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Objectives: To evaluate the Uro-Quick system for detection of extended-spectrum beta-lactamase (ESBL)
among nosocomial strains isolated from urine during a 2 months period.

Methods: A total of 221 strains collected from nosocomial patients were tested for antibiotic susceptibility by
the Uro-Quick system. About 10°¢ cell/ml were used to seed 2.5 ml of broth in vials containing ceftazidime (10
pg/mL) and ceftazidime (10 pg/mL) plus clavulanic acid (10 pg/mL). After incubation the results were plotted as
growth curves.All results were confirmed by Kirby-Bauer method. Control strains were included.

Results: Using an inoculum of 10¢ cell/ml the instrument was capable to print out the result after 5 hours of
incubation.Among the pathogens studied, 46 strains resulted resistant to ceftazidime (presence of growth).These
results were then compared with those obtained with the Kirby-Bauer method, and it was found that among
these 46 ceftazidime-resistant clones all were ESBL-producers, even if 12 showed an intermediate, and 12 a sus-
ceptible antibiotic phenotype by Kirby-Bauer method.

Conclusion: Present findings suggest that Uro-Quick represents a useful technology to detect ESBL-producing
strains especially those that required further confirmatory tests for their identification. The period of time need-
ed to achieve the results, in some cases less than 5 hours, might be an advantage over the usual methodologies.

INTRODUZIONE

I batteri Gram-negativi resistenti agli antibiotici
B-lattamici in virtu della sintesi di potenti enzimi
idrolizzanti detti B-lattamasi, rappresentano un
fenomeno di grosso impatto nella sanita pubblica.
La prima [-lattamasi ¢ stata scoperta negli anni
sessanta (3) e denominata TEM-1. Questa protei-
na, responsabile del 90% dei casi di resistenza
all’ampicilina da parte di Escherichia coli ¢ in
grado di idrolizzare le penicilline e le cefalospori-
ne di prima generazione come la cefalotina e la
cefaloridina. Essendo questo catalizzatore veico-
lato da plasmidi ha avuto una rapida diffusione e
ha interessato non solo E. coli ma anche altri
membri appartenenti alla famiglia delle
Enterobacteriaceae. Un’altra 3-lattamasi ritrova-
ta con frequenza piuttosto elevata ¢ la SHV-1,
proteina solitamente codificata dal cromosoma in
Klebsiella pneumoniae e plasmidica in E. coli.
Negli ultimi anni sono stati messi in commercio
un numero elevato di farmaci in grado di contra-
stare 1’azione idrolitica di questi enzimi, una clas-
se di questi antibiotici ¢ rappresentata dalle cefa-
losporine di terza generazione, denominate anche
a spettro esteso, per il fatto che la loro attivita in
vitro include non solo molti ceppi Gram-negativi
ma si estende anche a Pseudomonas. aeruginosa
o altri ceppi a rapida crescita non inibiti dalle
cefalosporine gia in uso da tempo. I microrgani-
smi in grado di sviluppare resistenza nei confron-
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ti di questi antibiotici sono stati classificati come
produttori di B-lattamasi a spettro esteso (ESBL)
(1). Attualmente sono state descritte piu di 150
diversi tipi di ESBL anche se TEM e SHV rap-
presentano le classi di enzimi piu frequentemente
ritrovate.

La maggior parte delle ESBL sono veicolate da
plasmidi che ne possono facilitare la diffusione da
una specie all’altra. Poiché spesso nei plasmidi
troviamo geni che conferiscono resistenze ad altri
antibiotici, soprattutto ad aminoglicosidi, cotri-
mossazolo e tetracicline, si riscontra sovente una
concomitante resistenza verso tali molecole (5).
Gli stipiti ESBL sono un grave problema emer-
gente per tutti i laboratori di Microbiologia
Clinica a livello mondiale. Infatti I’identificazio-
ne di questi ceppi richiede test specifici spesso
non eseguiti di routine. I National Commitee for
Clinical Laboratory Standards (NCCLS) suggeri-
sce ’esecuzione di indagini di laboratorio per
identificare ceppi produttori di ESBL in K. pneu-
moniae, K. oxytoca ed E. coli che manifestano
una resistenza a cefpodoxime, ceftazidime,
aztreonam, cefotaxime, e ceftriaxone. Per Proteus
mirabilis lo screening di routine & sconsigliato,
tuttavia per stipiti clinicamente rilevanti, che
manifestano una ridotta sensibilita a ceftazidime,
cefotaxime o cefpodoxime, e quindi sospetti pro-
duttori di ESBL, ¢ consigliato il test di conferma
che impiega dischetti di ceftazidime con I’aggiun-
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ta di acido clavulanico (6).

In questo studio preliminare ¢ stato valutato se un
sistema automatico Uro-quick utilizzato da tempo
per la determinazione della batteriuria, pud forni-
re in tempi piu rapidi rispetto alla metodica tradi-
zionale, un’indicazione sulla presenza di ESBL in
ceppi isolati da pazienti nosocomiali.

MATERIALI E METODI

Ceppi utilizzati

Per questo studio sono stati utilizzati ceppi Gram-
negativi patogeni isolati consecutivamente per 2
mesi da pazienti nosocomiali affetti da infezione
alle vie urinarie (tabella 1). 221 ceppi scelti in
maniera casuale sono stati analizzati per verifica-
re I’eventuale presenza di produttori di ESBL.
L’analisi ¢ stata compiuta utilizzando la metodica
prevista dal’NCCLS, il metodo del doppio
dischetto e il sistema Uro-Quick.

E. coli ATCC 25922, E. coli ATCC 35218, per i
saggi includenti un B-lattamico e un inibitore di B-
lattamasi, E. coli produttore di B-lattamasi TEM-2,
di ESBL TEM-3 ¢ TEM-4 (2), P. aeruginosa ATCC
27853 e S. aureus ATCC 25923 sono stati aggiunti
nei saggi di sensibilita come controllo di qualita.
Identificazione di ceppi produttori di ESBL
La metodica per I’identificazione di stipiti produt-
tori di ESBL suggerita dall’NCCLS prevede 1’uti-
lizzo di dischetti contenenti ceftazidime e acido
clavulanico. Un dischetto di ceftazidime (30 pg)
viene addizionato con 10 pL di una soluzione di
acido clavulanico a 1000 pg/mL e lasciato asciu-
gare per 30 minuti. Il dischetto cosi preparato
viene poi utilizzato per eseguire 1’antibiogramma
secondo la metodica standard dell’NCCLS. Dopo
18-24 ore di incubazione a 37°C vengono misura-
ti gli aloni di inibizione. Un alone di inibizione di
diametro superiore di almeno 5 mm prodotto dal
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dischetto contenente ceftazidime piu acido clavu-
lanico rispetto al solo ceftazidime indica la pre-
senza di un ceppo produttore di ESBL.

Tecnica di diffusione mediante doppio disco (4).
Su una piastra di MH agar sulla quale ¢ stato semi-
nato il ceppo da saggiare vengono posizionati a una
distanza di 30 mm 'uno dall’altro due dischetti
contenenti rispettivamente ceftazidime (30 pg) e
amoxicillina/acido clavulanico (20/10 pg).

La piastra viene incubata overnight a 37°C e la
produzione di ESBL ¢ verificata quando 1’alone
di inibizione attorno al dischetto contenente cefta-
zidime si espande verso il dischetto di amoxicilli-
na/acido clavulanico.

Sistema URO-QUICK

L’Uro-Quick (figura I) introdotto da Alifax
(Padova, Italia) ¢ uno strumento automatizzato
che permette di determinare la sensibilita agli
antibiotici in tempi rapidi sulla base del patogeno
studiato. | batteri vengono inoculati ad una con-
centrazione iniziale di 10° CFU/mL in vials con-
tenenti 2.5 mL di terreno di coltura e di antibioti-
co da saggiare alle opportune concentrazioni. Il
sistema impiega un raggio laser per valutare la
crescita batterica. Dopo 3-5 ore di incubazione a
37°C I’apparecchio puo fornire i risultati. La pre-
senza o I’assenza di una curva di crescita indica
rispettivamente resistenza o sensibilita all’ anti-
biotico saggiato (figura II).

I ceppi sono stati inoculati in vials contenenti cef-
tazidime (10 pg/mL) e ceftazidime piu acido cla-
vulanico (10/10 pg/mL) e dopo I’opportuna incu-
bazione a 37°C (mai superiore alle 5 ore) lo stru-
mento ha stampato i risultati. L’obiettivo era valu-
tare se 1I’Uro-Quick fosse stato in grado di evi-
denziare i ceppi produttori di ESBL come resi-
stenti alla ceftazidime e sensibili alla ceftazidime
piu acido clavulanico.

Tabella 1. Ceppi utilizzati in questo studio provenienti da pazienti nosocomiali

CEPPO NUMERO CEPPI PERCENTUALE CEPPI

E. coli 106 48%
K. pneumoniae 28 12.6%
P.mirabilis 32 14.5%

P. aeruginosa 22 10%
E. cloacae 8 3.6%
C. freundi 8 3.6%

P. stuartii 4 1.8%
M. morganii 4 1.8%
Altri 9 4.1%

Tabella 2. Ceppi produttori di ESBL con relative percentuali di concordanza tra Uro-Quick e metodica classica

N. PRODUTTORI ESBL IDENTIFICATI

CONCORDANZA URO-QUICK/NCCLS

Ceppi Metodica NCCLS  Doppio dischetto Uro-Quick
E. coli 13 13 13 100%
K. pneumoniae 19 14 19 100%
P.mirabilis 14 8 12 85,7%
Totale 46 35 44 95,7%
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Figura l. Uro-Quick
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Figura Il. Curve di crescita di un ceppo produttore di ESBL

RISULTATI E CONCLUSIONI

Con la metodica suggerita da NCCLS che preve-
de I’aggiunta di acido clavulanico al dischetto di
ceftazidime, 46 ceppi su un totale di 221 sono
risultati produttori di ESBL, di questi /3 E. coli,
19 K. pneumoniae, 14 P. mirabilis.

Con il metodo del doppio dischetto sono stati
identificati solamente 35 dei 46 produttori di
ESBL. Infatti 5 K. pneumoniae ¢ 6 P. mirabilis
sono risultati negativi con questo test pur essendo
positivi secondo I’NCCLS.

Il sistema Uro-Quick ¢ in grado di seguire la cre-
scita del microrganismo e fornire in tempo reale i
risultati mediante una curva di crescita. Abbiamo
quindi inoculato i ceppi nei vials contenenti cefta-
zidime e ceftazidime piu acido clavulanico e
messi a incubare nello strumento per 5 ore. Lo
scopo era quello di verificare se una differenza tra
la curva con il solo antibiotico e quella con ’anti-
biotico e I’inibitore suicida poteva essere imputa-
bile alla presenza di produttori di ESBL. I risulta-
ti ottenuti hanno confermato 1’ ipotesi infatti in 44
ceppi si € notata una netta differenza tra le due
curve e in tutti i casi la metodica classica
del’NCCLS ha confermato la presenza di produt-
tori di ESBL. Di questi 44 ceppi 13 erano E. coli,
19 K. pneumoniae ¢ 12 P. mirabilis.

Dai risultati ottenuti (tabella 2) si evince che la con-
cordanza tra Uro-Quick e metodica classica risulta
essere del 100% in E. coli ¢ K. pneumoniae e del
85.7% in P. mirabilis. Nel complesso la concordan-
za tra le due metodiche ¢ stata superiore al 95%.
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E stata inoltre effettuata 1’analisi con 1’antibio-
gramma Kirby-Bauer utilizzato di routine nei
laboratori di analisi. Si deve sottolineare il fatto
che con questo metodo dei 46 stipiti produttori di
ESBL non tutti hanno mostrato una resistenza
evidente al ceftazidime. Infatti 12 hanno manife-
stato resistenza intermedia e 12 sono risultati sen-
sibili all’antibiotico.

In conclusione, questo studio indica che il sistema
Uro-Quick, gia utilizzato da tempo nella valuta-
zione della batteriuria, puo essere un rapido ed
efficace strumento per 1’identificazione di batteri
produttori di ESBL cosi da poter effettuare una
corretta terapia antibiotica sui pazienti.
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