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RIASSUNTO

L'Uro-Quick, un sistema automatizzato ampiamente utilizzato per lo screening delle batteriurie sui campioni d’u-
rina, & stato precedentemente impiegato per la valutazione della sensibilita agli antibiotici negli uropatogeni e per
l'identificazione di resistenze ben caratterizzate veicolate da diverse specie batteriche. In questo studio sono stati
esaminati utilizzando la metodica classica Kirby-Bauer per la determinazione dell’antibiotico sensibilita patogeni
isolati durante il periodo settembre 2003 - marzo 2004 in reparti di terapia intensiva di un grande ospedale ita-
liano e i risultati sono stati confrontati con quelli ottenuti con il nuovo sistema rapido Uro-Quick.

Lantibiotico (in concentrazione appropriata) € stato introdotto in una cuvetta Uro-Quick contenente 2 ml di
Mueller-Hinton brodo, successivamente sono stati addizionati 0.5 ml di sospensione del ceppo da saggiare (5x10°
CFU/ml). Una cuvetta priva di farmaco e stata utilizzata come controllo. Dopo 3 o 5 ore di incubazione (per i
ceppi Gram-negativi o Gram-positivi rispettivamente) i risultati sono stati interpretati nel seguente modo: 'as-
senza di sviluppo indicava sensibilita, mentre una curva di crescita analoga a quella del controllo rappresentava
un ceppo resistente.

| microrganismi Gram-negativi sono stati saggiati con ciprofloxacina (CIP), ampicillina (AM), piperacillina (PIP),
aztreonam (ATM), amoxicillina-clavulanato (AMC), piperacillina/tazobactam (TZP), imipenem (IPM), ceftazidime
(CAZ), cefotaxime (CTX), cefepime (CFP), cefuroxime (CXM), ceftriaxone (CRO), amikacina (AN), gentamicina
(GM) e trimethoprim-sulfametossazolo (SXT). | Gram-positivi, invece, sono stati saggiati con ciprofloxacina
(CIP), clindamicina (CM), eritromicina (E), rifampicina (RA), ampicillina (AM), penicillina (P), oxacillina (OXA), imi-
penem (IPM), gentamicina (GM), streptomicina (S), tetraciclina (TE), trimethoprim — sulfametazolo (SXT), van-
comicina (VA) e linezolid (LZD).

Sono stati esaminati 197 ceppi Gram-negativi con una concordanza media del 93.9% e 251 Gram positivi, con
un accordo del 95.6% tra le due metodiche. Nei confronti di Stafilococchi, Enterococchi e membri appartenen-
ti alla famiglia dell’Enterobacteriaceae & stato sempre riscontrato un accordo superiore al 90% tra sistema Uro-
Quick e Kirby-Bauer. Sulla base di questi risultati I'impiego del sistema rapido Uro-Quick nelle infezioni noso-
comiali gravi si rivela un valido aiuto consentendo di determinare rapidamente (3 o 5 ore) la sensibilita agli anti-
biotici ed instaurare in tempi brevi la terapia piu efficace.

SUMMARY

The Uro-Quick, an automatic instrument widely used for the screening of bacteriuria, was previously employed
to detect antibiotic resistance in well characterized bacterial strains and in uropathogens. In this study pathogens
isolated in Intensive Care Units (ICU) of a great italian hospital during the period september 2003-march 2004
were examined employing the Kirby-Bauer technique for antibiotic susceptibility tests and this usual system was
compared with the new rapid Uro-Quick method.

Antibiotic (in appropriate concentration) was introduced in a vial containing 2 ml of Mueller-Hinton (MH) broth,
then 0.5 ml of broth containing 5x10°- 10¢ cells/ml of the strain to test were added in each vial containing the
antimicrobial molecules and even in a drug-free vial as control. After 3 and 5 hours of incubation (Gram nega-
tive or Gram positive strains respectively) the instrument printed the results: no growth and a growth curve like
the control are representative of a susceptible and resistant strain respectively. Gram negative strains were test-
ed against ciprofloxacin (CIP), ampicillin (AM), aztreonam (ATM), co-clavulanate (AMC), piperacillin (PIP),
piperacillin/tazobactam (TZP), imipenem (IPM), ceftazidime (CAZ), cefotaxime (CTX), cefuroxim (CXM), ceftri-
axone (CRO), cefepime (CFP), amikacin (AN), gentamycin (GM) and trimethoprim-sulfamethoxazole (SXT),
while Gram positive bacteria against CIP, clindamycin (CM), erythromycin (E), rifampicine (RA), AM, penicillin (P),
oxacillin (OXA) IPM, GM, streptomycin (S), tetracycline (TE), vancomycin (VA), SXT and linezolid (LZD).

The Gram negative strains tested were 197 and the Gram positive 251, agreement between the two methods
was 93% against Gram negative and 95% against Gram positive pathogens.

Against Staphylococci, Enterococci and members of the Enterobacteriaceae family agreement between the Uro-
Quick system and the Kirby-Bauer method was always more than 90%. On the basis of the present findings the
rapid method appears useful in severe nosocomial infections because the rapid detection (in 3 or 5 hours) of
antibiotic susceptibility allows a more direct treatment, reduce the empiric therapy and the diffusion of resist-
ant pathogens.
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INTRODUZIONE

Le infezioni nosocomiali colpiscono circa il 30%
dei pazienti ricoverati nelle unita di terapia inten-
siva (UTI) e I’incidenza di quadri che evolvono
verso un esito fatale ¢, in questi ambienti, 5-10
volte superiore a quella riscontrata in altri reparti
(15, 16, 23). L’elevata frequenza di infezioni
ospedaliere osservata nelle UTI dipende da nume-
rosi fattori: condizioni cliniche e terapie che ridu-
cono le difese immunitarie e rendono i pazienti
piu suscettibili alle infezioni, esposizione dei
pazienti a molteplici procedure invasive a rischio
(cateteri urinari, cateteri intravascolari, ventila-
zione meccanica, alimentazione parenterale,
ecc...), intensita dell’assistenza medico-infermie-
ristica resa necessaria dalle condizioni critiche dei
malati.

Le malattie piu frequenti causate da batteri nelle
UTI sono rappresentate dalle polmoniti (47%),
seguite dalle infezioni delle vie urinarie e dalle
sepsi da catetere venoso centrale (CVC) (9, 11, 25).
Queste infezioni sono spesso associate a micror-
ganismi multiresistenti (Staphylococcus aureus
oxacillino-resistenti — MRSA, Gram-negativi pro-
duttori di B-lattamasi a spettro esteso — ESBL) che
possono portare piu facilmente a fallimenti tera-
peutici (12, 25). Nei pazienti ospedalizzati per
lunghi periodi, infatti, ¢ maggiore il rischio di svi-
luppare processi infettivi nosocomiali dovute a
patogeni resistenti a causa dell’elevata pressione
selettiva esercitata dal massiccio uso di antimi-
crobici, spesso impiegati in maniera empirica (7,
8). Nelle infezioni piu gravi, come ad esempio le
polmoniti nosocomiali, I’impiego precoce di una
terapia antibiotica adeguata riduce drasticamente
la mortalita (6, 10, 14), pertanto, nell’urgenza di
operare una scelta, spesso il clinico ¢ costretto ad
affrontare queste situazioni empiricamente, senza
il sussidio dei risultati del laboratorio di
Microbiologia. Sebbene studi epidemiologici
rigorosi ed aggiornati forniscano indicazioni rela-
tive alla diffusione dell’antibiotico resistenza nei
patogeni di piu frequente isolamento, tali parame-
tri risentono di forti variabilita non solo nel tempo
ma anche nelle singole realta geografiche. In que-
sto contesto, lo strumento Uro-Quick potrebbe
rappresentare un utile elemento per soddisfare 1’e-
sigenza del clinico di avere una conoscenza tem-
pestiva dello spettro di resistenza agli antibiotici,
in modo da intervenire fin dal primo momento
con una terapia antibiotica corretta.

Il sistema automatizzato Uro-Quick, ampiamente
utilizzato per lo screening delle batteriurie sui
campioni d’urina (1, 2, 4, 5, 21, 22, 24), ¢ stato
precedentemente impiegato per la valutazione
della sensibilita agli antibiotici negli uropatogeni
(3, 18) e per I’identificazione di resistenze batte-
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riche ben caratterizzate veicolate da diverse spe-
cie batteriche (19, 20).

Lo scopo di questo studio ¢ valutare 1’affidabilita
e la riproducibilita del sistema rapido Uro-Quick
per I’esecuzione di antibiogrammi su ceppi pro-
venienti da reparti di terapia intensiva confrontan-
do i risultati ottenuti con il nuovo sistema con
quelli derivanti dal sistema tradizionale Kirby-
Bauer di valutazione dell’antibiotico resistenza.

MATERIALI E METODI

Ceppi batterici

Lo studio ¢ stato condotto su 448 ceppi (44%
Gram-negativi e 56% Gram-positivi) provenienti
da pazienti ricoverati in reparti di terapia intensi-
va di un grande ospedale italiano durante il perio-
do settembre 2003 — marzo 2004. I patogeni iso-
lati sono stati identificati secondo le procedure
tradizionali con I’impiego di prove metaboliche e
biochimiche, dopodiché sono stati esaminati uti-
lizzando la metodica classica Kirby-Bauer per la
determinazione dell’antibiotico sensibilita e i
risultati sono stati confrontati con quelli ottenuti
con il nuovo sistema rapido Uro-Quick. Sono stati
aggiunti nei saggi di sensibilita come controllo di
qualita E. coli ATCC 25922, E. coli ATCC 35218
(per i saggi includenti un B—lattamico e un inibi-
tore di B-lattamasi) P. aeruginosa ATCC 27853, S.
aureus ATCC 25923, S. aureus ATCC43300
(come ceppo oxacillino-resistente OXA-R o
MRSA), E. faecalis ATCC 29212 e E. faecalis
ATCC 51299 (rispettivamente per i saggi della
sensibilita e della resistenza agli aminoglicosidi e
ai glicopeptidi).

Antibiotici

Le polveri e i dischetti degli antibiotici utilizzati
sono stati ottenuti da fonti commerciali (SIGMA
e bioM¢rieux, Milano). Le soluzioni madre sono
state allestite secondo le istruzioni del fornitore e
le concentrazioni di ciascun farmaco da utilizzare
con 1I’Uro-Quick sono state calcolate sulla base
dei breakpoints suggeriti dall’NCCLS 2004 (13)
in modo che i valori fossero compresi nell’inter-
vallo di sensibilita intermedia (tabella 1).

Sistema Uroquick

L’antibiotico da saggiare, in concentrazione
appropriata, ¢ stato introdotto in un’apposita
cuvetta Uro-Quick contenente 2 ml di Mueller-
Hinton (MH) brodo. In seguito a ciascuna provet-
ta cosi allestita sono stati aggiunti 0.5 ml di
sospensione batterica contenente 5x10° - 10°
cell/ml del ceppo da saggiare (una cuvetta priva di
farmaco ¢ stata utilizzata come controllo). La let-
tura finale ¢ stata effettuata dopo 3 (Gram-negati-
vi) 0 5 (Gram-positivi) ore. Il ceppo ¢ stato consi-
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Tabella 1. Breakpoints degli antibiotici utilizzati in questo studio e concentrazioni di farmaco alle quali i microrganismi sono stati
esposti nella cuvetta Uro-Quick

Antibiotico Breakpoints Concentrazione nella cuvetta
mg/l Uro-Quick mg/l
Penicillina @ =0.1 0.1
Ampicillina® 8-32 10
Oxacillina (S. aureus) 2-4 3
Oxacillina (SCN)* 0.25-0. 503
Amoxicillina/Clavulanato 8-32 15
Piperacillina 64-128 80
Piperacillina/Tazobactam 16-128 20
Aztreonam 8-32 10
Imipenem 4-16 8
Cefepime 8-32 20
Ceftazidime 8-32 20
Cefotaxime 8-64 20
Cefuroxime 8-32 20
Ceftriaxone 8-64 20
Trimetoprim/Sulfametossazolo © 2-8 2
Ciprofloxacina 1-4 1.5
Rifampicina 1-4 2
Eritromicina 0.5-8 0.5
Clindamicina © 0.5-4 0.5
Amikacina 16-32 20
Gentamicina 4-16 10
Gentamicina (Enterococcus spp.) <500 500
Streptomicina (Enterococcus spp.) <1000 1000
Tetraciclina® 4-16 5
Linezolid® 2-8 2
Vancomicina © 4-32 4

*SCN stafilococchi coagulasi negativi

(1) breakpoints S. pneumoniae: 0.06-2 mg/l; (2) breakpoints Enterococcus spp. 8-16 mg/l; (3) breakpoints S. pneumoniae 0.5-4
mg/l; (4) breakpoints S. pneumoniae 0.25-1 mg/l; (5) breakpoints S. pneumoniae 0.25-1 mg/l; (6) breakpoints S. pneumoniae 2-
8 mg/l; (7) breakpoints; Staphylococcus spp. =4 mg/l, S. pneumoniae =2 mg/l; (8) breakpoint Staphylococcus spp =4.

derato sensibile in assenza di sviluppo, resistente
- 700 mila/ml Oxacillin -' se la curva di crescita era analoga a quella del
Controllo . $100.0 R 0.0 controllo senza antibiotico (figura I).

3 : I microrganismi Gram-negativi sono stati saggia-
ti con ciprofloxacina (CIP), ampicillina (AM),
piperacillina (PIP), aztreonam (ATM), co-clavu-
lanato (AMC), piperacillina/tazobactam (TZP),
imipenem (IPM), ceftazidime (CAZ), cefotaxime

1 milione/ml .. 1 milione/ml | (CTX), cefepime (CFP), cefuroxime (CXM), cef-
Controllo - Oxacillin — .~ triaxone (CRO), amikacina (AN), gentamicina

S. 0.0 R.100.0 (GM) e trimethoprim-sulfametossazolo (SXT). I

S Gram-positivi, invece, sono stati saggiati con
ciprofloxacina (CIP), clindamicina (CM), eritro-
micina (E), rifampicina (RA), AM, penicillina
(P), oxacillina (OXA), IPM, GM, streptomicina
(S), tetraciclina (TE), SXT, vancomicina (VA) e
linezolid (LZD).

Figura I. Esempi di letture eseguite da Uro-Quick relativamen-
te a un ceppo di S. aureus OXA-S (assenza di sviluppo) e uno
OXA-R (curva di crescita analoga a quella del controllo senza ~ RISULTATI

antibiotico). Sono stati analizzati 197 ceppi Gram-negativi e
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251 Gram positivi, le distribuzioni e le rispettive
percentuali di concordanza tra i dati ottenuti con
il sistema Uro-Quick in confronto con il Kirby-
Bauer sono riportate nelle tabelle 2 e 3 rispettiva-
mente.

Sui Gram-positivi globalmente si riscontrano
sempre percentuali di accordo superiori all’80%
relativamente a tutte le specie. S. aureus, che rap-
presenta il patogeno piu frequentemente isolato
(144 ceppi), mostra sempre concordanze superio-
i al 90%; 1 migliori risultati sono stati ottenuti
con VA e LZD (99%), seguiti da CM (97.5%),
IPM (97%), GM (96.5%), OXA e E (95.5%). Per
quanto riguarda il genere Enterococcus spp si
osserva totale concordanza (100%) per AM, GM
e LZD, buoni risultati anche per S, TE e VA
(92.1%). Su S. pneumoniae, invece, si riscontra
totale sovrapposizione di risultati tra le due meto-
diche relativamente a CM, E, P e SXT.

Tra i ceppi Gram-negativi E. coli ¢ la specie mag-
giormente rappresentata: su questo germe le per-
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centuali di concordanza tra le due metodiche sono
sempre superiori all’85%, una corrispondenza
totale € stata ottenuta con CTX e SXT, ottimi
risultati sono stati osservati anche per GM
(98.8%), CAZ (97.8%), IPM, CRO, CIP, AN
(97.6%).

Anche sulle altre Enterobacteriaceae sono stati
ottenuti risultati molto soddisfacenti, con percen-
tuali di accordo sempre molto elevate, spesso del
100%. Ad esempio, Proteus spp e Klebsiella spp
mostrano totale sovrapposizione di risultati tra
Kirby-Bauer e Uro-Quick per ATM, CTX, CAZ,
CRO, CIP, AN e GM.

Su P. aeruginosa, invece, le percentuali di con-
cordanza osservate sono state leggermente infe-
riori rispetto alle Enterobacteriaceae, in partico-
lare sugli aminoglicosidi (AN 73.9% e GM
82.8%), questo potrebbe essere dovuto alla diffi-
colta di crescita di questi microrganismi in scarsi-
ta di ossigeno, condizione ambientale che puo
instaurarsi nella cuvetta del sistema Uro-Quick.

Tabella 2. Percentudli di concordanza tra sistema Uro-Quick e metodica classica Kirby-Bauer nei patogeni Gram-negativi

Microrganismi AM PIP TZP ATM AMC

IPM CTX CAZ CRO CXM CFP CIP AN GM SXT

(n. di ceppi)

E. coli 927 * 89 854 854 976 100 978 976 89 * 97.6 97.6 98.8 100
(82)

Proteus spp.' 100 * 889 100 889 857 100 100 100 889 * 100 100 100 100
(10)

Klebsiella spp.? 962 * 100 100 81.3 100 100 100 100 100 * 100 100 100 93.8
(26)

Enterobacter spp.® 92.3 *  84.6 898 923 949 100 975 949 949 * 100 949 975 949
(39)

P. aeruginosa * 897 * 93l * 89.7 * 89.7 * * 93.1 93.1 739 828 *
(23)

Altro* 100 * 824 824 941 882 100 94.1 100 100 * 94.1 100 94.1 94.1
(17)

1) 7 P. mirabilis, 3 P. vulgaris.

2) |7 K. pneumoniae, 9 K. oxytoca.

3) 24 E. cloacae, 15 E. aerogenes.

4) 3 M. morganii, 3 C. koseri, 3 C. freundii, 3 P. stuartii, 3 S. marcescens, 2 S. liquefaciens

Tabella 3. Percentuali di concordanza tra sistema Uro-Quick e metodica classica Kirby-Bauer nei patogeni Gram-positivi
Microrganismi AM CIP CM E GM IPM LZD OXA P RA S TE SXT VA
(n. di ceppi)

Staphylococcus spp.' * * 975 955 965 99 955 915 * * * 93 99
(200)

Enterococcus spp.2 100 895 * 842 100 100 * * 895 921 921 * 921
(38)

S. pneumoniae * * 100 100 * 87.5 * 100 * * 875 100 *
(13)

1) 144 S. aureus, 33 S. epidermidis, 9 S. hominis, 3 S. haemolyticus, 2 S. lugdunensis, | S. saprophyticus, | S. capitis, 7 SCN.

2) 27 E. faecalis, | | E. faecium.
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CONCLUSIONI

Le infezioni nosocomiali possono essere causate da
molteplici microrganismi e parecchie possono
anche avere un’eziologia polimicrobica. I patogeni
riscontrati piu frequentemente in questo studio sono
stati gli stafilococchi (44.6%), S. aureus in partico-
lare (32.1%), seguiti dalle Enterobacteriaceae
(35%), tra le quali prevale E. coli, e dagli
Enterococchi (8.5%). La valutazione della sensibi-
lita agli antibiotici mediante sistema Uro-Quick,
paragonata alla metodica tradizionale della diffusio-
ne da dischetto Kirby-Bauer, ha mostrato sui ceppi
epidemiologicamente piu diffusi una concordanza
mediamente superiore al 90%.

Dal momento che variazioni continue nell’epide-
miologia e nei fenotipi di resistenza antimicrobi-
ca rendono difficoltosa I’applicazione di una tera-
pia empirica, 1’Uro-Quick, in questo contesto,
puo offrire il vantaggio di una lettura anticipata
dell’antibiogramma rispetto a metodi piu tradizio-
nali, permettendo di instaurare in breve tempo la
terapia piu appropriata, con i vantaggi preceden-
temente descritti che questo comporta.

Nei sistemi automatizzati alcuni fattori come 1’i-
noculo, la specie batterica considerata, la tempe-
ratura ¢ il tempo di incubazione, nonché la con-
centrazione di farmaco possono influire sul cor-
retto accertamento della resistenza agli antibioti-
ci. Nelle condizioni ottimali si puo raggiungere la
totale concordanza con i dati ottenuti utilizzando
i metodi tradizionali: studi precedenti, infatti,
hanno dimostrato come sperimentando alcune
variazioni di questi parametri sia stato possibile
incrementare la riproducibilita dei dati fino al
100% (19). Incrementando le informazioni preli-
minari raccolte in questo studio (sia aumentando
ulteriormente la casistica, sia sperimentando
eventualmente variazioni dei parametri preceden-
temente elencati) si potra giungere ad una concor-
danza ancor piu elevata tra il nuovo sistema Uro-
Quick e la metodica tradizionale, con possibilita
di utilizzo di questo strumento non solo nell’am-
bito delle infezioni urinarie (3, 18), ma anche in
casi piu gravi in cui diventa ancor piu importante
valutare rapidamente la sensibilita agli antibiotici.
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