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SUMMARY

During the period june-october 2003 the urine samples were examined employing routine methods for strain
identification and the Kirby-Bauer technique for antibiotic susceptibility tests. This usual system was compared
with the new rapid Uro-Quick method employed on samples resulting positive and mono-microbial after Gram
coloration. Antibiotic (in appropriate concentration) was introduced in a vial containing 2 ml of Mueller-Hinton
broth, then 0.5 ml of urine were added in each vial containing the antimicrobial molecules and even in a vial with-
out drug used as control. After 3-5 hours of incubation (for Gram negative or Gram positive strains respective-
ly) the instrument shows the results. No growth and a growth curve like the control are representative of a sus-
ceptible and resistant strain respectively). Gram negative strain were tested against ciprofloxacin, nitrofurantoin,
co-clavulanate, ceftazidime, fosfomycin, imipenem, amikacin, and trimethoprim-sulfamethoxazole, while Gram
positive bacteria against ciprofloxacin, nitrofurantoin, co-clavulanate, ampicillin, fosfomycin, gentamycin, oxacillin
and trimethoprim-sulfamethoxazole. The Gram negative strains isolated were | 172 and the Gram positive were
261.With the first group agreement between the two methods was always more than 90%, against Gram posi-
tive pathogens there was more than 80% of agreement. In conclusion against the mayor urinary tract pathogens
(E. coli, Enterococci, Klebsiella spp. and Proteus spp.) agreement between the Uro-Quick system and the Kirby-
Bauer was more than 90%.The rapid method appears useful not only for the determination of the antibiotic sus-
ceptibility of common uropathogens, but, on the basis of the present findings, it could be suggested the use of
this rapid method in more severe nosocomial infections.

INTRODUZIONE

Le infezioni delle vie urinarie (IVU) rappresenta-
no una delle patologie piu diffuse a livello mon-
diale, indipendentemente dal tipo di popolazione
comunitaria o nosocomiale. Per questo motivo
I’urinocoltura ¢ tuttora 1’esame batteriologico piu
richiesto al laboratorio di microbiologia. La pre-
valenza delle IVU varia con I’eta e il sesso e puo
essere condizionata dalla presenza di alcuni fatto-
ri predisponenti, nell’eta adulta ¢ piu frequente
nelle donne mentre nella popolazione anziana si
presenta con uguale frequenza sia negli uomini
che nelle donne. Circa il 5% di tutte le donne va
incontro ad almeno un episodio di IVU prima dei
20-24 anni e si stima che almeno il 20% della
popolazione femminile presenti un episodio di
cistite ogni anno (8, 14, 16): proprio questa pato-
logia dal punto di vista epidemiologico costitui-
sce 1’80% di tutte le infezioni urinarie. Di fronte
ad un caso isolato di cistite ¢ in genere sufficien-
te instaurare una terapia antibiotica su base empi-
rica, mirata contro i patogeni piu frequentemente
responsabili dell’infezione (E. coli, Enterococcus
spp., Klebsiella spp., Proteus spp.) (1,4, 5, 7). 11
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razionale di tale strategia terapeutica si basa non
solo sulla conoscenza del limitato numero di
agenti eziologici che causano la cistite ma anche
sulla conoscenza delle loro percentuali di resi-
stenza agli antibiotici comunemente usati per il
trattamento di queste infezioni. Occorre sottoli-
neare che lo sviluppo di resistenze agli antimicro-
bici varia in funzione delle specie batteriche con-
siderate, dei contesti clinici in cui si sviluppano
(ambiente ospedaliero oppure comunitario) e nel-
I’ambito della distribuzione geografica (8, 14, 16,
17). E necessario pertanto avere dati sempre
aggiornati sull’incidenza delle resistenze. In certe
situazioni, inoltre, la rapida ed esatta conoscenza
dell’insensibilita dei patogeni agli antibiotici puo
essere fondamentale per giungere ad una rapida
guarigione del paziente, scongiurando cosi un uso
improprio degli antibiotici che sta alla base del-
I’aumento delle resistenze e dei costi. In questo
contesto puo essere di fondamentale aiuto uno
strumento come 1’Uro-Quick impiegato da tempo
per la valutazione del numero di batteri presenti
nell’urina in un tempo che si approssima alle 3
ore (6, 10, 15). In studi preliminari ¢ stato inoltre
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accertato che il saggio di alcuni antibiotici puo
essere effettuato direttamente sui patogeni conte-
nuti nel campione di urina (12, 13). Questo studio
si propone di utilizzare il sistema Uro-Quick per
la determinazione rapida della sensibilita agli
antibiotici su un ampio numero di campioni uri-
nari positivi e monomicrobici (piu del 95% delle
IVU sono dovute a una singola specie batterica) e
di determinare la concordanza dei risultati con
quelli ottenuti con la metodica usuale del Kirby-
Bauer.

MATERIALI E METODI

Nel periodo giugno-ottobre 2003 sono stati esa-
minati in modo routinario per la presenza e la
conta dei microrganismi mediante sistema Uro-
Quick 2037 campioni di urina di provenienza sia
nosocomiale che comunitaria. Sui campioni risul-
tati positivi € monomicrobici (1433) dopo scree-
ning con colorazione di Gram ¢ stato eseguito 1’e-
same colturale per 1’identificazione dei germi
secondo le procedure tradizionali con 1I’impiego
di prove metaboliche e biochimiche.
L’antibiogramma ¢ stato eseguito direttamente
sulle urine mediante il sistema Uro-Quick e i
risultati ottenuti sono stati confrontati con quelli
relativi alla metodica tradizionale della diffusione
da dischetto di Kirby-Bauer (9).

Il metodo Uro-Quick per la determinazione della
sensibilita agli antibiotici prevede 1’utilizzo del-
I'urina intera quando la carica batterica risulta
minore di 3x10° CFU/ml, mentre per concentra-
zioni maggiori di 3x10° CFU/ml occorre effettua-
re una diluizione 1:5 del campione con soluzione
fisiologica. Se il numero di microrganismi risulta
incluso tra 10.000 e 100.000 il campione viene
concentrato 10 volte per centrifugazione.
Quest’ultima modificazione si ¢ resa necessaria
specialmente per stafilococchi ed enterococchi. 11
sistema prevede I’aggiunta di ciascun antibiotico
da saggiare direttamente ai 2 ml di terreno eugoni-
co contenuto nelle apposite cuvette Uro-Quick: la
concentrazione di farmaco da utilizzare ¢ stata cal-
colata sulla base dei breakpoints suggeriti
dall’NCCLS in modo che il valore fosse compre-
so nell’intervallo di sensibilita intermedia. Il cam-
pione da analizzare (0.5 ml) ¢ dispensato nelle
cuvette Uro-Quick che vengono successivamente
inserite nello strumento. La lettura finale viene
effettuata dopo 3 (Gram-negativi) o 5 (Gram-posi-
tivi) ore. Il ceppo ¢ considerato sensibile in assen-
za di sviluppo, resistente se la curva di crescita ¢
analoga a quella del controllo senza antibiotico.
Verso i Gram-negativi sono stati saggiati ciproflo-
xacina (CIP), nitrofurantoina (FT), fosfomicina
(FOS), amoxicillina-clavulanato (AMC), ceftazi-
dime (CAZ), imipenem (IPM), amikacina (AN) e
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cotrimossazolo (SXT). Per quanto riguarda i
Gram-positivi gli antibiotici saggiati sono stati:
CIP, FT, AMC, ampicillina (AMP), FOS, SXT,
gentamicina (GM) e oxacillina (OXA). Le polve-
ri e 1 dischetti degli antibiotici utilizzati sono stati
ottenuti da fonti commerciali (SIGMA e BIOME-
RIEUX, Milano). Le soluzioni madre sono state
allestite secondo le istruzioni del fornitore. Nella
tabella 1 sono riportati I’elenco degli antibiotici, i
rispettivi breakpoints e le concentrazioni utilizza-
te nella cuvetta Uro-Quick.

RISULTATI

Sono stati analizzati 1229 campioni di urina
nosocomiali e 204 comunitari risultati positivi e
monomicrobici dopo lo screening preliminare. La
distribuzione dei ceppi suddivisi in Gram-negati-
vi e Gram-positivi ¢ riportata nelle tabelle 2 e 3
rispettivamente.

La lista dei farmaci da saggiare (tabella 1) ¢ stata
estratta dal gruppo dei pit comuni antibiotici
impiegati per la terapia delle infezioni urinarie
sostenute da ceppi sia Gram-positivi che Gram-
negativi. La concentrazione di antibiotico impie-
gata per il saggio ¢ stata quella che, dopo alcune
prove iniziali in cui sono state saggiate diverse
concentrazioni di antibiotico comprese tra i valo-
ri di breakpoint, ha fornito la migliore riproduci-
bilita di risultati in accordo con quelli ottenuti con
la metodica classica del Kirby-Bauer.

Nella tabella 4 sono riportate le percentuali di
concordanza tra i dati ottenuti con il sistema Uro-
Quick in confronto con il Kirby-Bauer sui ceppi
Gram-negativi. Tra questi E. coli, che rappresenta
il patogeno piu frequentemente isolato, mostra
sempre concordanze superiori al 90%; i migliori
risultati sono stati ottenuti con AN (99.3%), IPM
(99%), FOS (98.4%), CIP (98.4%), FT (97.5%) e
SXT (95%). Globalmente si riscontrano sempre
percentuali di accordo superiori all’80% relativa-
mente a tutte le specie, con la sola eccezione di
Pseudomonas spp. Nella tabella 5 i microrgani-
smi Gram-negativi sono suddivisi in base alla
provenienza in nosocomiali e comunitari e viene
riportata infine la percentuale di concordanza
sulla totalita dei ceppi. I dati piu soddisfacenti
sono stati ottenuti relativamente a [IPM (98.2%) e
CIP (96.7%), questi due farmaci hanno fatto
riscontrare addirittura una concordanza del 100%
sui campioni comunitari. Anche AN (96.3%) e FT
(95.6%) mostrano buone percentuali di concor-
danza, anche se le percentuali piu alte sono state
riscontrate sui ceppi comunitari (98.4% e 99.4%
rispettivamente). Sia sui ceppi nosocomiali che su
quelli comunitari comunque sono state sempre
evidenziate nell’insieme della totalita delle specie
concordanze percentuali non inferiori al 90%.
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Nelle Enterobacteriaceae prevalgono le discordan-
ze del tipo Kirby-Bauer sensibile/Uro-Quick resi-
stente, specialmente a carico dei B-lattamici e degli
aminoglicosidi. Il fenomeno opposto si verifica
invece in Pseudomonas spp.; questo potrebbe esse-
re dovuto alla difficolta di crescita di questi
microrganismi in scarsita di ossigeno, che ¢ I’am-
biente presente nella cuvetta del sistema Uro-
Quick.

Per quanto riguarda i Gram-positivi (tabella 6)
sono state riscontrate concordanze sempre supe-
riori all’80%. Sull’enterococco, che predomina
nettamente sullo stafilococco, i migliori risultati
sono stati ottenuti per FOS e AMP (97.8% e
96.7%), un buon accordo tra i dati ottenuti con le
due metodiche ¢ stato osservato anche per FT e
CIP (94.5% e 87.9% rispettivamente). Nello stafi-
lococco sono state evidenziate percentuali di con-
cordanza superiori all’85% per CIP, OXA e AMC,
maggiori del 90% per SXT e superiori al 95% per
FT e FOS. Complessivamente nei ceppi nosoco-
miali si ¢ avuta una corrispondenza maggiore del
90% per FT (96.4%), AMP (96.5%), FOS
(97.1%) e SXT (93%). Nei ceppi comunitari le
metodiche hanno dato risultati sovrapponibili nel
100% dei casi per FT e FOS (tabella 7).

Nei ceppi Gram positivi si riscontra sempre una
netta prevalenza di discordanze del tipo Kirby-
Bauer resistente/ Uro-Quick sensibile per i chino-
loni, molti di questi a carico di enterococchi con
resistenza intermedia alla ciprofloxacina che pre-
sentavano difficolta di interpretazione anche con
la metodica classica. E stato invece osservato un
maggior numero di discordanze del tipo Kirby-
Bauer sensibile/Uro-Quick resistente a carico di
FT, FOS, SXT e aminoglicosidi.

Tabella 1. Breakpoints degli antibiotici impiegati in questo stu-
dio e concentrazioni utilizzate nella cuvetta Uro-Quick
ANTIBIOTICO BREAKPOINT CONCENTRAZ.UQ

MGIL MGIL
Amoxicilina (Gram negativi)  32-8 15
Clavulanato (Gram negativi)  16-4 10
Amoxicillina (Staphylococcus spp.) 8-4 6
Clavulanato (Staphylococcus spp.) 4-2 3
Ceftazidime 32-8 20
Imipenem 16-4 7
Nitrofurantoina 128-32 40
Amikacina 32-16 20
Ciprofloxacina 4-1 1.5
Fosfomicina 256-64 70
G6P 50
Trimethoprim 8-2 6
Sulfametossazolo 152-38 100
Gentamicina 4-16 10
Oxacillina (S.aureus) 2-4 3
Oxacillina (SCN)* 0.25-0.5 0.3
*Stafilococchi coagulasi negativi
G6P, glucosio 6 fosfato
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Tabella 2. Distribuzione dei | 172 ceppi Gram-negativi

SPECIE N. CEPPI N.CEPPI  N.CEPPI
BATTERICA NOSOCOMIALI COMUNITARI TOTALE
E. coli 460 140 600
Proteus spp. 190 20 210
® P. mirabilis 156 20 176
® P, vulgaris 34 0 34
Klebsiella spp. 140 I5 155
® K. pneumoniae 1 14 125
® K. oxytoca 29 | 30
P._aeruginosa 100 5 105
M. morganii 35 2 37
Enterobacter spp. 28 2 30

® E. cloacae 24 2 26

® £, aerogenes 4 0 4

P stuartii 15 0 15
B. cepacea 10 0 10
Citrobacter spp. 8 0 8

o C. freundii 7 0 7

o C. koseri I 0 I

S. maltophila I 0 I

S. marcescens I 0 I
TOTALE 988 184 1172
Tabella 3. Distribuzione dei 261 ceppi Gram-positivi

SPECIE N. CEPPI N. CEPPI N. CEPPI
BATTERICA NOSOCOMIALI COMUNITARI  TOTALE
Enterococcus spp. 170 12 82

o E. faecalis 153 12 165

® F faecium 17 0 17
Staphylococcus spp. 71 8 79

® S. aureus 33 2 35

o S. epidermidis I 2 I3

® S. haemolyticus 7 2 9

® altri Stafilococchi 20 2 22

coagulasi negativi
TOTALE 241 20 161

Tabella 4. Concordanza percentuale tra sistema Uro-Quick e metodi-
ca classica Kirby-Bauer nei ceppi Gram-negativi

ANTIBIOTICI
Specie batterica CIP FT AMC CAZ FOS IPM AN SXT
(n. di ceppi)

E. coli 984 975917 933 986 99 993 95
(600)
Proteus spp. 943 - 929 881 929972 914 91.9
(210)
Klebsiella spp. 99.8 894 947 933 907 98 998 92
(155)
Pseudomonas spp. 91.3 - - 81.7 46.5 948 835783
(105)
M. morganii 946 - 865 892 919 100 100 91.9
(37)
Enterobacter spp. 96.7 90.0 93.3 933 100 100 96.7 96.7
(30)
P. stuartii 867 - 867 933 100 100 100 86.7
(15)
Altro * 100 90 100 100 100 100 100 100
(20)

*10 B. cepacea, 7 C. freundii, | C. koseri, | S. maltophila, | S. marcescens.
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Tabella 5. Concordanza percentuale tra sistema Uro-Quick e Kirby-Bauer
nei ceppi Gram-negativi nosocomiali e comunitari
ANTIBIOTICO (N. CEPPI ANALIZZATI)
CIP FT AMC CAZ FOS IPM AN SXT
Nosocomiali 96.1 947 912 900 900 979 959 915

(988) (638) (787) (988) (988) (988) (988) (988)
Comunitari 100 994 927 978 995 100 984 967

(184) (159) (179) (184) (I84) (184) (184) (184)
Totali 97 956 925 915 917 982 93 924

(1172) (793) (1057) (1172) (1172) (1172) (1172)(1172)

Tabella 6. Concordanza percentuale tra sistema Uro-Quick e metodi-
ca classica Kirby-Bauer nei ceppi Gram-positivi.
Specie batterica CIP FT AMC AMP FOS GM OXA SXT

(n. di ceppi)

Enterococcus spp. 879 945 - 967 978 - - -
(182)

Staphylococcus spp. 87.4 96.2 88.7 - 96.2 81.1 874 937
(79)

Tabella 7. Concordanza percentuale tra sistema Uro-Quick e Kirby-
Bauer nei ceppi Gram-positivi nosocomiali e comunitari.
ANTIBIOTICO (N. CEPPI ANALIZZATI)
CIP FT AMC AMP FOS GM OXA SXT
Nosocomiali 87.6 946 887 965 97.1 803 873 93

Q41) 41) (1) (170) (41) @) @) (@)
Comunitari 90 100 875 100 100 875 875 100
(200 (200 8 (12) (20 (8 (8 (8
Totali 877 950 886 967 973 810 973 937
61) (61) (79) (182) (61) (79) (79) (79)

CONCLUSIONI

Nell’eziologia delle IVU prevalgono i bacilli
Gram-negativi, di origine gastro-enterica, di con-
seguenza E. coli ¢ il responsabile della maggior
parte delle infezioni, soprattutto in ambiente
comunitario. In ambito nosocomiale invece pos-
sono assumere maggior rilievo anche altre specie
batteriche di origine ambientale (acquisizione
della popolazione microbica ospedaliera da parte
del paziente), pertanto puod diventare piu difficile
predire la risposta agli antibiotici di questi germi.
In tali casi diventa ancor piu importante effettua-
re un’urinocoltura con antibiogramma in breve
tempo per poter trattare 1’infezione con un anti-
biotico a cui I’agente eziologico in causa ¢ sensi-
bile. Nei laboratori che utilizzano metodiche tra-
dizionali difficilmente i risultati dei test di sensi-
bilita sono disponibili prima di 24-48 ore dal
momento del prelievo del campione e, di conse-
guenza, la decisione terapeutica spesso si basa sui
dati epidemiologici disponibili. Questo comporta
che nella maggior parte delle situazioni cliniche il
dato proveniente dall’antibiogramma incide in
misura piuttosto ridotta sulla terapia del singolo
paziente, ma viene utilizzato per perfezionare o
correggere ’iniziale scelta terapeutica.
Impiegando il sistema Uro-Quick che consente
I’esecuzione rapida dell’antibiogramma diretta-
mente sul campione d’urina in un periodo di
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tempo complessivo di 6-8 ore ¢ possibile instau-
rare tempestivamente la terapia piu appropriata
riducendo cosi il rischio di fallimenti terapeutici.
La valutazione della sensibilitd agli antibiotici
mediante sistema Uro-Quick ha mostrato sia sui
ceppi Gram-negativi che su quelli Gram-positivi
rappresentativi dei piu importanti patogeni urina-
ri nosocomiali e comunitari (E. coli, Klebsiella
spp., Proteus spp. ed enterococco) una concor-
danza mediamente superiore al 90% con i dati
ottenuti utilizzando il metodo tradizionale della
diffusione da dischetto di Kirby-Bauer. Questo
dato appare ancor piu interessante considerando
che i saggi sono stati condotti direttamente sul
campione di urine, senza essere a conoscenza a
priori della particolare specie patogena. Nei
Gram-negativi sono stati ottenuti risultati miglio-
ri sulle FEnterobacteriaceae piuttosto che su
Pseudomonas spp., comunque la lieve disparita di
dati tra sistema Uro-Quick e il Kirby-Bauer in
questo microrganismo non appare molto rilevante
anche in considerazione del fatto che
Pseudomonas non ¢ tra gli uropatogeni piu fre-
quenti. In alcuni esperimenti preliminari, tuttavia,
la cuvetta ¢ stata arricchita di ossigeno consenten-
do una crescita piu rapida di questo patogeno
facendo registrare una concordanza totale tra i
due sistemi anche in tempi inferiori alle 24 ore
(Cavallini, et al. Dati non pubblicati). Per quanto
riguarda i Gram-positivi una problematica ¢ costi-
tuita dagli enterococchi con resistenza intermedia
alla ciprofloxacina, il problema ¢ infatti apparso
piu evidente nei ceppi di provenienza nosocomia-
le rispetto a quelli comunitari in cui questo tipo di
resistenza appare meno diffusa. Le poche discre-
panze osservate negli stafilococchi possono esse-
re imputate in gran parte alla scarsa capacita di
alcune specie di adattarsi al terreno colturale.

I sistemi automatizzati o semiautomatici possono
risentire maggiormente rispetto alle metodiche tra-
dizionali dell’influenza di alcuni fattori (inoculo,
specie batterica considerata, temperatura, tempo di
incubazione, concentrazione del farmaco) che
influiscono sul corretto accertamento della resi-
stenza agli antibiotici (2, 3). Il sistema Uro-Quick
¢ duttile e consente pertanto la modificazione di
diversi parametri. Sperimentando alcune variazio-
ni sul tempo di incubazione e sulla concentrazione
finale di farmaco nella cuvetta, in modo da avere
condizioni ottimali per le singole combinazioni
antibiotico-patogeno, ¢ stato osservato, in specie
batteriche veicolanti meccanismi ben caratterizza-
ti di resistenza agli antibiotici, un incremento della
riproducibilita dei dati fino a una concordanza del
100% con la metodica classica (11).

Alla luce dei risultati ottenuti sono possibili le
seguenti considerazioni: il sistema Uro-Quick
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consente in tempi brevi di ottenere una risposta
sulla positivita o negativita del campione e sulla
sensibilita agli antibiotici dei ceppi eventualmen-
te presenti, con notevoli benefici finalizzati a
un’attivazione rapida di una terapia mirata. Questi
dati suggeriscono una possibilita di utilizzo di
questo strumento non solo nell’ambito delle infe-
zioni urinarie, ma anche in casi piu gravi in cui
diventa ancor pit importante valutare rapidamen-
te la sensibilita agli antibiotici.
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