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SUMMARY

Introduction: Urinary tract infections are one of the most common diseases found in medical practice and are diagnosed with traditional
methods of cultivation on plates. In this study we evaluated an automated instrumentation for screening of the urinocultures that can provide
results quickly and guarantee traceability.

The comparison of results obtained with automatic and plate methods is reported.

Methods: 316 urine samples including midstream urine, urine catheter and urine bag have been analyzed by Alfred 60 (Alifax) through light
scattering technology that measures the replication of the bacteria. Simultaneously, the samples were sown on agar plates CPS3, Agar Cled,
Mc Conkey Agar.

Results: A total of 316 samples were analyzed by the automated method, 190 resulted negative, all confirmed by culture, while 126 were
found positive. 82 cases were confirmed positive in culture plate, 65 with significant isolation of bacteria and |7 with polymicrobial flora with
a significant charge. 44 cases were negative in culture plate but positive for the automated method.

Conclusions: The absence of false negative results at low charges can represent a starting point to introduce an automated method for

urinocolture screening.

INTRODUZIONE

Leinfezioni delle vie urinarie (IVU), parallelamente a quelle
del tratto respiratorio, rivestono grande rilevanza clinica per
I’ elevata frequenza con cui vengono riscontrate nella comu-
ne pratica medica e per le complicanze che ne derivano. In
ambito nosocomiae risultano essere pit frequentemente
associate a manovre diagnostiche strumentali ed a cateteri-
smo uretrale (3, 4).

Esse sono causate principamente da microorganismi Gram
negativi con una prevalenza maggiore di Escherichia coli
(70%) anche se si verificano sempre piu frequentemente casi
di infezioni complicate causate da batteri Gram positivi o da
germi multiresistenti sui quali i comuni agenti antimicrobici
risultano inefficaci portando inevitabilmente a fallimenti
terapeutici (3).

L' utilizzo dei tradizionali metodi di coltura su piastra preve-
dono tempi di crescitadelle colonie e di refertazione dei cam-
pioni negativi di 24 ore e di 48 ore per quelli positivi. Questo
discosta dalle esigenze del clinico di avere risultati in tempi
rapidi per impostare una terapia mirata evitando I’ utilizzo di
antibiotici a largo spettro e migliorando cosi la gestione del
paziente. Anche per quanto riguarda pazienti in eta pediatri-
carisultadi rilevante importanza la tempestivita del risultato
dell’ urinocoltura per iniziare la terapia antibiotica adeguata
solo se necessario poiché in questi casi i sintomi di infezione
delle vie urinarie non risultano sempre specifici.

In secondo luogo i metodi tradizionali presentano diverse
problematiche tracui possibili errori nellamanualita, variabi-
lita nella determinazione della carica batterica dovuta alla
capacita e all’ esperienza del singolo operatore, la tracciabili-
tadifficoltosadei campioni e dei risultati.

Lapossibilitadi migliorare larisposta a queste problematiche
¢ stata valutata per un metodo fra quelli attualmente in com-
mercio che svolga, con procedura completamente automatiz-
zata, 1o screening dei campioni di urinocoltura afferenti a
|aboratorio.

MATERIALI E METODI
Nel mese di Giugno 2009 sono stati analizzati un totale di
316 campioni di urinocoltura comprendenti urina da mitto

intermedio, urina da catetere, urina da sacchetto, afferenti a
settore di microbiologia di pazienti ambulatoriali e ricoverati.
Il protocollo prevede il confronto dei risultati ottenuti utiliz-
zando |’ analizzatore Alfred 60 (Alifax, Padova, Italy) ed il
metodo di semina su piastra.

Alfred60 esegue I'analisi batteriologica delle urine in modo
automatico. Il sistema dispensa 500 pl di campione in cuvet-
te di lettura dedicate (vials), contenenti brodo eugonico
costantemente agitato e termostatato (37°C). Durante I’ incu-
bazione, ogni 5 min, il raggio laser attraversa la cuvetta per-
mettendo al sistema di rilevare le variazioni di torbidita. Lo
scatter prodotto viene, infatti, raccolto da due detector, uno
posto a 30° eI’ altro a 90° rispetto a raggio incidente, elabo-
rato dal SW e visualizzato graficamente in tempo reale.

La prima lettura di ogni campione evita che la torbidita ini-
zidle dovutaa sali, eritrociti, leucociti o cellule di sfaldamen-
to o batteri morti interferisca con il risultato finale.

La crescita batterica rilevata dallo strumento € quindi deter-
minata esclusivamente da batteri vivi e replicanti.

Lo strumento fornisce la possibilitadi programmare automa-
ticamente da host il cut-off del singolo campionein base alle
esigenze diagnostiche del reparto di provenienza e/o del
paziente. Durante la sperimentazione € stata utilizzata una
sogliafissa preliminare di 800 CFU/mL ed un tempo di ana-
lisi di 3 ore.

Successivamente i 316 campioni sono stati analizzati impie-
gando i tradizionali metodi di coltura su piastra comunemen-
te utilizzati in laboratorio i quali prevedono laseminadi 1 pl
di urinasu terreni solidi quali Agar CPS3, Agar CLED eAgar
Mc Conkey (bioMérieux, Marcy |’ etoile, France) ed incuba-
zione delle piastre a 37° per 24 ore. Le identificazioni biochi-
miche e gli antibiogrammi sono stati eseguiti mediante il
sistema Vitek2 (bioMérieux, Marcy I etoile, France).

Sono stati quindi confrontati i risultati ottenuti con i due
metodi, su piastra ed automatizzato.

RISULTATI

Su un totale di 316 campioni analizzati con il metodo auto-
matizzato utilizzando una soglia di 800 CFU/mL, 190 sono
risultati negativi (60%), tutti confermati dalla semina su pia-
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stra mentre 126 sono risultati positivi (40%). 82 campioni
sono stati confermati positivi in coltura su piastra, 65 (51%)
con isolamento del microorganismo patogeno e 17 (13%)
aventi flora polimicrobica con carica significativa. 44 casi
(35%) sono risultati invece negativi o con caricainferiorealla
soglia di significativita alla coltura su piastra.

Per I'elevata torbidita iniziale rilevata, due campioni sono
stati seminati su piastra come consigliato dal produttore. In
Tabella 1 sono riportate le soglie con i corrispondenti valori
di sensibilita, specificita, valore predittivo positivo e negati-
vo. In Figural erappresentatalacurva ROC relativaa meto-
do in esame che presenta un’area di 0.89.

Le prevalenze relative ai microrganismi isolati dalla coltura
sono mostrate in tabella 2.

Analogamente a quanto accade per i batteri, lo strumento ha
determinato la positivita anche in casi di infezioni da
Candida alhicans e Candida glabrata.

Analizzando i risultati ottenuti aumentando la soglia di sen-
sibilitasi osserva che, portando il cutoff a 9000 UFC/mI, non
si riscontra alcun risultato fal samente negativo. Infine varian-
do il cut off da 800 a 9000, il numero dei campioni seminati
decresce da 126 a 108.
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DISCUSSIONE

| sistemi tradizionali di coltura su piastra presentano diverse
problematiche che potrebbero trovare risoluzione attraverso
I"impiego in microbiologia del sistema automatizzato preso
in esame nel presente studio.

La possibilita di ottimizzare il valore sogliain base ale esi-
genze del laboratorio senza perdere in specificita, gli ottimi
valori di sensibilita, |’ elevato valore predittivo negativo, I’ ot-
timo valore dell’ area ottenuta dalla curva ROC, rendono inte-
ressante I'introduzione del metodo automatizzato per lo
screening delle urinocolture che permette quindi di poter
discriminare positivita o negativita dei campioni in tre ore
refertando in giornata i campioni negativi.

Risulta interessante osservare che, modificando adeguata-
mente la soglia di sensibilita a 9000 CFU/mL lo strumento
in grado di rilevare tutti i campioni veri positivi escludendo
quelli aventi flora polimicrobica da inquinamento (bassa
carica) senza evidenza di infezione. Questo potrebbe essere
spiegato dal fatto che i microrganismi contaminanti presenta-
no una LAG phase (o fase di adattamento) di circa 3h inco-
minciando a replicarsi, quindi, proprio a termine dell’ anali-
si. Inoltre le prevalenze dei germi isolati sono in linea con il
trend normalmente riscontrato nelle urinocolture con una

9000 CFU/ml

800 CFU/ml

percentuale maggiore di Escherichia coli.
Per favorire unamaggior comprensione del qua-
dro clinico ed evitare referti falsamente negativi,
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il sistema puo effettuare, contemporaneamente
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B al test colturale, la misura del potere antimicro-

bico residuo (PA.R. test) che permette di rileva-
re nel campione la presenza di possibili inibitori
della crescita quali farmaci o sostanze con pro-
prieta antibatteriche(15). Inoltre, la possibilita di
integrare al sistema I’ esecuzione di un antibio-
gramma clinico messo a punto secondo le linee
guida Cumitech e CLSI (Clinica Standard
Laboratory Ingtitute) ed eseguibilein tre ore per-
metterebbe di ottimizzare ulteriormente il flusso
di lavoro con conseguente refertazione in tempi
piti rapidi anche dei campioni positivi (6, 12).

Il processo di analisi € ottimizzato e standardiz-
zato, il sistema € pulito e sicuro con una sostan-
ziale riduzione del rischio di esposizione per
I’ operatore rispetto a quello che si avrebbe con
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I"utilizzo delle semine su piastra. La tracciabili-
ta del campione e assicurata dalla lettura del
codice a barre e la lettura automatizzata delle
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Figura l. Curva ROC per la valutazione del metodo automatico Alfredé0.

curve di crescita riduce la possibilita di errore
dovuto alla manualita e all’interpretazione sog-

Tabella 1. Numero di campioni falsi positivi (FP), falsi negativi (FN), veri positivi (VP), veri negativi (VN); valore percentuale di sensibilita (% SENS),
specificita (% SPEC), valore predittivo negativo (VPN%), valore predittivo positivo (VPP%) ottenuti variando il cutoff.

SOGLIA FP FN VP VN %SENS %SPEC VPN% VPP%
800 44 0 82 190 100 8l1.2 100 65
2000 36 0 82 198 100 84.6 100 69.5
6000 26 0 82 208 100 88.8 100 759
9000 24 0 82 210 100 89.7 100 773
15000 9 | 8l 225 98.7 96.1 99.5 90.1
30000 9 | 8l 225 98.7 96.1 99.5 90.1

Tabella 2. Numero e percentuale di microrganismi isolati sul totale dei campioni di urinocoltura positivi con germe patogeno isolato

SPECIE ISOLATA NUMERO ISOLATI

PERCENTUALE ISOLATI

Escherichia coli 47 72.4
Proteus mirabilis 6 9.2
Klebsiella pneumoniae 4 6.2
Enterococcus faecalis 2 3
Candida glabrata 2 3
Candida albicans 2 3
Enterobacter aerogenes | 1.6
Providencia stuartii | 1.6
TOTALE 65 100
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gettiva del risultati.

Inoltre I’ automazione dell’ intero processo di analisi permette
di ottimizzare la gestione del lavoro in laboratorio diminuen-
do I’ operativita del personale dedicato allabatteriologiadelle
urine ed aumentando il numero di analisi effettuabili in gior-
nata.

L'unica limitazione riscontrata al sistema € rappresentata
dalla difficolta di lettura dei campioni con un elevato grado
di torbidita; per questa ragione & consigliabile procedere alla
semina su piastra dei campioni indicati dal sistema come
“torbido” poichéin € altamente probabile la presenza di
flora batterica.
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