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L’ esame microbiologico dell’ urina
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Lapatologia infettiva delle vie urinarie

Le infezioni delle vie urinarie (IVU) rappresentano
la patologia infettiva con maggiore incidenza nella
popolazione ospedaliera e comunitariat.

Il termine infezione delle vie urinarie &, peraltro, un
termine generico e spesso usato in modo non chiaro,
in quanto talora riferito solo ala presenza di batteri
nelle urine, presenza che non necessariamente esita
in malattiazc mai come nel caso delle vie urinarie &,
infatti, necessario distinguere tra infezione e malat-
tiadainfezione in quanto la sola evidenza di micror-
ganismi non correla necessariamente con I’ insorgere
di sintomatologia clinica specifica.

Nella genes di malattia infettiva delle vie urinarie,
ata o bassa, ascendente o meno frequentemente di-
scendente, giocano un ruolo non indifferente I’ entita
dell’inoculo batterico, la virulenza del microrgani-
smo e i meccanismi di difesa dell’ ospite, mentre di-
verse anomalie congenite o acquisite delle vie urina-
rie influiscono non poco come determinanti di una
possibile infezione.

L’urina & normalmente sterile, ma nell’ uretra del-
I’'uomo si trovano anche normalmente dei batteri, il
Ccui numero e relativamente elevato in vicinanza del
meato urinario mentre va decrescendo man mano
che s procede verso la vescica.

Nel maschio, se si somma la lunghezza dell’ uretra e
la lontananza del meato urinario da possibili conta-
minazioni fecali, si spiega come I'incidenza delle
IVU siainferiore rispetto alla donna.

Nella donna, appunto, la brevita dell’ uretra e la faci-
lita con cui si puo realizzare una contaminazione fe-
cale della stessa sono fattori di base predisponenti
al’infezione urinaria: € noto che dal 20 a 40% delle
donne hanno almeno un episodio di batteriuria nella
loro vita e circala meta ne presenta piu di uno.
L’incidenza di dette infezioni aumenta con I’ eta, in
rapporto al’ aumento dell’ attivita sessuale: il trauma
meccanico sull’ uretrafemminile e la sua spremitura
durante i rapporti sessuali facilita la risalita di mi-
crorganismi e aumenta la possibilita di infezione.

L’incidenza aumenta altresi con il succedersi delle
gravidanze e con il rilassamento del pavimento pel-
vico. Le infezioni durante la gravidanza sono rap-
presentate per la maggior parte dei casi da episodi
asintomatici nel corso del primo trimestre, la cui in-
cidenza pud raggiungere oltre il 6% e il cui tratta-
mento razionale rappresenta uno dei capitoli piu
controversi della patologia urogenitale.

E’ inoltre noto che gli enterobatteri annidati nel ve-
stibolo vaginale possono facilitare I'insorgenza e il
ripetersi di VU e talvolta innescare un meccanismo
a“ping-pong” trainfezione vaginaeelVU.

Se I'incidenza di IVU nel maschi e ridotta rispetto
alle donne per motivi soprattutto anatomici, tale evi-
denza si riduce con gli anni, in quanto con |’ eta piu
avanzata puo esserci la tendenza alla comparsa di
un’ uropatia ostruttiva essenzialmente dovuta a iper-
trofia prostatica e la presenza di un ristagno vescica-
le di urine (evidenziato dal residuo vescicale post-
minzionale all’ esame urografico) che predispone in-
dubbiamente all’infezione. Talora, tuttavia, anchein
assenza di ristagno o di ostruzioni a deflusso delle
urine si possono avere anche nell’ uomo infezioni ri-
correnti o persistenti, cosi come sono frequenti i casi
di IVU dareflusso vescico-ureterale.

Agenti eziologici

Nelle linee guida dell’ European Confederatio of
Laboratory Medicine (ECLM) — European
Urinalysis Group? viene proposta una classificazione
degli agenti eziologici di VU in base ala loro po-
tenziale uropatogenicita, con la fondamentale pre-
messa che tale classificazione di patogenicita é co-
munque sempre subordinata alla situazione clinica
del paziente.

Vengono cosi distinti due principali gruppi di micror-
ganismi, che i microbiologi sono soliti definire gene-
ricamente patogeni convenzionali, suddivis in: pato-
geni primari, quali Escherichia coli e Staphylococcus
saprophyticus e patogeni secondari, tra i quali
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Enterococcus spp., Proteus spp., Pseudomonas aeru-
ginosa, S. aureus e tutto il gruppo KES (Klebsiella
pp., Enterobacter spp., Serratia spp.).

Un terzo gruppo é rappresentato dai microrgani-
smi che si & soliti definire patogeni condizionali,
quali ad esempio i miceti lievitiformi, lo
Streptococcus agalactiae o di gruppo B, gli stafi-
lococchi coagulasi negativi, Pseudomonas spp. €
Senotrophomonas maltophilia, mentre in un quar-
to gruppo sono compresi i microrganismi conside-
rati sicuramente contaminanti, quali ad esempio i
difteroidi ei lattobacilli.

Nella Tabella 1 sono riassunti i principali agenti
eziologici messi in evidenza dalla nostra Unita in
un biennio: trattasi di ceppi microbici la cui fre-
guenza di isolamento ricalca in maniera pressochée
sovrapponibile i dati della letteratura internaziona-
le: infatti, Escherichia coli rappresenta il ceppo
maggiormente isolato, a conferma della sua parti-
colare uropatogenicita.

Seguono in percentuale le infezioni sostenute dagli
Enterococchi, implicati spesso anche nell’ eziologia
delle prostatiti e di grande rilevanza soprattutto per
la notevole resistenza espressa nei confronti della
maggior parte dei farmaci antimicrobici.

Tragli atri batteri gram negativi di provenienza inte-
stinale, Proteus sp., Klebsiella sp., Enterobacter sp.,
Serratia sp., Pseudomonas aeruginosa costituiscono
un ampio gruppo chiamato in causa, insieme agli
Enterococchi, nellagenesi delle VU opportunistiche e
croniche, nonché nelle infezioni recidivanti in pazienti
cronici 0 nei pazienti ospedalizzati o domiciliati sui
quali vengano eseguite ripetute manovre strumentali.
Da notare la discreta percentuale di casi di isola-
mento di Streptococcus agalactiae o di gruppo B,
patogeno condizionale delle vie urinarie, la cui ori-
gine nella donna é quasi sempre daricercare a livel-
lo vaginale, eil cui ruolo controverso nella genes di
malattia infettiva delle vie urinarie necessita, per es-
sere inquadrato correttamente, di precise notizie cli-
niche e anamnestiche.

Negli ultimi anni, inoltre, stanno assumendo una
crescente evidenza le infezioni da Stafilococchi, ge-
nere che a sua volta sottende diverse specie, pitl 0
meno equamente distribuite percentualmente tra gli
isolati, quali Staphylococcus aureus e Staphylococ-
cus saprophyticus, patogeni convenzionali, e
Saphylococcus epidermidis e Saphylococcus homi-
nis, patogeni condizionali, che insieme s attestano
mediamente intorno al 5% degli isolati: un risultato
per certi versi atteso e con tendenza all’incremento,
vista I’importanza sempre maggiore delle patologie
stafilococciche soprattutto nella popolazione anzia-
na con patologie croniche (anch’esse in netto au-
mento) ein pazienti defedati e/o cateterizzati.

Infine, in determinate situazioni, quali ad esempio
una protratta terapia antibiotica, o in pazienti dia-
betici e/o immunodepressi, € possibile isolare dalle
vie urinarie anche miceti lievitiformi come
Candida spp.
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Appropriatezza della domanda
e controversie analitiche

Lo scopo dell’ esame colturale dell’ urina consiste nel
rilevare |’ agente eziologico di un’infezione delle vie
urinarie e di misurarne la concentrazione. Esso con-
sente inoltre di fornire un test di sensibilita agli anti-
microbici sul ceppo isolato e di seguire eventual-
mente |’ evoluzione della malattia o I’ esito del tratta-
mento antibiotico prescritto.

Consente infine di rilevare I’ eventuale presenza di
antibiotico nell’ urina attraverso |’ esecuzione del
PAR test, esame ormai considerato parte integrante
della diagnostica infettivologica di routine delle vie
urinarie e che consente talora di giustificare una piu-
riain assenza di crescita batterica.

Da un punto di vista strettamente clinico, come evi-
denziato anche nelle Figure 1 e 2, non & sempre ne-
cessario ricorrere all’ esame colturale quando s so-
spetti un’infezione delle vie urinarie; per questo mo-
tivo e razionale pensare di distinguere in primo luo-
go gquando si debba e quando non si debba ricorrere
a questo presidio diagnostico e come si possa proce-
dere secondo razionali analisi di flusso.

Tabella I. Incidenza di ceppi isolati nelle urinocolture nel biennio
2000/2001 in pazienti esterni e ospedalizzati

Ceppi % % % %
maggiormente Esterni Esterni Ospedale Ospedale
isolati 2000 2001 2000 2001
Escherichia coli 58.8 54.9 58 52.6
Enterococchi 12.3 14.6 13.5 15.3
Streptococcus

gruppo B 9.2 6.7 8.1 6.0
Proteus spp. 6.3 8.1 5.0 7.0
Gruppo KES

(Klebsiella, Entero-

bacter,Serratia) 4.7 6.5 6.4 7.2
Stafilococcus spp. 4.2 4.8 5.6 5.7
Pseudomonas

aeruginosa 0.7 2.0 1.5 3.4
Candida spp. 1.5 2.8 1.4 2.9

Le Figure 1 e 2 rappresentano una rielaborazione
degli schemi dell’ECLM- European Urinalysis
Group?, relativi all’ appropriatezza della domanda di
esami per la conferma di una sospetta IVU: nellava
lutazione e evidente il ruolo preponderante attribuito
al’anamnesi e alla situazione clinica del paziente e
il ruolo di filtro degli esami di screening di base,
guale ad esempio |’ esame microscopico.

Non ¢’ &, peraltro, ancora una valutazione univocain
letteratura®* su quale rappresenti il test di screening
pit idoneo per valutare il sospetto di 1VU, anche se
anostro aviso si puo ritenere che larilevazione del-
la batteriuria, unitamente alla quantificazione dei
leucociti mediante esame microscopico, possa con-
siderarsi ancora oggi il metodo di valutazione preli-
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Figura 1. Analisi di flusso e razionale clinico-diagnostico in pazienti sintomatici con sospetto di IVU
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Molti fattori possono influire sulla sensibilita e spe-
cificita dei metodi utilizzati per la diagnostica mi-
crobiologica delle VU primo fra tutti la contamina-
Zione pre-analitica, che pud portare a una valutazio-
ne falsamente positiva dell’ urinocolturain mancanza
di notizie cliniche?®.

Escludendo in questa sede considerazioni sulla corret-
ta gestione delle varie procedure adottate per I’ esecu-
zione dell’ urocoltura (inocul o, identificazione batteri-
ca, antibiogramma), che implicitamente presuppon-
gono un costante ed accurato controllo di qualitd, so-
no fondamentalmente due gli elementi che maggior-
mente possono influire sulla corretta interpretazione
dell’andis colturae dell’ urina: la gestione pre-anali-
ticaelavalutazione della carica microbica

| due elementi spesso si correlano, in quanto ancora
troppo spesso si tende a discriminare tra un campio-
ne piu 0 meno significativo in base alla sola carica
microbica rilevata. Ragionando in questi termini,
una scorretta gestione della fase pre-analitica (dal-
I’ esecuzione della raccolta con “mitto intermedio”
alla conservazione e a trasporto del campione) pud
trasformarsi giain un primo pitfall, il cui peso appa-
re sempre pil rilevante in relazione al fatto che oggi

sempre piu spesso |’ organizzazione del laboratori si
muove verso una strutturazione in termini di fac-
tory-like laboratory®, con una sempre piu estesa con-
centrazione di campioni da centri-prelievo periferici
Verso un unico core-laboratory.

Da un punto di vista strettamente procedurale, credo
si possa dungue oggi considerare in modo critico il
criterio di valutazione quantitativa di Kass* e I'im-
portanza di un valore soglia o cut-off come unico
elemento per considerare un campione clinicamente
significativo.

Tale criterio inoltre viene tanto pitl messo in discus-
sione, quanto piu ci s affida a una piu corretta cor-
relazione tra uropatogenicita del microrganismo iso-
lato e carica rilevata, ma soprattutto quando s dia
piu spazio ala valutazione clinica del paziente, uni-
tamente alla valutazione di altri parametri urinari,
quali ad esempio la presenza di leucociti.

Proprio per valorizzare e rendere maggiormente
sfruttabili dal microbiologo i vari parametri chimi-
co-fisici e microscopici dell’ urina, da qualche tempo
s & cominciato a pensare di integrare e “consolida-
re” settori diversi della diagnostica urinaria®®, dall’ e-
same chimico fisico al’ esame colturale, in modo da
migliorare I’inquadramento clinico del paziente con
patologie infettive delle vie urinarie.
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Figura 2. Analisi di flusso e razionale clinico-diagnostico in pazienti asintomatici con batteriuria
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| criteri di Kass possono essere superati comunque
da innumerevoli situazioni cliniche contingenti, or-
ganiche e/o funzionali, rappresentate ad esempio dai
cas di batteriuria asintomatica, frequentemente rile-
vabile nei portatori di cateteri a permanenza, nelle
anomalie ostruttive delle vie urinarie, in gravidanza
o nelle bambine in eta scolare. Ma I'importanza del
concetto di carica pud venire superato anche in sen-
S0 opposto, come nel caso del bambino in eta pre-
scolare, dove cariche inferiori a 10° CFU/mL posso-
no risultare talora molto significative e vanno corre-
late con laclinica e la presenza di leucociti nelle uri-
ne, o nel caso di giovani donne in eta feconda con
sindrome uretrale acuta, laddove una carica anche di
10? CFU/mL puo risultare importante, soprattutto se
in presenza di una concomitante piuria, richiedendo
talora un approfondimento mediante I’ esecuzione di
tampone uretrale per laricerca di Chlamydie e
Mycoplasmi.

La stessa rilevazione di un PAR test positivo svin-
cola il microbiologo dalla valutazione sensu stricto
della carica, in quanto in questi casi anche la rile-
vazione di unaridotta concentrazione del microrga-
nismo isolato deve indurre a procedere ugua mente
verso la valutazione della sensibilita agli antimi-
crobici.

Secondo I'ECLM, riscontrare in pazienti sintoma-
tici un patogeno primario con carica di 103
UFC/mL puo gia considerarsi clinicamente signifi-
cativo; per un patogeno secondario il limite pud
essere invece individuato in un valore di 10* per le

donne e 10° UFC/mL per I’uomo, mentre per i pa-
togeni condizionali viene riferita una soglia intor-
no a 10° UFC/mL, quando essi siano presenti in
coltura pura.

Anche dalle definizioni dell’ ECLM appare evidente,
dunque, che I'importanza della carica batterica come
parametro discriminante pud oggi apparire davvero
superato dalla piu razionale correlazione tra notizie
anamnestiche e presenza di un determinato microrga-
nismo nell’ urina ad una determinata concentrazione.
Solo nei pazienti asintomatici, nei quali si sia proce-
duto comunque all’ esame colturale, puo ritenersi
giustificato riferirsi ad un livello soglia di 10°
UFC/mL, anche in considerazione di quanto si &
detto a proposito dell’influenza negativa del fattore
relativo alla scarsa qualita generale del campiona-
mento con “mitto intermedio”.

Tutte le urine, poi, che presentano cariche miste con
oltre due ceppi, indipendentemente dalla caricarile-
vata, devono casomai essere ripetute per individuare
I’ eventuale agente eziologico sotteso e comunque
vanno refertate in prima battuta con la definizione di
“presenza di flora batterica da probabile contamina-
zione”, cosi come non vanno clinicamente conside-
rati tutti i microrganismi appartenenti a gruppo dei
contaminanti propriamente detti.

Il concetto di carica e di cut-off appare per ultimo
superato anche dal fatto che richiede una uni-
vocita interpretativa tra laboratori diversi che, co-
me € noto, talora non esiste: gli stessi studi epide-
miologici vengono spesso inficiati da un diverso
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modo di valutare il livello di carica microbica si-
gnificativa, venendo cosi a modificarsi anche il ri-
sultato epidemiologico e il confronto tra i risultati
di centri diversi.

Ruolo clinico del referto microbiologico

Per quanto concerne I’esame colturale delle urine,
da un punto di vista dell’ appropriatezza della do-
manda, quanto sin qui detto evidenzia |’ assoluta ne-
cessita di intendere la microbiologia sempre piu in
senso clinico e di inquadrare attentamente il pazien-
te con IVU avendo a disposizione adeguate notizie
anamnestiche per valutare clinicamente e critica-
mente il risultato analitico dell’ esame colturale.

In questi termini, non credo che si possa intendere
ancora |’ urinocoltura come esame di screening, se
non nei limitati casi mirati riferiti nella Figura 2.
Questa definizione, infatti, si scontra con il razionale
stesso della richiesta di esame microbiologico: I'in-
dagine microbiologica, infatti, a differenza di molte
altre indagini di laboratorio, deve presupporre sem-
pre e comungue il sospetto di malattia dainfezione.
Per questo motivo I’ esame microbiologico dovrebbe
essere sempre richiesto con un’ adeguata motivazione
clinica, possibilmente espressa in gpposite schede di ri-
levazione anamnestica da accompagnare a campione.
Per quanto riguarda i test di screening preliminari
per definire la strategia diagnostica da seguire in pa-
Zienti selezionati (gravide, bambini in eta prescola-
re...) si fa sempre piu pressante |'esigenza di “con-
solidare” la diagnostica microbiologica con la dia-
gnostica microscopica e chimico fisica. Tale espe-
rienza, gia evoluta in altri Paesi®, costituira obiettivo
prioritario del nostro Dipartimento per migliorare
ulteriormente in futuro la qualita analitica del cam-
pione urinario.

Nel contesto dell’analisi microbiologica delle urine,
gli strumenti automatizzati hanno contribuito a mi-
gliorare alcuni aspetti di gestione del campione e del
referto e consentono di eseguire un PAR test auto-
matizzato, ma sono affetti ancora da alcuni elementi
di criticita e richiedono un’attenta valutazione co-
sto/beneficio in relazione a ciascuna realta operativa
e in base alla numerosita dei campioni esaminati.

Per quel che riguarda, ad esempio, i metodi nefelo-
metrici, essi consentono una risposta in tempi brevi
dei campioni negativi in base a un cut-off predeter-
minato, ma a tempo stesso dilatano i tempi di semi-
nadei campioni risultati positivi.

Gli strumenti dotati di semina automatizzata, invece,
pur con i limiti della semina su slide, oltre a ridurre
sensibilmente i tempi di allestimento del campione,
consentono anche di migliorarne la qualita pre-ana-
litica e di lavorare con un sistema chiuso, oltre a fa-
vorire contestualmente il trasporto, la conservazione
elaseminadi altri campioni microbiologici.
Entrambe i metodi hanno comungue un elevato co-
sto operativo e per essere pienamente sfruttati in
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tutte le loro potenzialita richiedono una collocazione
in un piu ampio programma riorganizzativo del la-
boratorio di microbiologia, che passa attraverso I'in-
formatizzazione del servizio e un piu esteso pro-
gramma di paperless hospital, costituito dal collega-
mento LIS con i reparti di degenza, ma soprattutto
passa attraverso una diversa organizzazione del flus-
so di lavoro in micraobiologia che consenta di lavora
re in continuo.

Cio che oggi viene richiesto a un moderno laborato-
rio di microbiologia per passare da una visione sgui-
sitamente “biologica’ a una visione “clinica’ della
diagnostica consiste infatti essenzialmente in una
maggiore velocitadi refertazione’.

Il flusso analitico in molte microbiologie é purtrop-
po ancora troppo laborioso e lento e la tendenza ver-
SO una maggiore velocita analitica € vista da molti
microbiologi come elemento critico per garantire la
qualita del risultato®.

In realtd, I’incremento della velocita analitica non
significa affatto una minore accuratezza, piuttosto
invece rappresenta un NUOVO e CoNcreto apporto
per poter incidere maggiormente su una migliore
scelta terapeutica da parte del clinico®®.

Gli strumenti automatizzati per I’ esecuzione dell’ e-
same colturale delle urine, quelli dedicati al’identi-
ficazione dei microrganismi e all’ antibiogramma e
gli strumenti informatici di ultima generazione con-
sentono oggi di raggiungere tempi di refertazione
impensabili fino a pochi anni fa.

L’ obiettivo primario della moderna microbiologia
consiste percio nello sfruttamento ottimale delle no-
vita tecnologiche a disposizione e nella loro integra-
zione in un piu ampio modello di riorganizzazione
del laboratorio.

Refertare, infatti, un campione di urocoltura negativa
in giornata senza poter al tempo stesso incidere in
modo significativo sui tempi di refertazione dei cam-
pioni positivi e dei test di sensibilita non sortisce un
concreto miglioramento dell’impatto clinico dell’ esa-
me microbiologico: e infatti clinicamente piu signifi-
cativo fornire nel piu breve tempo possibile un risul-
tato positivo piuttosto che un risultato negativo.

Uno degli obiettivi prioritari della nostra Unita negli
ultimi tre anni é stato proprio finalizzato all’ utilizzo
dell’automazione contestualmente alla revisione dei
flussi analitici secondo turni di lavoro sette giorni su
sette, mentre nell’immediato futuro il collegamento
informatico esteso a tutti i reparti e |’ estensione del
lavoro su turni pomeridiani sara in grado di ridurre
in modo ulteriore il TAT indicato come ottimale
dall’ECLM.

Solo infatti lavorando in modo continuativo e sfrut-
tando a tempo pieno, per tutto il giorno e per tuttala
settimana, le strumentazioni analitiche di ultima ge-
nerazione e il mezzo informatico & possibile rag-
giungere e per certi aspetti addirittura migliorare i
tempi di refertazione suggeriti dall’ECLM, mante-
nendo il tempo di identificazione da coltura pura per
il 90% dei casi entro le 24 ore e dell’ identificazione
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da coltura mista per il 90% dei casi entro le 48 ore,
riducendo a tempo stesso la refertazione dell’ anti-
biogramma per il 90% dei casi entro le 30 ore anzi-
chéle 48 previste.
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