 Gram-positives (67%), | 31 Gram-negatives (24%), | | anaer-
obes (2%) and 39 mycetes (7%). In particular, 121 S. epidermidis, 75 S. aureus, 42 S. haemolyticus and other 39 CoNS
were analyzed: methicillin-resistance occurred in more than 80% of S.aureus strains collected from Intensive
Care Units (ICU) and in about 50 % of those isolated from other divisions. In CoNS the incidence of MET-R
ranged from 30 to 80 %, the higher values were registered among S. epidermidis and S. haemolyticus.

MET-R strains were characterized by high resistance rates even to ciprofloxacin (from 47 to 100%), erythromy-
cin (from 70 to 100%), and in same cases to gentamicin (from 23 to 86%) also.

Conclusions: Staphylococci are the prevalent cause of blood stream infections. The distinctive feature of MET-R
strains is their resistance not only to all b-lactam antibiotics, but also to a wide range of other antimicrobial agents.
However, the glycopeptide teicoplanin remains 100% effective against MET-R S.aureus and S. epidermidis strains.

INTRODUZIONE

L’isolamento colturale dei microrganismi dal san-
gue ¢ estremamente importante per la diagnosi di
laboratorio di molte patologie infettive.
L’emocoltura consente di rilevare le batteriemie
associate a svariate malattie infettive quali I’en-
docardite, ’osteomielite, la pielonefrite ascen-
dente, Dartrite settica, la polmonite e rappresenta
anche un importante metodo di indagine nelle
infezioni associate all’utilizzo di materiali prote-
sici e cateteri endovascolari. Attraverso i cateteri
permanenti, infatti, i batteri normalmente presen-
ti sulla cute possono entrare nel circolo sangui-
gno.

Vi sono numerosi fattori (sia clinici che tecnici)
che possono condizionare il risultato di un’emo-
coltura. L’esito di questo esame puo dipendere dal
numero ¢ la successione temporale dei prelievi, il
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volume del campione, le caratteristiche del siste-
ma analitico utilizzato per evidenziare lo sviluppo
batterico (24, 29). Talvolta, le colture di sangue
possono rivelare la presenza di batteri che rappre-
sentano una contaminazione derivante dalla cute.
Per questo motivo € opportuno disinfettare la cute
al momento del prelievo e ripetere I’emocoltura a
intervalli di tempo per determinare se ¢ presente
una batteriemia persistente oppure transitoria. Un
secondo o un terzo set di colture non solo incre-
mentano la possibilita di isolamento del micror-
ganismo eventualmente presente, ma consentono
anche di distinguere i probabili patogeni dai pos-
sibili contaminanti (13).

Nell’ultimo decennio i microrganismi isolati piu
frequentemente dalle emocolture sono stati i
Gram-positivi, in particolar modo gli stafilococ-
chi e si & assistito, nell’ambiente nosocomiale in
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generale e nelle Unita di Terapia Intensiva (UTI)
in particolare, ad un incremento dell’incidenza
della resistenza alla meticillina accompagnata
della resistenza verso antibiotici di altre classi (5-
6, 8-9, 21-22, 26-27, 34).Variazioni nell’inciden-
za della meticillino - resistenza, tuttavia, si posso-
no osservare non solo tra differenti aree geografi-
che, ma anche tra diversi ospedali di una stessa
zona e addirittura tra i vari reparti ospedalieri.

In questo studio epidemiologico locale, ¢ stata
condotta un’indagine retrospettiva analizzando i
risultati delle emocolture inviate al nostro labora-
torio in un periodo di tempo di un anno. E stata,
quindi, valutata la percentuale di positivita riscon-
trata ed il tipo di batteri isolati, prestando partico-
lare attenzione a Staphylococcus. aureus e agli
stafilococchi coagulasi-negativi (SCN) e all’inci-
denza della meticillino-resistenza in questi
microrganismi.

MATERIALI E METODI

Presso la Sezione di Microbiologia dell’ Universita
di Genova, nel periodo gennaio-dicembre 2006,
sono state analizzate 9840 emocolture provenienti
da 1737 pazienti. Le emocolture pervenute duran-
te lo studio sono state suddivise in due gruppi: uno
comprendeva quelle provenienti da pazienti rico-
verati in UTI (Anestesia e Rianimazione,
Trapianti, Neurochirurgia) e Malattie Infettive,
mentre nell’altro gruppo sono state incluse quelle
provenienti dai reparti di Medicina Interna e
Chirurgia.

Per ciascuna emocoltura venivano inviati al labo-
ratorio 2 flaconi, uno per aerobi e uno per anaero-
bi, ciascuno inoculato al momento del prelievo
con circa 10 ml di sangue. La positivita dei cam-
pioni ¢ stata valutata con il sistema automatico
Bactec (Becton Dickinson) che provvedeva
all’incubazione (a 37°C per un massimo di 7 gior-
ni) e all’agitazione costante dei flaconi. I campio-
ni risultati positivi sono stati seminati su 2 piastre
di Columbia agar sangue 5% (una incubata in
aerobiosi ed una in anaerobiosi) e 1 piastra di
agar-cioccolato (incubata in CO:).
L’identificazione dei germi isolati & avvenuta tra-
mite I’impiego di prove metaboliche ¢ biochimi-
che (23) utilizzando i sistemi API (bioMerieux,
France). L’antibiogramma ¢ stato eseguito con il
metodo della diffusione su disco (Kirby-Bauer),
utilizzando come terreno il Muller-Hinton agar
inoculato con la sospensione (0.5 McFarland) del
ceppo in esame e incubato a 37°C per 24 ore (7).
Sugli stafilococchi sono stati saggiati i seguenti
antibiotici: oxacillina (OXA), penicillina (P),
amoxicillina-acido clavulanico (AMC), cefalotina
(KF), cefamandolo (MA), imipenem (IPM), tei-
coplanina (TEC), linezolid (LZD) ciprofloxacina
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(CIP), eritromicina (E), clindamicina (DA),
rifampicina (RD), cotrimossazolo (SXT), genta-
micina (GN), doxiciclina (DO), fosfomicina
(FOS).

S. aureus ATCC 25923, ATCC 29213 e ATCC
43300 stati inclusi come controlli di qualita.

RISULTATI

Sono risultate positive 1522 emocolture su 9840,
pari al 15.5% dei campioni pervenuti. Dal
momento che, non sono stati presi in considera-
zione campioni positivi ripetuti provenienti dallo
stesso paziente, i microrganismi effettivamente
isolati sono stati 551. Sono stati individuati 370
Gram-positivi (pari al 67%), 131 Gram-negativi
(24%), 11 anaerobi (2%) e 39 miceti, tutti appar-
tenenti al genere Candida (7%) (Figura I)

Tra 1 Gram-positivi, i microrganismi piu frequen-
temente riscontrati sono stati gli stafilococchi
(74%) seguiti dagli enterococchi (15%) e dagli
streptococchi (4%), mentre gli altri germi costi-
tuivano il rimanente 7%. Piu dettagliatamente
sono stati isolati 121 Staphylococcus epidermidis,
75 S. aureus, € 42 S. haemolyticus e altri 39 stafi-
lococchi coagulasi-negativi (19 S. hominis; 13 S.
capitis; 4 S. simulans; 3 S. warneri). Tra gli ente-
rococchi sono stati identificati 25 E. faecium, 24
E. faecalis e 5 Enterococcus spp. Tra gli strepto-
cocchi sono stati individuati 3 S. anginosus, 2 S.
milleri, 2 S. mitis, 2 S. agalactiae, 1 S. constella-
tus, 1 S. pyogenes e 1 S. pneumoniae. Sono inol-
tre stati isolati i seguenti Gram-positivi: 12
Corynebacterium (4 C. jeikeium, 2 C. striatum, 6
Corynebacterium spp.), 8 Bacillus spp., 2
Leuconostoc spp., 2 Micrococcus spp., 1 Listeria
spp € 1 L. monocytogenes.

Il 72% degli isolati Gram-negativi era rappresen-
tato da fermentanti e il 28% da microrganismi non
fermentanti. Tra i fermentanti sono stati indivi-
duati 36 E. coli, 26 Klebsiella spp. (24 K.pneu-
moniae ¢ 2 K. oxytoca) 16 Enterobacter spp. (14
E. cloacae ¢ 2 E. aerogenes), 6 Citrobacter freun-
dii, 5 Serratia marcescens, 2 Proteus mirabilis, 1
Morganella morganii, 1 Pantoea agglomerans, 1
Salmonella spp. Tra i Gram-negativi non fermen-
tanti sono stati identificati 25 Pseudomonas aeru-
ginosa, 7 Stenotrophomonas maltophilia, 3
Acinetobacter (2 A. baumannii e 1 Acinetobacter
spp.) € 1 Burkholderia cepacia. Sempre tra i
Gram-negativi, ¢ stato isolato anche un
Campylobacter spp.

Infine, tra i microrganismi anaerobi, sono stati rin-
venuti 6 Propionibacterium spp, 4 Bacteroides (2 e
2 Bacteroides spp.) e 1 Clostridium spp.

11 40% circa degli isolati proveniva da UTI e
Malattie Infettive, il 60% dagli altri reparti (per lo
pit Medicina Interna). Nei due gruppi non sono
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state riscontrate sostanziali differenze nella distribu-
zione relativa tra Gram-positivi ¢ Gram-negativi.

Analizzando D’incidenza della meticillino-resi-
stenza negli stafilococchi, sono state riscontrate
percentuali piu elevate negli stipiti di S. aureus
provenienti da UTI e Malattie Infettive (Tabelle
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aminoglicosidi (GN), invece, era molto piu mar-
cata (86%) nei ceppi provenienti da UTI e
Malattie Infettive. In S. haemolyticus sono state
osservate percentuali di resistenza all’oxacillina
ed alle altre classi di farmaci analizzate analoghe
a quelle descritte per S. epidermidis. Resistenza

1-2): in questi reparti, infatti,
la percentuale di resistenza
all’oxacillina superava 1’80%
ed era accompagnata da altret-
tanta insensibilita a GN, non-
ché da una totale resistenza
anche a CIP ed E. Nei ceppi di
S. aureus provenienti dai
reparti di Medicina Interna e
Chirurgia, invece, la percen-
tuale di ceppi resistenti all’o-
xacillina superava di poco il
50%. Per quanto riguarda S.
epidermidis, 1’ oxacillino-resi-
stenza raggiungeva il 63.2%
in UTI e Malattie Infettive e il
76.6% negli altri reparti, in
tutti 1 casi accompagnata da
percentuali elevate di insensi-
bilita (oltre il 70%) anche a
CIP ed E. La resistenza agli
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Figura I: Distribuzione dei 551 microrganismi isolati dalle emocolture.

Tabella |: Percentudli di antibiotico-resistenza negli stafilococchi provenienti dai reparti di UTI e Malattie Infettive

OXA % di antibiotico-resistenza alle altre classi di farmaci
Microrganismo P AMC KF MA IPM TEC LZD CIP E DA RD SXT GN DO FOS
(n. di ceppi)
S.aureus (22) R (81.8%) - - - - - 100 100 73 27 40 80 O O
S (182%) 100 O 0 0 0 0 0 0 0 0 33 0 O
S.epidermidis (57) R (63.2%) - - - - - 89 71 54 29 6l 8 0 I8
S (36.8%) 93 0 0 0 0 0 O

0
0
0
0 23 29 0 0 12 0
0
0
0

S.haemolyticus (I5) R (60%) - - - - - 75 78 111156 67 Il I
S(40%) 53 0 0 0 0 25 50 0 0 25 20 0 25
AltriSCN (23) R (60.9%) - - - - - 47 94 53 12 47 8 0 18

o|o|o|o|o|o|o|o

S (39.1%) 7 0 0 0 0 0 Il 56 11 0 22 11 110
Legenda: oxacillina (OXA), penicillina (P), amoxicillina-acido clavulanico (AMC), cefalotina (KF), cefamandolo (MA), imipenem (IPM),
teicoplanina (TEC), linezolid (LZD), ciprofloxacina (CIP), eritromicina (E), clindamicina (DA), rifampicina (RD), cotrimossazolo (SXT),
gentamicina (GN), doxiciclina (DO), fosfomicina (FOS).
SCN: stdfilococchi coagulasi-negativi.

Tabella 2: Percentuali di antibiotico-resistenza negli stafilococchi provenienti dai reparti di Medicina Interna e Chirurgia.

OXA % di antibiotico-resistenza alle altre classi di farmaci
Microrganismo P AMC KF MA IPM TEC LZD CIP E DA RD SXT GN DOFOS
(n. di ceppi)
S.aureus (53) R (52%) - - - - - 0 0 95 91 55 |4 0 23 5 5
S (47.2%) 91 0 0 0 0 0 0 9 70 26 O 9 13 0 O
S.epidermidis (64) R (76.6%) - - - - - 0 0 79 78 35 20 45 63 0 20
S (23.4%) 62 0 0 0 0 0 0 40 54 8 8 I5 31 0 0
S.haemolyticus (27) R (79.7%) - - - - - 4 0 89 70 48 19 52 81 14 14
S (20.3%) 52 0 0 0 0 0 0 0 17 0 0 17 0o 0 17
Altri SCN (16) R@31.3%) - - - - - 0 0 80 8 29 0 57 83 29 |4
S (68.7%) 56 0 0 0 0 0 0 36 50 14 0 36 21 0 2l

Legenda: oxacillina (OXA), penicillina (P), amoxicillina-acido clavulanico (AMC), cefalotina (KF), cefamandolo (MA), imipenem (IPM),
teicoplanina (TEC), linezolid (LZD), ciprofloxacina (CIP), eritromicina (E), clindamicina (DA), rifampicina (RD), cotrimossazolo (SXT),
gentamicina (GN), doxiciclina (DO), fosfomicina (FOS). SCN: stafilococchi coagulasi-negativi.
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alla teicoplanina ¢ stata segnalata solamente in
uno stipite proveniente da Medicina Interna.
Negli altri stafilococchi coagulasi-negativi i valo-
ri di meticillino-resistenza riscontrati in UTI e
Malattie Infettive sono stati inferiori al 61%, con
percentuali ancora piu basse negli altri reparti
(31.3%).

CONCLUSIONI

L’emocoltura ha assunto negli ultimi anni una
sempre maggiore importanza, dovuta al consi-
stente aumento delle batteriemie acquisite in
ospedale. Procedure invasive, come la cateteriz-
zazione e altre misure di sostegno alla sopravvi-
venza, possono infatti favorire 1’ingresso dei
microrganismi nel sangue. L’insorgenza di batte-
riemie e sepsi puo anche essere favorito dall’in-
debolimento delle difese immunitarie conseguen-
te ad alcune patologie o indotto dall’impiego di
chemioterapici e farmaci immuno-soppressivi
(19-20).

Nei pazienti affetti da sepsi 1’instaurazione tem-
pestiva di una terapia antimicrobica corretta con-
tribuisce in modo significativo alla riduzione
della morbilita e della mortalita (11, 12, 15, 18).
Una grande varieta di microrganismi (Gram-posi-
tivi, Gram-negativi, anaerobi, miceti) pud essere
coinvolta nelle sepsi, pertanto 1’identificazione
del germe e la determinazione del suo spettro di
sensibilita agli antibiotici possono fornire al clini-
co informazioni molto utili per intraprendere la
terapia antibiotica piu appropriata (4).

In questo studio molti dei campioni risultati posi-
tivi erano rappresentati da isolati ripetuti dello
stesso microrganismo. Se confrontiamo il numero
delle emocolture positive con i microrganismi
isolati possiamo, infatti, osservare che ciascun
ceppo ¢ stato riscontrato mediamente 3 volte in
uno stesso paziente. Piu di una serie di emocoltu-
re per ciascun paziente veniva dunque inviata al
laboratorio allo scopo di incrementare la possibi-
lita di isolamento del microrganismo eventual-
mente presente e consentire la distinzione dei pro-
babili patogeni dai possibili contaminanti.
Solitamente ¢ piu facile trovare contaminanti in
una singola serie di colture mentre i patogeni tipi-
camente si riscontrano da piu di una serie di cam-
pioni. Una sola emocoltura positiva in assenza di
sintomi o di segni clinici puo riflettere una conta-
minazione. Tuttavia, qualsiasi emocoltura positi-
va merita un’attenta valutazione clinica prima di
essere considerata come insignificante, special-
mente quando occorre interpretare un risultato
positivo per stafilococchi coagulasi negativi, o
altri microrganismi (corinebatteri, streptococchi
viridandi e Bacillus spp.) spesso considerati in
passato come contaminanti (3, 10, 13).
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Questo studio conferma che sia gli stafilococchi
coagulasi-negativi che S.aureus sono microrgani-
smi estremamente diffusi nell’ambiente nosoco-
miale e i ceppi meticillino-resistenti costituiscono
un problema di crescente gravita, specialmente
nei pazienti ricoverati in UTI. Le elevate percen-
tuali di antibiotico-resistenza riscontrate nei cam-
pioni pervenuti in questo laboratorio confermano
che negli isolati nosocomiali la meticillino-resi-
stenza € spesso accompagnata non solo dall’in-
sensibilita a tutte le altre molecole della classe dei
B-lattamici, ma anche ad altri agenti come macro-
lidi, chinoloni e aminoglicosidi (2, 33). Contro
questi ceppi multiresistenti le opzioni terapeuti-
che sono considerevolmente limitate. I glicopep-
tidi (vancomicina e teicoplanina) sono stati consi-
derati per anni i farmaci di ultima risorsa nei con-
fronti degli stafilococchi meticillino-resistenti,
tuttavia ceppi con sensibilita ridotta o eterogenea
a questi antibiotici sono stati descritti a partire
dagli anni anni ‘90 (16-17, 25, 31). Contro i
microrganismi resistenti ai glicopepetidi si sono
dimostrati attivi nuovi farmaci, come il linezolid,
la daptomicina e la tigeciclina, caratterizzati cia-
scuno da un meccanismo d’azione completamen-
te nuovo (1, 14, 28). Gli isolati clinici di S. aureus
resistenti ai glicopeptidi sono comunque piuttosto
rari (30) e in questo studio non ne sono stati
segnalati. E stato individuato solamente uno stipi-
te di S. haemolyticus resistente alla teicoplanina;
I’espressione di resistenza eterogenea alla teico-
planina ¢ abbastanza comune in questa specie
che, pertanto, ¢ caratterizzata da una predisposi-
zione ad acquisire resistenza ai glicopeptidi (32-
33).
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