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Introduzione

La sepsi € un’infezione grave caratterizzata da un’elevata mortalita (stimata cinque volte superiore rispetto
a quella attribuita all'ictus e dieci volte superiore a quella dell'infarto), ma, soprattutto, & divenuta molto
frequente: nel mondo, ogni due secondi un paziente muore a causa di questa sindrome che colpisce 26
milioni di persone ogni anno. Nell'Unione Europea l'incidenza & elevata: 90 casi ogni 100.000 abitanti e la
sua frequenza € in aumento, probabilmente a causa dell'invecchiamento progressivo della popolazione ed
a causa della tipologia di pazienti presenti nei nosocomi caratterizzati da patologie complesse e complicate
da comorbilita.

Il problema € cosi sentito che lo scorso 13 settembre 2014 é stato ripetuto il “World Sepsis Day” con lo
slogan “Stop Sepsis Saves Lifes” con il proposito di aumentare la consapevolezza della popolazione, e
stimolare il miglioramento della gestione dei pazienti settici. Il proposito & ambizioso e include la riduzione
dellincidenza del 20% entro il 2020 (available at www.world-sepsis-day.org).

Affrontare il fenomeno “sepsi” rappresenta uno degli esempi piu eloquenti di lotta integrata che necessita
la partecipazione attiva di varie figure del sistema sanitario a partire dall’Intensivista, includendo
necessariamente tra queste anche il Microbiologo Clinico. La conoscenza della sepsi passa attraverso
I'individuazione di un percorso diagnostico virtuoso che possa contenere o ridurne gli effetti dannosi. In
guesto percorso parte attiva & svolta dal microbiologo e dagli strumenti diagnostici che ha a sua
disposizione, ma anche nel modo in cui integrandoli riesce a ridurre i tempi di refertazione impattando
sulle successive scelte terapeutiche del clinico e quindi sull’outcome.

L’'emocoltura e il gold standard nella diagnosi microbiologica della sepsi e/o di febbre di origine ignota.
Rappresenta, nella sua gestione “ragionata”, un importante contributo del microbiologo nella gestione del
fenomeno sepsi in tutte le sue manifestazioni (incluse: le endocarditi, le infezioni correlate a cateteri
endovascolari -Catheter Related Blood Stream Infection CRBSI, le febbri di origine ignota, ovvero le sepsi
secondarie ad infezioni localizzate come la polmonite, I'artrite settica, le infezioni gravi di cute e tessuti
molli e le infezioni endoaddominali complicate).

Primo punto essenziale da considerare e che la presenza di microrganismi nel sangue puo avere carattere
transitorio (presenza di microrganismi per un breve periodo) ad esempio a seguito di estrazioni dentarie,
cateterizzazione urinaria, manovre strumentali invasive; intermittente (o “transitoria ricorrente”) associata
ad infezioni localizzate e continua, tipica delle infezioni endovascolari, quali I'endocardite, la tromboflebite
settica, le infezioni associate alla presenza di dispositivi endovascolari quali i cateteri venosi centrali CVC.
L’'isolamento di batteri o funghi dal sangue ha un importante valore diagnostico (conferma del sospetto
clinico), prognostico e per la terapia (mirata sulla base dell'identita del microrganismo e
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dell’antibiogramma) e la letteratura internazionale & ormai concorde nell’attribuirgli lo stesso valore di un
esito microbiologico di un campione di liquor.

| tempi dell’emocoltura tradizionale sono, tuttavia, ancora lunghi e spesso poco compatibili con le necessita
del clinico di un intervento terapeutico tempestivo. Una buona organizzazione del laboratorio, insieme ad
alcuni accorgimenti di ordine tecnico-metodologico possono, tuttavia, contribuire a ridurre i tempi di
esecuzione e di trasmissione di risultati al clinico, ancorché preliminari (come I'esame microscopico su
flacone positivo e/o i test “diretti”, antibiogramma clinico ecc...).

Indagini effettuate nel nostro Paese hanno evidenziato una difformita di comportamenti nelle abitudini
prescrittive, nelle modalita di prelievo, nelle procedure diagnostiche microbiologiche, nell’interpretazione
dei risultati nonché nella tempistica relativa alla reale fruibilita dell’esito microbiologico da parte del clinico
(Goglio & Nicoletti, 2004).

Pare quindi utile proporre un “percorso diagnostico”, fondato sull’Evidence Based Medicine e sulle piu
recenti ed autorevoli linee guida internazionali.

Scopo del documento

Questo documento descrive le procedure e le indagini per la diagnosi microbiologica (emocoltura) delle
infezioni del torrente circolatorio (Blood Stream Infections: BSI) sostenute da batteri (esclusi i micobatteri)
e da funghi, definendo un percorso ottimale che inizia con la formulazione di un sospetto clinico e la
decisione di effettuare I'esame, passando attraverso un corretto e ben definito approccio metodologico di
laboratorio, per concludersi con la fase interpretativa dei risultati, essenziale ad orientare le decisioni
terapeutiche fondate sui risultati dell’emocoltura. Sono inoltre considerati gli indicatori di qualita di
processo, la cui analisi & fondamentale per la comprensione e la valutazione del flusso di lavoro legato
all’emocoltura.

Emocoltura perché, quando e come

Perché

Rappresenta il miglior strumento per la diagnosi di sepsi in tutte le sue manifestazioni. | costi dell’esame
sono ampiamente giustificati dalle informazioni che si possono ricavare: conferma del sospetto diagnostico,
identificazione della eziologia microbica ed indicazioni utili per la terapia antibiotica mirata.

Quando

Il prelievo dovrebbe essere effettuato in qualunque momento dell’episodio febbrile, il piu precocemente
possibile e possibilmente prima dell'inizio della terapia empirica o prima di una sua nuova
somministrazione (quando la quantita di antibiotico nel sangue & minima) (Baron et al., 2013; Dellinger et
al., 2013). Solo alcuni lavori hanno cercato di valutare il corretto timing per il prelievo. | dati della
letteratura mostrano che dopo l'ingresso dei batteri nel circolo vi € una fase di latenza di circa un’ora prima
che compaia il brivido e/o la febbre.

Sebbene sia consuetudine raccogliere i campioni ad intervalli di 30-60’, la cosa € del tutto arbitraria (Li et
al., 1994), invece, soprattutto se & necessario iniziare una terapia antibiotica empirica, i prelievi devono
essere ravvicinati (Strand et al., 1988; Thompson et al., 1991). Inoltre, non ci sono variazioni significative
nel tasso di positivita se e quando i prelievi vengono effettuati al picco febbrile, infatti alcuni pazienti
possono essere ipotermici anche nella fase batteriemica o essere incapaci di attivare una risposta di tipo
febbrile all’infezione.

La febbre da sola quindi non € un utile indicatore, mentre devono essere considerati altri parametri:
ipotensione, numero dei globuli bianchi, la presenza/assenza di brivido, marcatori biologici (PCR, PCT
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ecc...). E quindi, importante piu che stabilire il corretto timing di prelievo assicurarsi che il prelievo sia
effettuato in maniera adeguata (in termini di volume di sangue prelevato, di numero di prelievi eseguiti e di
corretta procedura di prelievo) (Jaimes et al., 2004)

Nella pratica comune i prelievi dovrebbero essere effettuati simultaneamente (o distanziati di 5-15’ I'uno
dall’altro) alla comparsa della febbre o comunque in caso di sospetto clinico di sepsi e possibilmente prima
dell’inizio della terapia.

Nei casi di endocardite acuta valgono le stesse considerazioni (la ripetizione pu0 essere utile per
monitorare il successo terapeutico). Nelle endocarditi subacute sono consigliati tre set di emocolture in 30-
60’ed in caso di negativita altri 3 set dopo 24h. (CLSI M47A; Jaimes et al., 2004; Bennet et al., 1994, Riedel
et al., 2008).

Come

Per assicurare una maggiore sensibilita & bene effettuare 2 — 3 prelievi (tenendo in considerazione che

ciascun prelievo deve essere composto da un flacone per aerobi ed uno per anaerobi) quindi un totale di 4-

6 flaconi.

| 3 prelievi sono raccomandati in quanto:

e incrementano la sensibilita dell’esame (probabilita di isolare il patogeno in caso di sepsi). Tale
probabilita e, infatti, del: 65-80% con un prelievo, 80-88% con due prelievi, 96-99% con tre prelievi
(Riedel et al., 2008; Washington, 1975).

e facilitano l'interpretazione dei risultati (soprattutto nei pazienti ricoverati nelle terapie intensive) nel
caso di isolamento di germi di dubbio significato clinico nella attribuzione di un significato clinico ad un
germe considerato comunemente contaminante).

E fortemente sconsigliato effettuare un solo prelievo nell’adulto: il volume di sangue analizzato &
insufficiente e potrebbe essere causa di risultati falsamente negativi ed in caso di positivita non sempre
consente di discriminare se si tratta di un patogeno o di un contaminante.

La singola emocoltura come coltura di sorveglianza (pazienti ICU e Ematologici) viene spesso erroneamente
usata per predire la sepsi, nella realta & di scarso valore ed incide negativamente sui costi.

Non ci sono indicazioni ad effettuare piu di tre prelievi: la sensibilita dell’esame aumenta solo di un
modesto 7%, aumentano invece i costi ed i rischi di anemizzazione iatrogena del malato.

Le modalita di prelievo, conservazione e invio dei flaconi devono essere codificate in procedure scritte da
trasmettere a tutti i reparti e da esplicitare nella carta dei servizi del laboratorio.

| prelievi devono essere effettuati in rapida successione, a distanza di 5-10’.

Nell’endocardite, in cui si ha una batteriemia continua, € preferibile, nelle forme subacute, prelevare a
distanza di 30-60’ (per documentare la batteriemia continua). Trascorse le prime 24h se i primi due-tre set
risultano negativi, ripetere la campionatura.

Nel sospetto di infezione correlata a CVC, procedere come pil oltre indicato.

Non vi sono evidenze significative che il prelievo di sangue arterioso aumenti la sensibilita del metodo
rispetto al classico prelievo venoso, al contrario aumentano i rischi di isolamento dei contaminanti
(Vaisanen et al., 1985; Baron et al., 2013)

Il prelievo da CVC é sconsigliato per la facilita di contaminazione. Si effettua solo nel sospetto di infezione
del catetere (e in tal caso deve essere associato al contemporaneo prelievo da vena periferica), con le
modalita riportate pil avanti.
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| flaconi da usare

Per ogni prelievo inoculare di norma due flaconi (1 per la ricerca di aerobi e 1 per anaerobi). Il prelievo
anche in flaconi per anaerobi consente la crescita di batteri anaerobi stretti; inoltre, studi recenti hanno
dimostrato come questi flaconi siano piu performanti anche nel recupero di stafilococchi, enterococchi ed
enterobatteri (Grohs et al., 2007). Peri pazienti pediatrici sono disponibili flaconi appositi (per germi aerobi)
che prevedono I'immissione di ridotte quantita di sangue.

Quanto sangue prelevare

Rappresenta la variabile piu importante. Diversi studi condotti sia con sistemi automatici sia in manuale
dimostrano la relazione diretta che esiste fra il volume di sangue prelevato e la resa diagnostica di
un’emocoltura. Si consiglia di immettere 8 ml (non superare mai i 10 ml). Complessivamente devono essere
prelevati 20-30 ml, suddivisi nei diversi flaconi. Raccogliendo da 2 a 30 ml si ha un incremento
proporzionale della percentuale di positivita (es. passando da 2 a 20 ml di sangue prelevato si passa da
percentuali del 30 al 50% di positivita). Mentre I'incremento che si ottiene elevando il prelievo a 40 ml (vs
30 ml) & di un modesto 7% e quindi non ritenuto utile.

Nei flaconi pediatrici immettere 1-4 ml (anche in relazione al peso del bambino; non piu dell’4.5%
dell'intero volume ematico) (Baron et al., 2013; Cockerill et al., 2004).

Attenzioni/precauzioni da seguire nel prelievo

La massima attenzione da parte dei clinici/personale infermieristico deve essere riposta nelle fasi di
prelievo, in modo da ridurre al minimo la probabilita di contaminazione. Il tasso di contaminazione atteso &
di circa il 3% (Baron et al,. 2013). E importante che il laboratorio ponga in essere gli opportuni indicatori
che consentano di verificare che questa soglia non sia superata (semmai ridotta) ed attivi altresi le
opportune strategie di intervento se nota un incremento del tasso di contaminazione. Detto questo, alcuni
punti sono essenziali e vanno sottolineati:

1 Il tappo dei flaconi non é sterile e quindi deve essere disinfettato con lo stesso prodotto usato per
I’antisepsi della cute, lasciando agire per lo stesso tempo, e ovviamente subito prima del prelievo.
2 | guanti devono sempre essere indossati a protezione dell’operatore.

Non sono necessari guanti sterili, a meno che non sia necessario palpare due volte la cute disinfettata per
I'individuazione della vena. Eventualmente disinfettare i guanti con clorexidina.

3 E mandatorio disinfettare la cute prima del prelievo seguendo le indicazioni riportate di seguito:

e pulire I'area cutanea identificata, per 7-8 cm di diametro, con una garza (anche non sterile) imbevuta di
alcol isopropilico 70%, procedendo dal centro alla periferia, e lasciar asciugare, (meglio se con
sfregamento vigoroso; non sono necessari i movimenti concentrici)

e disinfettare la cute lasciando in sede un impacco con clorexidina 2% in soluzione alcolica per almeno
30”; in alternativa usare tintura di iodio, sempre per 30”; evitare I'uso di iodio-povidone (richiede tempi
d’azione superiori al 1’ e 30”).

e lasciare asciugare I'antisettico, senza rimuoverne |I'eccesso con garza. Se si usa la tintura di iodio, pulire
la cute dopo il prelievo

La clorexidina non puo essere usata nei bambini di eta inferiore ai due mesi (anche se alcuni studi recenti

ne suppongono l'uso a concentrazione pari allo 0.5% anziché 2%. | dati sono ancora preliminari. In

alternativa e possibile usare iodio-povidone (Betadine®) che dovra pero essere lasciato in sito per almeno

2.
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Il prelievo
Procedere come di seguito indicato.

Prelievo con siringa: ago singolo (AS) (questa modalita facilita il controllo della quantita di sangue immessa

nei flaconi):

a. strofinare le mani con soluzione alcolica o eseguire il lavaggio sociale,

b. procedere alla disinfezione della cute e del tappo del flacone, come sopra descritto,

c. indossare i guanti,

d. introdurre I'ago in vena, prelevare 20-30 ml e distribuirli nella misura di 3-8 ml/flacone e comunque
egualmente distribuiti nei falconi aerobi/anaerobi, usando "accortezza d’inoculare prima il flacone per
anaerobi e poi quello per aerobi (questo al fine di evitare che I'ossigeno risalga attraverso I'ago e
diffonda nel sangue prelevato).
tenere i flaconi in posizione verticale per controllare la quantita di sangue,

f. eliminare con attenzione gli aghi (rischio di puntura, soprattutto con la farfalla) negli appositi
contenitori

Con set di prelievo a doppio ago (DA) (farfalla) per la raccolta del sangue direttamente nei flaconi (es.
vacutainer®) questo dispositivo di prelievo € generalmente preferito perché riduce i rischi di puntura
accidentale per I'operatore, anche se non riduce quello di una possibile contaminazione nel prelievo, infatti
la percentuale di contaminazione con il dispositivo a DA & del 3.7% contro il 2% del’ago singolo:

strofinare le mani con soluzione alcolica o eseguire il lavaggio sociale,

a.-c. procedere come sopra riportato

d. inserire I'ago in vena e collegare il set di prelievo prima nel flacone per aerobi, poi nel flacone per
anaerobi
e. tenere i flaconi in posizione verticale per controllare la quantita di sangue immesso ed evitare un

possibile reflusso del brodo o un volume eccessivo d’inoculazione. Usare I'accortezza di inoculare prima il
flacone di aerobi e poi quello per anaerobi. La successione “flacone aerobio o anaerobio” & diversa nelle
due modalita ed e finalizzata ad evitare I'immissione di aria nel flacone per anaerobi (i batteri anaerobi
muoiono in presenza di ossigeno), in questo caso si deve lasciare fluire eventuale aria residua presente nel
tubicino all’interno del flacone aerobio, prima d’inoculare quello per anaerobi.

f. staccare il flacone dal connettore prima di togliere I'ago dalla vena.

g. eliminare con attenzione il set di prelievo (rischio di puntura, soprattutto con la farfalla).

E preferibile il prelievo con siringa: facilita il prelievo di una corretta quantita di sangue ed evita un possibile
reflusso del brodo in vena.

Non esistono in commercio flaconi sottovuoto capaci di raccogliere una quantita definita di sangue; quindi
la quantita immessa deve essere controllata dall’operatore.

Se il prelievo venoso é effettuato anche per raccogliere sangue per altre determinazioni, i flaconi per
emocoltura devono essere inoculati per primi al fine di evitare contaminazioni.

E opportuno cambiare ago prima di inoculare il sangue nei flaconi?
Non & opportuno, tantomeno necessario, cambiare ago nel passaggio da un flacone all’altro per
scongiurare il maggior rischio di punture accidentali (Ntusi et al., 2010).

| prelievi da un ago-cannula
Si possono effettuare prelievi con ago cannula solo se posizionata al momento ed allo scopo di eseguire
emocolture (ad es per la difficolta a reperire il successivo accesso venoso). Non utilizzare un ago-cannula

5



Proposta di Percorso Diagnostico presentato durante il
XXXVII Congresso Nazionale AMCLI - Stresa, 5-8 ottobre 2008 — Revisione: settembre 2014

gia in uso.

Il prelievo nel paziente con CVC, in cui si sospetti (o0 non si possa escludere) una sepsi catetere-correlata?

In questo caso e indispensabile effettuare il prelievo:

a. da vena periferica e dal/i catetere/i, contemporaneamente, dopo aver disinfettato il raccordo con
soluzione alcolica, se compatibile con il materiale del CVC, senza scartare la prima quantita di sangue
prelevato perché & quella con la piu alta concentrazione di microbi. Il prelievo quando possibile
dovrebbe essere effettuato scegliendo un accesso venoso posto dal lato opposto di dove € posizionato
il CVC (es: CVC lato destro, accesso venoso a sinistra)

b. Immettere rigorosamente la stessa quantita di sangue in ciascun flacone, cid consentira
I'interpretazione dei risultati sulla base dei tempi di crescita.

c. davena periferica, (set: aerobi + anaerobi), prelevato come di consueto

Identificazione dei flaconi
Secondo le modalita in uso nell’Azienda di riferimento. La Microbiologia deve essere in grado di riconoscere
i diversi flaconi (sede e momento del prelievo).

Conservazione dei flaconi, se invio differito nel tempo

| flaconi dovrebbero essere inviati al laboratorio di microbiologia nel piu breve tempo possibile. Alloggiare
quanto prima un flacone, infatti, significa mettere i batteri/funghi nelle condizioni ottimali di crescita e
questo si traduce in una contrazione del tempo di positivizzazione. Tuttavia, in casi particolari, & possibile
mantenere i flaconi a temperatura ambiente (anche se vi pu0 essere una certa variabilita dovuta al tipo di
flacone in uso) fino ad un massimo di 16-18h. Esiste in letteratura un unico riferimento in cui gli autori
suggeriscono la termostatazione a 37°C in attesa di alloggiamento nel sistema automatico per le
emocolture (van der Velden et al., 2011).

Tuttavia, la lunga permanenza all’esterno dei sistemi di incubazione automatica dedicati puo causare una
mancata positivizzazione strumentale del flacone quando successivamente alloggiato in quanto la crescita
microbica potrebbe aver gia raggiunto il plateau fuori dal sistema e non essere piu rilevabile dai sistemi di
“detection” dei sistemi automatizzati, ovvero ci potrebbe essere sofferenza microbica con la conseguente
mancata crescita dei microrganismi.

| flaconi per emocoltura non devono essere mai refrigerati a 4°C.

Ripetizione del prelievo nei giorni successivi al primo

Non ci sono indicazioni per il prelievo nei giorni successivi per il follow up, perché quest’ultimo si basa sui
dati clinici. In ogni caso il prelievo non andrebbe mai ripetuto prima di tre giorni dall’inizio della terapia
mirata (Baron et al., 2013).

Ci sono due eccezioni:

- I’endocardite (la persistenza dell’infezione puo richiedere una modifica della terapia)

- le sepsi da S. aureus in cui il prelievo dopo 2 e 4 giorni puo fornire utili indicazioni di complicanze
infettive insorte per via ematogena (es. endocardite o osteomielite) o per estensione dell’'infezione in altre
sedi (tromboflebite settica, ascessi) (Liu et al., 2011).

Scelta dei brodi per emocoltura

Sono disponibili in commercio numerosi tipi di brodo, tutti con accettabili performance. La formulazione di
base pil diffusa e I'idrolisato di caseina di soia, a seguire il BHI, Columbia base, Brucella Broth. Contengono
in genere anticoagulanti (es. SPS), in grado di neutralizzare |'effetto del lisozima, inibire la fagocitosi,
inattivare gli aminoglicosidi, ed inibire in parte la cascata del complemento (CLSI document M47-A;
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Cumitech 1C, 2006).

Alcuni produttori forniscono, soprattutto per le formulazioni a base di soia, dei supplementi per facilitare la
crescita dei germi “difficili” (quali: NAD e Emina per neisserie ed emofili).

Non esistono evidenze che supportino I'uso di terreni specifici e/o di flaconi dedicati alla coltura dei miceti
(Wilson et al., 1993; Fuller et al., 2001; Abelson, 2005; Kosmin et al, 2009; ). L'uso di terreni contenenti
inibitori degli antibiotici (es. resine o carbone) e dibattuto: rispetto ai corrispondenti brodi senza inibitori
sembrano supportare meglio la crescita di stafilococchi (inclusi i contaminanti) e i miceti (CLS| document
M47-A; Cumitech 1C, 2006).

Modalita e tempi di incubazione

Con i sistemi automatici attualmente in uso, i flaconi vengono incubati a 35°C per 5 giorni (7 giorni i metodi
manuali). Il 95-97% dei microrganismi cresce entro tre-quattro giorni d’incubazione, questo vale anche per i
germi tradizionalmente ritenuti difficili: Brucella, Capnocytophaga, Campylobacter, o HACEK.

E raccomandata I'ispezione visiva al ricevimento dei flaconi pre-incubati per evidenziare una eventuale
crescita microbica (soprattutto per i sistemi manuali e/o per quelli colorimetrici).

Non e necessario (diversamente a quanto in uso negli ultimi anni) prolungare I'incubazione nel sospetto di
endocardite o di brucellosi, piuttosto e preferibile scegliere un metodo di coltura alternativo ad esempio il
metodo di lisi e centrifugazione (CLSI document M47-A; Cumitech 1C, 2006).

Rilievo della positivita

| sistemi automatici provvedono alla lettura ogni 10-24’, segnalando eventuali flaconi positivi. Non &
necessario procedere a sottocolture cieche.

Il microbiologo deve rilevare dallo strumento le positivita in continuo nell’arco della giornata. Non &
accettabile la rimozione a batch di campioni positivi, ma al contrario i flaconi positivi devono essere
prontamente rimossi all’atto della segnalazione strumentale.

In caso di positivita dell’emocoltura si procede, nel pil breve tempo possibile, a:

e Esecuzione della colorazione di Gram (in caso di negativita puo essere utile la colorazione con arancio di
acridina o un Gram usando come colorante di contrasto la carbolfucsina) o pil semplicemente con blue
di metilene per evidenziare i batteri che hanno eventualmente perso le affinita tintoriali. | risultati
vengono trasmessi immediatamente al medico curante, per telefono e/o via fax e/o altra modalita
rapida (telematica). Segnalando al contempo date e ora di positivita.

e |l referto riporta la positivita dell’emocoltura e i caratteri morfologico-tintoriali dei microrganismi
distinguendoli in: Stafilococchi e Streptococchi, Diplococchi Gram-positivi (enterococchi), Cocchi Gram-
negativi, Bacilli Gram-negativi, preferire alla definizione generica “difteroidi” con quella piu specifica di
“Bacilli Gram-positivi o Bacilli Gram-positivi pleomorfi”

Sub-coltura delle Emocolture Positive

Tutte le emocolture positive devono essere sottoposte a sub-coltura su un set appropriato di terreni di
coltura es.: Trypticase Soy Agar + 5% sangue di montone o Agar Cioccolato (terreni in grado di assicurare la
crescita dei germi anche piu esigenti) € anche molto diffuso nella pratica comune I'utilizzo di terreni
cromogeni che possano fin da subito orientare nell’identificazione microbica. Le sub-colture dovrebbero
essere incubate in aerobiosi ed anaerobiosi e agar cioccolato in CO,. Sta a ciascuna Microbiologia decidere
se seminare anche altri terreni per una piu rapida identificazione dopo 24 ore di incubazione (es. agar
lattosato per Gram-negativi o terreno selettivo differenziale per Stafilococchi o terreni cromogeni) o sulla
base del risultato dell’esame microscopico.
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Emocolture positive strumentalmente, positive/negative al Gram, ma negative alla sub-coltura
Rappresentano una quota esigua di tutte le emocolture, ma meritano in ogni caso attenzione in quanto in
genere i patogeni che si recuperano sono germi esigenti o germi la cui difficolta di crescita & gia nota ed
ampiamente descritta. In questi casi la prima cosa da fare é:
verificare la curva di crescita microbica

1) se la curva depone per una reale crescita microbica (curva esponenziale) si deve procedere
seguendo a scelta (e secondo le disponibilita del laboratorio) o anche combinando i seguenti punti:

a) arricchimento in brodo e relativa subcoltura in terreni a media selettivita ovvero
recuperando il pellet batterico post arricchimento e procedere ad identificazione
mediante tecnologia MALDI-TOF e/o biologia molecolare ovvero se sufficiente
utilizzare i sistemi di identificazione tradizionali

b) tecniche di biologia molecolare

c) coltura su terreni specifici addizionali rispetto alla pratica comune

2) se la curva di crescita risulta monotona (da attivita dovuta ai leucociti del paziente) verificare la
conta delle cellule della linea bianca del paziente ed il volume d’inoculo del flacone (spesso un volume
eccessivo d’inoculazione puod essere causa di false positivita) per sostenere o meno la seconda ipotesi. Se la
conta elevata e/o siamo in presenza di un volume eccessivo d’inoculo ed il Gram ha dato esito negativo, si
puo concludere per un falso positivo dovuto alla attivita leucocitaria (Fontana et al., 2009; Kroumova et al.,
2010-2012, UK S.0.P.Microbiology 2014)

Tests di identificazione diretti (dalla esecuzione di coagulasi alla identificazione molecolare).

Negli ultimi anni & stata particolarmente ricca la letteratura che propone di abbinare alle tecniche di coltura
tradizionale tecniche innovative, rapide ed altamente specifiche che consentono una notevole riduzione
dei tempi di refertazione. La riduzione del Turn Around Time (TAT) & divenuta una costante nella diagnosi di
sepsi perché riduce la durata di un’eventuale terapia inappropriata ed i tempi della terapia empirica ad
ampio spettro, impattando in modo significativo sull’outcome del paziente e sulla spesa correlata al
consumo di antibiotici. | caratteri riassuntivi sono indicati in tabella 1.

Tabella 1
Richiede
Test . .
: : strumentazione Vantaggi
diretti .
dedicata
. s Bassa .
Coagulasi No Semplicita standardizzazione Bassi
Si
FISH (a se.cond:fl del  Rapidita, s_e_rls_il?ilité e Richiede Medio alti
tipo di specificita Personale esperto
metodologia)
Semplicita, rapldlt.a L1m1t1. sui Costo test
elevato numero di campioni o
MALDI . .. o s .. . . irrisorio, costo
Si specie identificabili polimicrobici .
TOF . . . ! strumentazione
sia batteriche che (massimo fino a
. . elevato
fungine due specie)
Metodi Si Rapidita e semplicita Numero di specie Elevati
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molecolari elevata sensibilita e limitate
da flacone specificita (possibilita
positivo di identificare piu
specie
contemporaneamente
e alcuni markers di
resistenza
Metodi Rapidita buona Procedure in

sensibilita, significato
clinico del positivo
non sempre chiaro

molecolari Si
da sangue

genere lunghe e Elevati
complesse

Test diretti tradizionali

| test diretti anticipano anche di 24 ore o piu i risultati definitivi. Diversi autori segnalano la possibilita di
identificare i microrganismi con pannelli manuali, strumenti automatici, singoli test biochimici o metodi di
biologia molecolare. Considerato il diverso significato clinico di S. aureus e Stafilococchi coagulasi negativi
puo essere utile effettuare una coagulasi rapida in provetta con lettura a 2 ore: il test & affidabile e poco
costoso. | due test pil eseguiti sono quello della coagulasi e della ossidasi, secondo le indicazioni di seguito
riportate in letteratura che vale la pena di specificare (Kroumova et al., 2012):

. VANTAGGI: i) semplicita di esecuzione; ii) costi limitati ed alla portata di molti laboratori; iii) rapidita
di esecuzione.

J LIMITI: scarsa standardizzazione e difficile applicazione per numeri elevati di campioni.

FISH

Affianco alla microbiologia tradizionale ha trovato spazio negli ultimi anni 'uso di tecnologia FISH
(Fluorescent in Situ Hybridization) anch’essa utilizzata per identificare, a positivita strumentale del flacone,
il patogeno coinvolto. | sistemi a disposizione sono semplici di facile applicabilita, ma presentano alcune
criticita: dall’esperienza richiesta all’'operatore nella lettura di preparati fluorescenti al limitato numero di
specie microbiche identificabili e talora anche dai costi non del tutto competitivi. Esistono
fondamentalmente due versioni: la FISH tradizionale (che comporta la fase, abbastanza laboriosa, di
lavaggio del preparato per allontanamento dell’eccesso di sonde) e bbFISH (beacon based Fluorescent in
Situ Hybridization) che sfruttando al contrario la tecnologia delle sonde beacon non ¢ penalizzata dalla fase
dei lavaggi del preparato. Le sonde beacon sono, infatti, studiate e disegnate in modo tale che se non
appaiate con il DNA target presente nel campione si richiudono su se stesse fornendo un preparato piu
pulito (si riduce il background fluorescente) (Harris and Hata, 2013; Sakarikou et al., 2014; Leitner et al.,
2013). Quale che sia il tipo di sonde usate nella tecnologia FISH, questa si € dimostrata un approccio
particolarmente vincente, soprattutto nei centri che funzionano da spoke di Hub situati anche a notevole
distanza, consentendo di accorciare (e quindi di riguadagnare il tempo utilizzato per il trasferimento del
campione da un centro all’altro) i tempi di identificazione del patogeno.

e VANTAGGI: i) rapidita di ottenimento dei risultati; ii) alte sensibilita e specificita.

e LIMITI: alcuni particolari kit hanno procedure non sempre rapide e pratiche da eseguire. Richiede un

occhio esperto nella lettura della fluorescenza, Il costo non & trascurabile.

SPETTROMETRIA DI MASSA: MALDI-TOF
Al pari della FISH, ma con una piu capillare presenza nei laboratori di microbiologia & l'utilizzo della
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tecnologia MALDI-TOF per lidentificazione rapida di patogeni direttamente da flacone positivo di
emocoltura.
Esistono dati solidi che dimostrano che la introduzione della identificazione rapida con MALDI-TOF da
emocoltura porti significativi benefici in termini di riduzione della mortalita nei pazienti con sepsi (Huang et
al., 2013).
| pellets vengono preparati dalle brodo colture positive attraverso passaggi di lisi, filtrazione e
centrifugazione, per i quali esistono diverse metodologie (Loonen et al., 2012; Martiny et al., 2012; Meex et
al., 2012; Lagacé-Wiens et al., 2012; Fothergill et al., 2013; Clercet al., 2013) e dispositivi commerciali
utilizzabili (Martinez et al., 2014). Esistono tuttavia alternative, ugualmente valide, come Centrifugazione e
Semina su piastra (CS), Arricchimento in brodo e Centrifugazione (AC), Semina Diretta su piastra (SD) (Sarti
et al,, 2014).
Molti laboratori, negli ultimi anni, hanno implementato flussi di lavoro che prevedono la semina del brodo
di emocoltura positivo su terreni agarizzati, una fase d’incubazione ridotta (in genere 6-8 ore) e, infine,
I'identificazione tramite MALDI-TOF. Questo permette di fornire I'identificazione con circa 12 ore di
anticipo, a basso costo e con un impatto minimo sulla organizzazione del laboratorio.
| campioni sono poi analizzati nello spettrofotometro e gli spettri di massa acquisiti sono comparati con una
library di riferimento utilizzando un software dedicato. In accordo con i criteri proposti dalla casa
produttrice ed in base al valore di uno score, si ottiene una identificazione affidabile a livello di specie nel
66-87% (Vlek et al., 2012). Gli spettri sono calibrati usando le proteine ribosomiali di un ceppo di controllo
di Escherichia coli.
Il grande vantaggio di questo tipo di approccio sta nella possibilita, praticamente illimitata, di identificare
batteri e miceti con costi contenuti (ad esclusione del costo strumentale) attraverso una metodica
estremamente semplice. Allo stato attuale, la limitazione € data dall'impossibilita di identificare i patogeni
su campioni polimicrobici. Infatti, nel caso di infezioni sostenute da piu microrganismi, ne viene identificato
soltanto uno di quelli che tradizionali crescono in piastra dopo la subcultura. Esistono anche riferimenti
italiani relativi a studi multicentrici che descrivo I'utilizzo di tale metodica nella routine quotidiana e che,
pur documentandone I'efficacia, non ne nascondono le criticita (Sarti et al., 2014)
Relativamente ai meccanismi di resistenza vi sono alcuni studi preliminari che possono risultare interessanti
(Romero-Gémez et al., 2013; Hoyos-Mallecot et al., 2013).

e VANTAGGI: i) facilita di esecuzione; ii) alta specificita e ampio spettro di specie riconosciute (con

possibilita di espansione); iii) minimo impatto sulla organizzazione del laboratorio; iv) basso costo
(se si esclude la strumentazione).
e LIMITI: impossibilita di identificare i patogeni su campioni polimicrobici.

METODI DI BIOLOGIA MOLECOLARE DA FLACONE POSITIVO

Le tecniche molecolari che prevedono la ricerca di DNA batterico, per loro natura, si prestano
particolarmente alla diagnosi rapida direttamente da campione clinico. Negli ultimi anni sono fiorite sul
mercato numerose alternative che accoppiano alla possibilita di identificare i principali patogeni
responsabili di sepsi, direttamente da brodo di emocoltura positivo, la capacita di ricercare alcuni
determinanti genetici di resistenza agli antimicrobici. Nel complesso si tratta di test molto semplici da
eseguire che, al momento, consentono I'analisi di un solo campione alla volta. Questo puo rappresentare
un limte nella loro applicazione in laboratori di grandi dimensioni.

Un tecnologia di recente introduzione, estremamente promettente sia per la sua sensibilita e specificita ma
soprattutto per la sua facilita d’'uso, & quella nota come Film array platform. Si tratta di una multiplex PCR
abbinata ad una lettura automatizzata i cui risultati sono fruibili in 1h. Si tratta di dispositivi pronti all’'uso
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(film array pouch) che contengono nel loro interno tutti i reagenti necessari per la estrazione degli acidi
nucleici, la purificazione, I'amplificazione e I'ibridizzazione (in triplicato per ogni sonda) verso diversi target
sia batteri che lieviti: 8 Gram-positivi, 11 Gram-negativi, 4 lieviti e tra marcatori di resistenza (Altun et al.,
2013). Il sistema per la sua semplicita d’uso (all’operatore & richiesta la sola reidratazione dei reagenti e
I'aggiunta del campione) si configura a tutti gli effetti come un “point of care test” il cui utilizzo potrebbe
essere immaginato anche in regimi d’urgenza. Altrettanto noti i metodi basati sull’utilizzo del microarray, in
questo caso in genere si tratta di sistemi a “two-thre step work-up”, in cui in genere I'estrazione ¢ di tipo
“bead-based”, non prevedono amplificazione ma il DNA estratto dal campione ¢ ibridizzato su piattaforme
automatizzate con DNA target ossia sonde a cattura (anche in questo caso presenti in triplicato sull’array)
immobilizzate su microarray (che possono essere di vetro o in gel). L'ibridizzazione DNA campione/target
viene di solito rilevata mediante una detection probe (nanoparticle-conjiugate). Questa tipologia di metodi
presentano una sensibilita fino a 1000 volte maggiore rispetto alla classiche sonde fluorescenti (Blake et
al.,2013). Quale che sia la tecnologia impiegata il grande vantaggio di questi sistemi & la notevole
contrazione del TAT (30-60 min) e soprattutto la possibilita di trattare anche emocolture polimicrobiche.
Esistono anche altre metodiche simili ed altre sono in introduzione ed in rapida evoluzione, che offrono un
ventaglio ancor pilu ampio ventaglio di specie microbiche identificate e la “detection” di molteplici
meccanismi di resistenza resistenza

e VANTAGGI: i) semplicita di esecuzione; ii) elevata specificita; iii) notevole sensibilita (in teoria sono
necessarie poche molecole di DNA batterico per avere una positivita); iv) capacita di poter ricercare
anche geni correlati alla resistenza agli antibiotici v) identificazione in colture polimicrobiche.

e LIMITI: fasi di disegno del test, &€ necessario selezionare un numero finito di specie/geni di resistenza
che saranno i target del test e quindi specie non incluse tra i target non verranno mai identificate.
Inoltre, attualmente, il costo di un analisi non € trascurabile e puo essere furi dalla portata di alcuni
laboratori.

METODI MOLECOLARE DIRETTI DA CAMPIONE DI SANGUE

Si tratta di approcci molecolari che partono direttamente dal sangue intero, ossia non richiedono il
passaggio della positivita dell’emocoltura. Nonostante siano disponibili gia da alcuni anni, questi test non
hanno avuto un’ampia diffusione nei laboratori. Partendo direttamente da campione soffrono di una serie
di criticita, quali: sensibilita analitica, maggiore laboriosita (sono necessari dei passaggi di estrazione del
DNA e successive amplificazioni) che li rendono applicabili solo nei centri ove sia presente personale ben
addestrato alla tecniche di biologia molecolare, reale significato clinico delle positivita (ossia il DNA del/i
microrganismo/i identificati ha un reale legame con la clinica, o si tratta di DNA residuo, ossia germi non
vitali, presente nel torrente circolatorio del paziente?). Mancano, inoltre, studi prospettici che leghino il
risultato di questi saggi con le relative eventuale decisioni cliniche e soprattutto con I'outcome del
paziente. Pertanto, ad oggi, € ancora molto difficile stabilire come integrare 'uso di queste tecniche con il
percorso diagnostico tradizionale. Alcuni autori suggeriscono di utilizzarle (affiancandole alla emocoltura
tradizionale) sono nei pazienti con una over-espressione CD 64 sui neutrofili, ma anche questo € un saggio
non effettuato di routine e disponibile in tutti i centri (Skvarc et al., 2013).

Attualmente i sistemi in commercio si basano principalmente sulla tecnologa della multiplex Real time PCR
che identificando mediamente dai 25 ai 40 patogeni (tra quelli pit frequentemente riscontrati come causa
di sepsi); altri si basano su una broad range PCR (18S e 16S rDNA) che consente I'identificazione di piu di
345 specie batteriche e fungine (Skvarc et al., 2013). Alcuni spunti di riflessione rilevanti, che emergono da
studi comparativi sono: generalmente questi sistemi mostrano una maggiore sensibilita, se confrontati alla
cultura tradizionale, e questo & particolarmente vero nei pazienti in terapia antimicrobica. Il TAT e
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sensibilmente inferiore rispetto ai percorsi diagnostici convenzionali. Tuttavia, altrettanto significativa e la
percentuale di patogeni clinicamente rilevanti non identificati dal sistema (il tasso medio di falsi negativi
oscilla dall'8% al 24% ma in alcuni casi si arriva al 50%). Emerge, altresi, una maggiore sensibilita del
sistema negli studi condotti su popolazione pediatrica (a causa, probabilmente, di una maggiore carica
microbica dei patogeni coinvolti). Date le sue limitazioni in generale la posizione di piu autori & di utilizzare
guesti sistemi in affiancamento alla coltura tradizionale (Skvarc et al., 2013). Alcuni sitemi, inoltre dopo una
iniziale amplificazione prevedono una fase di sequenziamentoe, pertanto richiedono tempi pit lunghi (TAT
medio 8-10h) e personale estremamente formato. A suo vantaggio di quest’ultimi la notevole sensibilita e
specificita del metodo che in alcuni casi e perfino superiore a quella dei metodi colturali tradizionali (Skvarc
et al.,, 2013). Inoltre, in molti casi I'analisi delle sequenze pu0 essere problematica (esistono un siti
dedicati), ed in questi casi € necessario ricorrere ad altri siti web dedicati ove sono disponibili software di
elaborazione ed interpretazione piu raffinati, come il RipSeq (iSentio AS, Paradis, Norway) ma ovviamente i
tempi si allungano e soprattutto i costi si innalzano (I’accesso a questi siti non ¢ libero) (Skvarc et al., 2013;
Kommedal et al., 2011).

e VANTAGGI: i) rapidita di ottenimento dei risultati.

e LIMITI: correlazione con outcome clinico non definita, costi elevati e procedure complesse

Prospettive future

Un approccio innovativo, che potra in futuro apportare novita nel panorama descritto & il sequenziamento
massivo del genoma batterico. L'applicazione di questa tecnica al sangue in corso di sepsi o al brodo di
emocoltura positivo potrebbe fornire informazioni dettagliate e rapide sia con approccio “targeted” che
“whole genome”. Si tratta tuttavia di tecniche di recentissima introduzione in microbiologia il cui ruolo
rimane ancora da esplorare.

Un particolare accenno alle emocolture polimicrobiche

Un criticita che emerge da quasi tutti i metodi non convenzionali € la possibilita di identificare tutti i
patogeni coinvolti nelle sepsi polimicrobiche. In questo caso la scelta & piuttosto obbligata verso
I’approccio molecolare (ammesso che il ventaglio di patogeni coinvolti sia presente fra quelli identificabili
dai vari sistemi). Esiste, tuttavia, la possibilita di identificare i patogeni mediante sequenziamento e
interpretazione degli elettroferogrammi misti utilizzando il sito RipSeq (iSentio AS, Paradis, Norway)
(Kommedal et al., 2011). Non e facile, in questo caso, dare informazioni circa il TAT del metodo in quanto
fortemente influenzato dalla manualita dell’operatore e dalla strumentazione a disposizione per il
sequenziamento medesimo.

Antibiogramma diretto o “clinico”

Il vantaggio dell’esecuzione dell’antibiogramma diretto da emocoltura risiede nella sensibile contrazione
dei tempi di refertazione che si riducono anche di 24 rispetto alle procedure tradizionali. La maggiore
criticita viene, tuttavia, evidenziata nella standardizzazione dell’inoculo batterico (EUCAST web site).
EUCAST nel suo documento non ne incoraggia |'utilizzo soprattutto sui sistemi automatizzati per i quali non
vi siano precise indicazioni da parte del produttore e comunque suggerisce di eseguire in ogni caso
I’'antibiogramma tradizionale su isolato. Tuttavia, nell’ottica della accorciamento dei tempi di refertazione
ed al fine di fornire quanto prima indicazioni utili per il clinico e sempre in comune accordo con
guest’ultimo si puo ricorrere all’utilizzo di una serie di procedure/metodi che abbiano la valenza di un
“antibiogramma clinico” da affiancare a quello tradizionale, i cui risultati possono essere predittivi delle
MIC ottenute con il metodo di riferimento.
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L’antibiogramma diretto puo essere effettuato con agar-diffusione, ma anche con sistemi automatici e
semi-automatici. In genere si parte dal prelievo di una aliquota di brodo della brodo cultura positiva che
viene centrifugato ed il pellet batterico viene utilizzato per preparare I'inoculo standard (Fang-Lan et al.,
2011; Chapin et al., 2003; Waites et al., 1998). Esiste anche la possibilita di eseguire, sempre da flacone
positivo, un “antibiogramma clinico” che ha il solo significato (solo per molecole selezionate, ad esempio
quelle usate in terapia empirica), di “predire” nella singola combinazione germe-antibiotico I'efficacia o
meno della molecole testata (Kroumova et al., 2010; Rondinelli et al., 2010; Barocci et al., 2010).

Identificazione ed antibiogrammi definitivi
Sulle colonie isolate deve sempre essere effettuata I'ldentificazione a livello di specie e I’'antibiogramma
definitivo con misura della MIC.

Conservazione dei ceppi.

E bene conservare i ceppi:

e conservando le piastre (meglio se sigillate) in frigorifero per una—due settimane (o i flaconi di
emocoltura positivi).

e Preferire, quando possibile, la conservazione a lungo, mediante congelamento a —20° o —80°C o altre
modalita, degli isolati.

Le piastre con tutti gli isolati da emocoltura positiva devono essere disponibili ed € bene conservarle per 1-
2 settimane in frigorifero, meglio se sigillate. In alternativa si possono mantenere direttamente i flaconi con
le brodo colture. Quando possibile, € preferibile congelare gli isolati a -20°C 0 -80°C o con altre modalita.

Risultati microbiologici di dubbia interpretazione

1) Differenziare un contaminante da un reale patogeno in alcuni casi puo rappresentare una vera sfida. Si
stima che la quota “non evitabile” di falsi positivi sia attorno al 3% (prevalentemente costituita da
stafilococchi coagulasi-negativi (COnS), Bacillus, Corynebacterium, Propionibacterium, Micrococcus,
streptococchi viridanti, Aerococcus ecc. In questi casi, soprattutto quando si isola un COnS in un paziente
con CV, & impossibile sulla base di una sola emocoltura (un solo prelievo) confermare la contaminazione o
sospettare batteriemia catetere correlata.

2) Segnale di positivita con striscio positivo al Gram e sottocoltura negativa. Sono stati osservati con
specie di Abiotrophia spp (variante nutrizionale degli streptococchi), S. pneumoniae che hanno subito un
certo grado di autolisi, e microrganismi esigenti che non sono in grado di svilupparsi sui terreni di coltura
usati di routine. Si deve considerare I'utilizzo di terreni addizionali o arricchiti, incubazioni prolungate o
atmosfere alternative per la crescita, considerando la loro morfologia al microscopio e le indicazioni
cliniche. E anche descritto I'utilizzo di sistemi sofisticati basati sul pre-arricchimento e la valutazione della
crescita microbica con tecnologia del light-scattering che hanno dimostrato essere di valido sostegno
(Fontana et al., 2009, Kroumova et al., 2010-2012).

3) Segnale di positivita, Gram e sottocoltura negativi. Verificare la curva di crescita dei sistemi automatici
per escludere la possibilita di una sub-coltura falsamente negativa prima di ritenere il segnale falsamente
positivo. | motivi della falsa positivita sono spesso di tipo multifattoriale, ma prevalentemente imputabile
all’attivita metabolica delle cellule della linea bianca del paziente (soprattutto se il flacone risulta sovra
inoculato).

4) Segnale negativo con Gram e sottocoltura positiva. Alcuni microrganismi possono essere presenti nei
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brodi, ma manifestare segnali di crescita minimi o assenti. Questa evenienza puod presentarsi, ad esempio,
nel caso di Brucella spp, Francisella spp, Campylobacter spp o Legionella spp, Cryptococcus e Candida
glabrata. Al sospetto clinico di una batteriemia/fungemia imputabile a questi microrganismi puo essere
utile ricorrere fin dall’inizio a tecniche di coltura alternative, ad esempio il sistema di lisi e centrifugazione.

Biosicurezza

| microrganismi cresciuti nei flaconi di emocolture e/o nelle sottocolture possono causare infezioni al
personale di laboratorio a seguito di punture accidentali, o per contatto con la cute e le mucose, per
aerosol.

E importante ricordare, anche se non entriamo nel merito degli aspetti organizzativi, strutturali, della
necessita di disporre di strumentazione adeguata e di cappe a flusso laminare, nonché di dispositivi di
protezione individuale, previsti dalle ex L626 ora testo unico DL 81/2008.

Va sottolineato che le emocolture possono essere processate solo nelle microbiologie che possano
assicurare la protezione della salute dei lavoratori e personale adeguatamene formato.

Referto ed interpretazione dei risultati

| risultati dell’emocoltura, positiva o negativa, possono avere un impatto importante nella cura del malato
(critical values). Devono quindi essere comunicati al clinico tempestivamente, man mano si rendono
disponibili, tenendo traccia della produzione/invio.

| meccanismi di comunicazione sono ovviamente legati all’organizzazione della microbiologia. Cio
nonostante si possono fornire alcune indicazioni.

Stato del campione
Grazie all’ausilio ed al sostegno dei sistemi informativi di prescrizione oltre che di consultazione dei referti il
clinico dovrebbe poter sapere in ogni momento se:

e ¢ stata prescritta I'esecuzione dell’emocoltura

e il prelievo e stato eseguito

¢ il campione e pervenuto alla microbiologia (se si con quale tempistica, delta fra ora di prelievo e ora

check in)

® sono state richieste indagini particolari

e (’'é stata crescita di batteri/funghi

e sono disponibili risultati preliminari o definitivi

Referti preliminari

e Al primo riscontro di positivita, dovrebbero essere tempestivamente comunicati al clinico i risultati
del Gram.

e Le modalita di comunicazione, verbali e/o per scritto, devono essere concordate con i clinici per
assicurare una comunicazione rapida ed accurata e per garantire la sicura ricezione da parte del
clinico (la tracciabilita degli eventi deve essere conforme alla norma UNI EN ISO 9001)

e Referti preliminari (identificazione o antibiogrammi diretti) devono essere trasmessi per via
cartacea o elettronica (in entrambi i casi il referto preliminare deve poter essere facilmente
identificato come preliminare rispetto al definitivo).

e |l referto finale deve riportare I'identificazione e I’antibiogramma definitivo dell’/degli isolato/i.
Deve indicare chiaramente eventuali dati discordanti con i risultati preliminari, specificando che i
dati finali rappresentano il dato corretto.

Contaminanti
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| microrganismi isolati da emocoltura possono non avere un ruolo eziologico, ma di contaminazione. La

contaminazione, anche nelle migliori casistiche, non scende al di sotto del 3% (Baron et al., 2013).

La microbiologia pud contribuire a ridurre la contaminazione delle emocolture, diffondendo indicazioni

sulle corrette modalita di raccolta (prassi gia molto diffusa negli Ospedali italiani), promuovendone

I'applicazione e verificandone il rispetto.

Microrganismi contaminanti (quali: Bacillus spp, Corynebacterium spp, Propionibacterium spp, Stafilococchi

coagulasi negativi, Aerococcus spp, Micrococcus spp) possono perod in particolari situazioni assumere il

ruolo di veri patogeni.

La microbiologia dovrebbe:

e Dotarsi di un algoritmo interpretativo per riconoscere i contaminanti e valutare periodicamente i tassi
di contaminazione.

e Ridurre al minimo l'identificazione dei contaminanti

¢ Non effettuare I'antibiogramma sui contaminanti oppure effettuarlo senza pero riportare i risultati nel
referto in modo da poterlo avere disponibile in caso di isolamento ripetuto dello stesso germe da altri
set di emocoltura Conservare per alcuni giorni i ceppi cosi da consentire ulteriori approfondimenti in
caso di successivi isolamenti dello stesso germe.

e Eseguire invece sempre identificazione di specie ed antibiogramma in caso di isolamenti multipli da uno
stesso paziente

e Riportare una nota a commento del risultato sottolineando il possibile / probabile significato di
contaminazione del microrganismo isolato.

¢ Diffondere annualmente, insieme ai dati sui patogeni, i tassi di contaminazione, suddivisi per reparto di
provenienza.

Endocardite

L’endocardite infettiva (El) rappresenta I'infezione delle valvole cardiache e/o di altre aree dell’endocardio.

Si manifesta di solito in soggetti con pre-esistenti lesioni cardiache, protesi valvolari, difetti congeniti, esiti

di malattia reumatica o malattie valvolari degenerative dell’anziano. Sulla superficie endocardica

danneggiata si deposita un coagulo di fibrina e piastrine che viene colonizzato da microrganismi penetrati

nel torrente circolatorio, formando in tal modo delle vegetazioni infette. Sulla superficie, ma anche nella

parte profonda della vegetazione, possono essere presenti microrganismi vitali, condizione che rende

difficile il trattamento con antimicrobici. La diagnosi si basa sui criteri diagnostici di Duke, in cui gioca un

ruolo importante la positivita dell’emocoltura.

Nel sospetto di endocardite causata da S.aureus, le emocolture devono essere eseguite il piu presto

possibile per evitare, data la virulenza del microrganismo, ritardi nel trattamento. Le endocarditi da

S.aureus si possono sviluppare in corso di sepsi anche su valvole normali e possono essere una temibile

causa di infezione ospedaliera.

Nei casi di endocardite subacuta si raccomanda il prelievo di 3 set, distanziati di almeno 30-60’. In caso di

negativita puo essere utile ripetere il prelievo (2 set) nella giornata successiva ed effettuare sottocolture

almeno in agar cioccolato, incubando in CO, per 48-72 ore.

In caso di persistente negativita considerare:

¢ Lafalsa negativita legata a precedente terapia antibiotica

e |'eziologia da microrganismi non coltivabili o difficilmente coltivabili (es. Tropherymawhipplei, Rickettsia
spp, Bartonella spp) o con specifiche esigenze colturali (es. Abiotrophia spp, Granulicatella spp)

e diagnosi con procedure alternative (tecniche di concentrazione: Isolator, sierodiagnosi o tecniche
molecolari)
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Batteriemie catetere correlate

L'inserzione di cannule e di cateteri intravascolari (CVC), che assicurano un accesso permanente al torrente
circolatorio, costituisce uno strumento sempre piu utilizzato nella cura dei pazienti (per la
somministrazione di liquidi o farmaci, per il monitoraggio emodinamico e I'emodialisi, ecc.).

Una possibile e temibile complicanza dei CVC e rappresentata dal possibile instaurarsi di una infezione
(catheter-related bloodstream infection), dovuta a microrganismi che si annidano in biofilm adesi alla
parete dei cateteri (colonizzazione della cannula o hub) o che colonizzazione prima causando infezione poi
la sede di inserzione della cannula (o exit site).

Nonostante la loro frequenza, le infezioni catetere correlate sono di difficile diagnosi.

Clinicamente si possono avere quadri molto suggestivi (infammazione dell’exit site e febbre), ma anche
quadri sfumati con assenza di inflammazione locale e segni clinici aspecifici suggestivi di sepsi.

Il microbiologo puod contribuire alla diagnosi,senza rimuovere il CVC, (diagnosi conservativa) effettuando
indagini su prelievi della cute peri-catetere o sul brush endoluminale e successiva colorazione con arancio
di acridina, anche se su questa ultima procedura numerosi autori sostengono che il rischio di
disseminazione a distanza dei germi che hanno colonizzato il CVC post brushing € molto elevato.

La diagnosi d’infezione catetere correlata pud basarsi anche sull’uso di emocolture comparative eseguendo
il prelievo contemporaneamente da CVC e da vena periferica. Ovvero dopo la rimozione del catetere
(diagnosi non conservativa), eseguendo indagini colturali della punta (non oggetto di questo documento)
(Tabella 2).

Tabella 2

Risultati delle emocolture
Carica o tempi di crescita
significativi
Carica o tempi di crescita
non significativi

Isolamento di uno
stesso ceppo da
CVC e vena
periferica
Positiva solo da
CcvC

Positiva solo da
vena periferica

Negativa da CVCe
da vena periferica

Interpretazione
Fortemente suggestivo di infezione CVC correlata, in
assenza di altre fonti di infezione
Suggestivo per /possibile infezione CVC correlata, in
assenza di altre fonti di infezione

Inconclusivo per infezione CVC correlata. Possibile
colonizzazione del catetere o contaminazione durante la
raccolta
Inconclusivo per infezione CVC correlata. Suggestivo pero
in caso di isolamento di S. aureus o Candida spp, in
assenza di altre fonti di infezione
Infezione catetere correlata: improbabile

Due i metodi diagnostici:

e la coltura quantitativa (lisi - centrifugazione). E’ forse il metodo di riferimento, ma poco utilizzato in

[talia.

¢ la coltura con strumenti automatici, confrontando i TD (Time to Detection) da CVC e vena periferica &
uno degli strumenti piu agevoli a patto che i prelievi siano effettuati contemporaneamente e giungano

in tempi brevi al laboratorio.

Si pone diagnosi microbiologica di infezione CVC-correlata quando si ha l'isolamento di uno stesso
microrganismo (stesso fenotipo ed antibiogramma) da entrambi i prelievi, e il campione prelevato da CVC,

rispetto a quello prelevato da vena periferica,

¢ ha carica piu elevata (> di 5 volte) nella coltura quantitativa o
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® una crescita piu rapida (120’ nell’adulto, 150’ nel bambino).

L'interpretazione dei risultati non & semplice e mira a distinguere l'infezione catetere correlata dalla
contaminazione cutanea, dalla colonizzazione del catetere, da infezione in altra sede (Blot et al., 1999;
Mermel et al., 2009).

Quando, a fronte di un forte sospetto clinico, si decida di rimuovere il catetere & importante inviare la
sempre la punta del catetere alla microbiologia per indagini colturali (non oggetto di questo documento).

E’ il caso di ricordare che il 75-85% dei cateteri sono rimossi senza necessita a seguito della comparsa di
febbre (Bouza et al., 2002).

Infezioni fungine

Sono ben documentate in pazienti politraumatizzati, con ulcerazioni gastrointestinali, con accessi vascolari,
negli immunodepressi, soprattutto se sottoposti a terapia antibiotica ad ampio spettro e per lunghi
periodi.

Infezioni da funghi filamentosi non sono infrequenti in pazienti affetti da AIDS, malattie ematologiche
maligne, trapianto di midollo o di organi solidi.

| funghi crescono in genere entro i cinque giorni di incubazione, con alcune eccezioni: tra i lieviti C. glabrata
e C. neoformans, tra i funghi filamantosi Fusarium spp, Scedosporium spp, Scopulariopsis, Exophiala e,
benché rari in Italia, i funghi dimorfi. Tutti i funghi crescono tranquillamente nei flaconi per aerobi, e la
letteratura e concorde nel ritenere superfluo I"'uso di flaconi dedicati per miceti (costo non giustificato dagli
ipotetici vantaggi che derivano dal loro utilizzo (CLSI M47-A, 2007; & Cumitech 1C Blood 2006)

Devono essere quindi previste e concordate con i clinici modalita di indagine diverse dai sistemi automatici.
Il sangue sara raccolto in terreni bifasici (in aerobiosi, agitando nelle prime 24 ore) o in provette per lisi-
centrifugazione, incubando a 27-30°C e 35-37°C fino a 4 settimane.

Batteri “difficili”

Comprendono organismi di raro riscontro, responsabili pero di infezioni anche gravi.

e Abiotrophia e Granulicatella. Gia noti come varianti nutrizionali di Streptococchi sono importanti
responsabili di endocarditi. Possono non crescere sui comuni terreni al sangue (crescono invece su agar
cioccolato)

e Bartonella. Puo crescere nell’emocoltura, ma lentamente. La diagnosi piu frequente si ottiene con i
sistemi sierologici in alternativa si ricorre ai sistemi molecolari. Tuttavia la emocoltura pud essere
tentata ricorrendo all’utilizzo dell’isolator e usando come terreni di coltura Columbia blood agar base,
cioccolato, o il BCYE incubando a 35°Cin 5-7% di CO2 e mantenendo le colture per 14-21 gg

e Brucella. Cresce bene nelle emocolture. Sospettarla sempre a fronte di piccoli coccobacilli Gram-
negativi, poco colorati, al Gram. Attenzione al rischi di infezione per gli operatori! Bactec e BacT/ALERT
si sono dimostrati in grado di evidenziare la crescita dovuta alla attivita metabolica di questo
microrganismo in un tempo medio di 4 giorni. Una quota minima cresce in 9 giorni (3/97 emocolture
osservate). Pertanto un tempo di osservazione di 10 giorni in linea teorica consente il reperimento del
100% dei positivi. La percentuale di recupero del microrganismo é legata al volume di sangue prelevato
con un numero di set di prelievi idoneo (2-3) si analizza un volume di sangue tale da rendere sufficienti i
classici 5 giorni d’incubazione.

e Campylobacter. Le specie piu comuni quali Cjejuni, C.lari e C.fetus vengono evidenziate dai sistemi
automatici nei classici 5 giorni. Le subcolture richiedono terreni come Columbia blood agar base o
selettivi per Campylobacter incubati nelle opportune condizioni di microaerofilia per almeno 3 giorni.

e Helicobacter viene isolato con maggiore frequenza in episodi di batteriemia soprattutto in pazienti
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immunocompromessi anche per questo microrganismi che si colora al Gram con difficolta (meglio usare
la fucsina) e bene usare terreni con formulazioni specifica, garantire oltre alla microaerofilia
I'opportuna percentuale di umidita (70-80%) e mantenere le colture in osservazione per almeno 7
giorni

e Francisella. Francisella tularensis cresce nelle emocolture. Difficile riconoscerla nello striscio di Gram.
Cresce su agar cioccolato, non sempre su agar sangue. Attenzione al rischi di infezione per gli operatori!

e Gruppo HACEK. Responsabili di endocarditi ed altre infezioni. Crescono generalmente entro cinque
giorni di incubazione. A fronte di un forte sospetto di endocardite puo essere utile prolungare
I'incubazione o effettuare sottocolture terminali (piu che prolungare i tempi dell’emocoltura ricorrere
alle tecniche di lisi-centrifugazione).

e Legionella. Puo crescere nell’emocoltura in infezioni dopo trapianto o nei rari casi di endocardite (non
invece nelle piu frequenti infezioni polmonari). Legionella: si mantiene vitale nei media contenuti nelle
bottiglie impiegate dai sistemi automatizzati, ma non si replica. Per il suo isolamento sono necessari
terreni specifici come BCYE brodo o si puo ricorrere all’isolator con sub coltura su BCYE mantenuto in
atmosfera umida e per almeno 5 giorni. Tuttavia anche con l'isolator esistono delle criticita, la carica
batterica presente nel sangue diminuisce in maniera significativa gia dopo soli 30 min dal prelievo fino
ad arrivare ad un possibilita di recupero del microrganismo di solo il 10% dopo 15h. E’ consigliato I'invio
di un campione di urine per il test in microimmunocromatografia

e Leptospira. Richiede modalita colturali specifiche, diverse dalle emocolture tradizionali. Per evidenziare
questo microrganismo le emocolture devono essere ottenute necessariamente durante i primi 7 giorni
di malattia (la batteriemia non si protrae oltre) Il microrganismo non sopravvive a 35°C, pertanto le
emocolture dovrebbero essere incubate a 30°C e facendo ricorso a terreni specifici terreno semisolido
contenente albumina ed ac. oleico (come Ellinghausem-McCullough Johnson Harris o PLM-5)
mantenendo le colture in osservazione per almeno 13 settimane. Nella pratica comune si ricorre
all’approccio molecolare.

e Mycoplasma. Richiede modalita colturali specifiche (es. glucosio SP4 a pH 4.5), diverse dalle
emocolture tradizionali. Mycoplasma: M.hominis (implicato in sepsi post partum) ma il reale significato
clinico € ancora in discussione. Puo essere coltivato con i flaconi tradizionali dei sistemi automatizzati e
subcolturato su agar sangue tradizionale. M.pneumoniae pud causare sepsi, ma raramente i sistemi per
emocoltura ne supportano la crescita (SPS interferisce con la sua vitalita, essendo privo di parete; e
manca l'arginina come fattore di crescita indispensabile al suo metabolismo). Anche il Gram
tradizionale non & percorribile occorre la colorazione con Arancio di Acridina e subcolture su terreno di
Shepard A-7 o SP4. Nella realta si preferisce piu semplicemente ricorrere alla biologia molecolare.

Appropriatezza ed indicatori di qualita

Le emocolture sono test essenziali per la diagnosi delle infezioni con rischio per la vita e sono una delle
pietre miliari nei programmi di “stewardship” antibiotica essendo stata dimostrata I'importanza che hanno
nella riduzione dell’'uso eccessivo degli antibiotici e dei costi nei pazienti ospedalizzati. Nelle ultime due
decadi si e verificato un miglioramento analitico per l'identificazione rapida e accurata dei patogeni
responsabili delle infezioni ematiche. Tuttavia, il miglioramento diagnostico delle emocolture dipende
anche da altri fattori della fase preanalitica: scelta appropriata del test, prelievo del campione, trasporto e
distribuzione nel laboratorio. | laboratori in accordo con gli standard 1SO15189 (2007) devono dare
istruzioni specifiche per la raccolta e manipolazione dei campioni primari. Le carenze nelle procedure
preanalitiche quali: indicazione, tempo prima dell’incubazione, volume di sangue e numero di emocolture,
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hanno un effetto significativo nella resa diagnostica.

Un laboratorio, oltre a dare I'informazione critica che conferma una diagnosi, € responsabile anche della
stima della qualita e miglioramento del processo, che comprende tutte le attivita che avvengono nel
laboratorio dall’identificazione dei ceppi isolati allo studio di sensibilita agli antibiotici. A tal fine la qualita
va migliorata selezionando gli indicatori di performance chiave e determinando i valori per una qualita
accettabile. Se questi limiti sono superati, devono essere intraprese azioni correttive per assicurare
I'accuratezza della diagnosi. Inoltre, le attivita volte a garantire la qualita comprendono anche le attivita
post-analitiche, che includono i referti dei risultati e I'outcome dei pazienti e le funzioni eseguite fuori dal
laboratorio come la comunicazione e cooperazione con il personale sanitario. Di seguito vengono segnalati
i possibili indicatori correlati alla fase preanalitica piu studiati in letteratura, distinti in indicatori di
appropriatezza dell’esame ed indicatori di performance per il prelievo e trasporto dei flaconi di emocoltura
e gli indicatori di processo e di outcome (Tabella 1).

Indicatori correlati alla fase preanalitica
Indicatori dell’appropriatezza della richiesta

1.- Numero di set di emocoltura per 1.000 giornate di degenza

Il numero di set di emocolture processati da pazienti ospedalizzati ha una particolare importanza per
verificare I'appropriatezza. Un indicatore quindi sarebbe il numero di emocolture eseguite nell’ospedale
per 1.000 giornate di degenza (Baron et al., 2005). Questo indicatore dovrebbe essere studiato a cadenza
annuale. Il tasso pud essere piu basso o pil alto a seconda del tipo di ospedale (universitario o meno,
provinciale o regionale). Si raccomanda un numero di set di emocolture compresso tra 103 e 188 ogni
1.000 giornate di degenza. In realta questi numeri sono molto piu alti di quello che si osserva negli ospedali
europei, che secondo il report annuale (EARS-Net) del ECDC, nel 2012 il tasso piu alto osservato era di 83
per 1.000 giornate di degenza in Finlandia e valori molto piu bassi in Inghilterra (45.4) e in Germania (16.6)
(ECDC, 2013). Gli ultimi dati italiani reperibili sono del 2010-2011 dell’lEARS-Net 2011 e segnalano 91.3
emocolture per 1000 giornate di degenza (ECDC, 2012).

2.-Tasso di positivita delle emocolture in totale

Si calcola che i valori dovrebbero essere compressi tra 6-12% (4) o 5-15% (Baron et al., 2005). |l calcolo di
guesto tasso richiede la distinzione tra le vere positive e le contaminate. Questo tasso dovrebbe
preferibilmente essere eseguito ogni mese per reparto e, se necessario, per tipo di paziente.

Un tasso di vere positive <5% e/o >188 emocolture per 1000 giornate di degenza puo indicare una
richiesta eccessiva di emocolture da parte del medico. Per contro, un tasso di emocolture vere positive
>15% e/o <103 emocolture per 1000 giornate di degenza puo implicare I'opposto. In entrambi i casi,
bisogna verificare il perché.

Se il rischio di batteriemia € basso e il tasso di contaminazione ¢ elevato, il Valore Predittivo Positivo (VPP)
delle emocolture & basso e il test risulta con frequenza clinicamente poco utile. La valutazione
dell’appropriatezza dell’indicazione delle emocolture in uno studio eseguito da infettivologi in un ospedale,
dopo lo studio dei dati clinici, radiologici e di laboratorio, € risultata del 91% per batteriemie e del 75% per
le candidemie (Vitrat-Hincky et al., 2011).
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Indicatori di performance per il prelievo dei campioni:

1.- Tasso di contaminazione delle emocolture eseguite con sangue prelevata da vena periferica (negli
adulti).

Le emocolture contaminate rappresentano circa il 50% delle emocolture positive (Aronson and Bor, 1987).
Non esiste un “gold standard” o algoritmo per differenziare i veri patogeni dai contaminanti o non
significativi. Un’emocoltura contaminata genera un risultato falso-positivo e le decisioni terapeutiche
basate su questo risultato possono portare alla prescrizione inutile di antibiotici, ad un rischio addizionale
di diarrea da Clostridium difficile, alla rimozione non necessaria di un CVC, ad aumentare le giornate di
degenza, con stress addizionale per il paziente e aumento dei test di laboratorio, comportando aumento
dei costi e delle resistenze agli antibiotici. Si calcola in circa 3000 $ il costo complessivo per emocoltura
contaminata (Boyce et al., 2013). Da un punto di vista del laboratorio i due criteri piu utili per interpretare il
significato clinico sono l'identita del microrganismo ed il numero di set positivi, in funzione del numero di
set prelevati. | microrganismi piu frequentemente contaminanti sono principalmente gli stafilococchi
coagulasi negativi, Corynebacterium spp, Bacillus spp, Propionibacterium spp, Lactobacillus spp,
streptococchi viridanti e Micrococcus spp. Si considera una contaminazione probabile, quando di >2
emocolture prelevate, solo in una cresce uno dei possibili contaminanti descritti, o cresce lo stesso
microrganismo (ad es. S. epidermidis) pero con un antibiotipo diverso. Invece il risultato & “Indeterminato”
quando e stata eseguita un'unica emocoltura ed & cresciuto uno dei microrganismi probabilmente
contaminanti. In entrambi i casi non si consiglia di identificare la specie ne eseguire un antibiogramma.
(Weinstein and Doern, 2011).

Il tasso di contaminazione € piu basso adottando antisettici per la cute piu attivi con minore tempo di
contatto, come la clorexidina gluconato al 2% in soluzione alcolica e disinfettando il tappo del flacone con
alcool al 70% lasciandolo asciugare completamente prima di immettere il sangue .

Il tasso di contaminazione generalmente accettato per le emocolture prelevate da vena periferica deve
essere <2- 3% di tutte le emocolture prelevate (Baron et al., 2005). Se dopo attento monitoraggio il
problema della contaminazione persiste, si consiglia di individuare il tasso di contaminazione per operatore
o implementare un team ospedaliero per il prelievo delle emocolture.

La contaminazione avviene con maggiore frequenza nei bambini (9-11%) che negli adulti anche perché, in
questi casi, frequentemente il sangue viene prelevato attraverso un catetere; per questa ragione nei
bambini il risultato del test ha un minore valore predittivo positivo (VPP). Comunque alcuni accorgimenti
nel prelievo sterile nei bambini possono ridurre sensibilmente il tasso di contaminazione (Hall et al., 2013).

2.- Tasso di emocolture singole (escluse le pediatriche).

Le linee guida internazionali raccomandano, in caso di sospetta sepsi, >2 set di emocolture. Dato che
un'unica emocoltura non & mai appropriata, se il laboratorio non dispone di un sistema di allarme
automatico immediato per la richiesta di una seconda emocoltura, il numero di emocolture singole deve
essere monitorato. |l numero di set singoli non dovrebbe superare il 5% (Novis et al., 2001). Il feedback
dovrebbe essere mensile inizialmente e con cadenze piu lunghe se non ci sono problemi. Nei bambini
piccoli sono frequenti le emocolture singole e questo fatto, in combinazione con I'utilizzo frequente di
sangue prelevato da catetere venoso, abbassa il VPP delle emocolture, con la conseguente difficolta di
distinguere una vera batteriemia da una contaminazione, particolarmente quando si isolano stafilococchi
coagulasi negativi.
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3.- Percentuale di emocolture prelevate attraverso un catetere vascolare e non accompagnate da una
coltura prelevata da vena periferica.

Il prelievo del sangue per emocoltura deve essere eseguito da una vena periferica e il prelievo del sangue
attraverso un catetere intravascolare a permanenza deve essere evitato quando sia possibile. Le linee guida
dell'IDSA (Mermel et al., 2009) indicano che se si sospetta un’infezione ematica correlata al catetere,
devono essere prelevate sempre emocolture sia dal catetere che da vena periferica, prima di iniziare la
terapia antibiotica.Cio permette distinguere una batteriemia correlata al catetere da una contaminazione o
colonizzazione del catetere. Questo indicatore di qualita deve essere monitorato ma per ora non esistono
criteri specifici. Quello che risulta documentato & che il tasso di contaminazione delle emocolture prelevate
da catetere e di circa I'11%, molto superiore al tasso di contaminazione delle emocolture prelevate da vena
periferica. (Dwivediet al., 2009), indipendentemente se l'aliquota iniziale di sangue sia scartata o meno.
Quindi, riducendo le emocolture prelevate da catetere si riduce il tasso di contaminazione (Weinstein et al.,
2011).

4.-Percentuale di_emocolture riempite con >2 ml sopra o sotto il volume raccomandato per il tipo di
flacone, esclusi i pediatrici.

Il volume eccessivo di inoculazione pud essere causa sia di falsi-negativi (potendosi formare coaguli che
intrappolano i microrganismi) sia di falsi positivi (attivita di crescita rilevata dai sistemi automatici e
imputabile al metabolismo delle cellule della linea bianca del paziente). In assenza di strumentazione, gia
presenti sul mercato, che permetta automaticamente di valutare in entrata del flacone il corretto volume
d’inoculazione, questo indicatore richiede uno sforzo quotidiano. La procedura piu accurata in questo caso,
in particolare quando si tratta di piccoli volumi come nei pazienti pediatrici, sarebbe opportuno pesare i
flaconi prima e dopo l'inoculazione del sangue, cosa che richiede tempo. Negli adulti e sufficiente la
comparazione del livello del liquido prima e dopo I'inoculo. Una delle cause principali di quest’errore ¢ la
mancanza di correlazione tra il vuoto del flacone e il volume ottimale di sangue da raccogliere. In uno
studio eseguito in 4 ospedali in Belgio, piu di un terzo delle emocolture non erano inoculate correttamente:
era piu frequente un volume di sangue piu basso del raccomandato (26.3-30%), che uno piu alto (7.6-
12.8%) (Willems et al., 2011). Il monitoraggio dovrebbe essere eseguito annualmente per un tempo
limitato.

5.- Troppe emocolture ordinate.

Quando si eseguono 2 emocolture la resa della batteriemia o fungemia & varia da 82 a >99%, con 3
emocolture € da 96 a >99% e con 4 da >99 al 100% (Weinstein and Doern, 2011;Riedel et al., 2008;
Washington, 1975). Si & dimostrato che quando i volumi di sangue > 80 ml non incrementano
significativamente la resa delle emocolture e probabilmente non sono necessari. Bisogna costantemente
informare al clinico e individuare altri test potenziali da eseguire.

6.- Emocolture non idonee per mancanza di etichetta identificativa o flaconi danneggiati o rotti

Tempo di trasporto al laboratorio

Percentuale di emocolture inviate con ritardo > 2 ore o > 4 ore (Baron et al., 2005; Isenberg, 2010). Data
I'importanza della rapida determinazione del patogeno in causa, & stato proposto di monitorare la
proporzione di emocolture che sono inviate al laboratorio con ritardo, ma ancora non sono stati definiti i
limiti critici da non superare. Una diminuzione significativa nel recupero dei patogeni & stata
sperimentalmente osservata solo quando i flaconi sono stati conservati per >24 ore a 4°C o a temperatura
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ambiente e per >12 ore a 37°C (Sautter et al., 2011). Il problema dell'immissione ritardata delle emocolture
nello strumento automatico d’incubazione si verifica in particolare durante i weekend e quando il reparto &
situato a maggiore distanza del laboratorio (Schmitz et al., 2013). In uno studio e stato confrontato il tempo
di positivita dei flaconi di emocoltura comparando il tempo di positivizzazione o “Time to Detection” (TTD)
introducendo immediatamente i flaconi nello strumento Bactec con il 'immissione ritardata di circa 15 ore:
per la maggior parte dei patogeni (includendo Staphylococcus spp e Enterobacteriaceae), il TTD era ridotto
< 4.4 hours rispetto all’introduzione tardiva, mentre si & osservato un aumento del TTD di 20.8 hours per i
bacilli Gram-positivi (Janapatla et al., 2010).

Indicatori di processo

Tempo di risposta dei risultati positivi

| risultati positivi delle emocolture hanno una grande importanza nella cura del paziente e devono essere
considerati come emergenze. Il tempo medio di positivizzazione (TTD) di un emocoltura processata con un
sistema automatico in agitazione continua come il Bactec, varia per i batteri da 11.9 ore per gli
enterobatteri a 31.6 ore per Enterococcus facalis e la media per Candida spp é risultata di 29.8 ore (Durmaz
et al., 2003)

1.-Tempo di risposta del Gram

Il fattore piu importante che influenza una terapia appropriata € il risultato della colorazione di Gram delle
emocolture positive. Prima si riesce a fornire il risultato al clinico (soprattutto nel primo episodio di
batteriemia/fungemia), migliore & 'outcome del paziente. Studi hanno dimostrato che con un tempo di
refertazione del Gram < 1 h, la mortalita cruda e pari al 10.6%; se > 1h sale al 19.2% (P = 0.0389)
(Barenfanger et al., 2008). Per questo motivo I'indicatore piu utilizzato e il TAT del Gram che non dovrebbe
mai superare di 1 ora (tempo calcolato dalla positivita strumentale del flacone). Questo TAT viene superato
ampiamente quando le emocolture si positivizzano nelle ore notturne e nei giorni festivi, a meno che il
servizio sia h24/7 gg.

Il Gram refertato per via telefonica permette di aggiustare la terapia antibiotica empirica iniziale piu
rapidamente in circa il 50% dei casi (Bouza et al., 2004). Una valutazione di questo parametro puo aiutare a
verificare le ricadute sul paziente del ritardo della terapia empirica piu idonea. Il monitoraggio pud essere
eseguito per un periodo limitato di tempo, annualmente o piu frequentemente, se necessario.

Inoltre, uno dei problemi & il trasferimento del paziente da un reparto, dove sono state eseguite le
emocolture, ad un altro reparto ospedaliero. Di chi € la responsabilita di determinare la location del
paziente quando le emocolture sono positive? Alcuni clinici pensano che sia del laboratorio.

2.-Tempo della risposta dell’identificazione e dell’antibiogramma

Questo parametro dipende dell’'organizzazione e del grado di automazione del laboratorio. Ogni
laboratorio dovrebbe monitorare il tempo minimo e massimo di risposta, sia per I'identificazione che per lo
studio di sensibilita agli antibiotici, adottando metodiche rapide per l'identificazione e I'antibiogramma
diretto dal sangue, per i risultati preliminari e finali dell’esame.

L'impatto della tecnologia MALDI-TOF per I'identificazione rapida dei patogeni presenti nelle emocolture
positive si & dimostrato utile per ottimizzare la scelta della terapia antibiotica empirica, particolarmente
nelle batteriemie da gram-negativi. Ad esempio, in ospedali con bassa prevalenza di batteri produttori di
ESBL e MDR, la terapia € stata modificata nel 43.7% dei casi dello studio di Clerc, (Clerc et al., 2013).
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3.-Correlazione tra il Gram e il risultato delle colture
La mancanza di correlazione ha importanti conseguenze per il paziente per cui questo parametro deve
essere monitorato annualmente.

4.-Correlazione tra i risultati dei test di sensibilita diretti dall’emocoltura comparati con quelli dei ceppi
isolati

E stato osservato come una risposta rapida dei risultati migliora I’outcome. A questo fine alcuni laboratori
eseguono un antibiogramma diretto dal brodo dell’emocoltura positiva. Baron indica la necessita di
monitorare i risultati del test diretto comparandoli con quelli dei test eseguiti sulle colonie isolate. Alcune
metodiche che non soffrono dell’effetto inoculo, come il test di sensibilita con gradiente di MIC,
potrebbero ovviare a questo monitoraggio ed inoltre, anche I'esecuzione dell’antibiogramma eseguito sulla
patina cresciuta su piastra dopo 4-5 ore di incubazione (Baron et al., 2005).

Indicatori di outcome in rapporto alla terapia

L'outcome del paziente non dipende solo della terapia antibiotica adeguata, ma anche da altri parametri
come il tipo di microrganismo, I’eta del paziente, alcuni fattori predisponenti, la fonte dell’infezione, ecc.
Questi sono gli indicatori che si riferiscono all’outcome in rapporto al fatto che il microrganismo infettante
sia sensibile alla terapia somministrata in ognuno dei seguenti momenti (Weinstein et al., 1997):

a) quando é stata prelevata la prima emocoltura positiva

b) dopo che é stata prelevata I'emocoltura, ma prima di avere il risultato positivo della coltura (terapia
empirica)

c) dopo il referto dell’emocoltura positiva con il risultato della colorazione di Gram (ma prima di avere i
risultati dell’identificazione e dei test di sensibilita)

d) dopo che i risultati dell’identificazione e dell’antibiogramma sono stati prodotti in un referto definitivo.

Appropriatezza della terapia antibiotica empirica prima e la terapia dopo avere il risultato delle
emocolture

La terapia empirica si basa sulle linee guide attuali considerando il sito, il tipo dell’infezione oltre che le
condizioni di co-morbilita eventualmente presenti nel paziente.

Di tutti criteri di appropriatezza della terapia mirata (dose, buoni livelli sierici, minore tossicita, indicazioni
cliniche specifiche, spettro piu stretto, ecc), I'Infectious Diseases Society (IDSA) ritiene molti di questi
troppo difficili di applicare mentre I'unico non controverso (di facile consultazione in cartella), sia la scelta
di un antibiotico al quale il patogeno sia sensibile (Gross et al., 1994). Dai dati della letteratura si &
osservato che circa un 60% dei pazienti con infezione ematica riceve una terapia empirica appropriata. La
valutazione dell’appropriatezza della terapia dopo i risultati del test dipende anche dai parametri che sono
stati studiati e si aggira tra il 78 % (Weinstein et al., 1997), '88% e I’89-97% (Bouza et al., 2004).

Comparati con quelli che non hanno ricevuto una terapia empirica adeguata, questi ultimi hanno un
ricovero piu lungo, maggiore rischio d’infezione da Clostridium difficile, maggior rischio di mortalita
associata all'infezione e costi superiori (Vitrat-Hincky et al., 2011, Bouza et al., 2004). Weinstein (Weinstein
et al., 1997) evidenzia come la mortalita sia piu bassa (9.8%) se il microrganismo era sensibile all’antibiotico
somministrato la mortalita era piu bassa rispetto a quella osservata nei pazienti in cui la terapia
appropriata veniva impostata solo dopo il referto definitvo (12.6%). Certamente I'outcome dipende, inoltre,
da altre approcci terapeutici, come il drenaggio del focolaio d’infezione, la rimozione di un catetere,
I’escissione di un ascesso, ecc.

Integrando una rapida diagnosi con un’efficace stewarship antimicrobica in tempo reale, si puo ridurre il
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tempo della terapia antibiotica ottimale delle infezioni da batteri Gram-negativi resistenti, (da una media di
80.9 ore con i metodi convenzionali a 23.2 con metodi rapidi P<0.001) e la terapia antibiotica efficace (89.7
hvs 32 h, P <0.001), con riduzione della mortalita (21% vs 8.9%, P =0.01) (Perez et al., 2014)

Infine, dai dati raccolti in uno studio realizzato in 138 rianimazioni europee, € risultato che in Italia la sfida
maggiore, percepita sia dal clinico (41%) che dal microbiologo (54%), come limite del tipo e numero di
emocolture eseguite ¢ il costo dell’esame (Schmitzet al., 2013). Per questo motivo un’analisi della stima del
fabbisogno standard di un ospedale nell’uso delle emocolture come processo analitico riferito ai singoli
pazienti, comparato con il fabbisogno standard ideale, puo solo aiutare a incentivare un miglioramento
della qualita nonché dei costi adeguati al servizio.
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Tabella 3. Lista degli indicatori di performance per monitorare le principali fasi della preanalitica, del
processo e dell’outcome delle emocolture con i valori target piu frequentemente utilizzati e la frequenza

del monitoraggio.

Indicatore Valore target Frequenza
Richiesta di emocolture
Tasso di EMO vere positive 5-15% mensile
numero di EMO ordinate/1.000 giornate di 103-188 annuale
degenza
Prelievo delle emocolture
Tasso di contaminazione delle EMO prelevate mensile con report di feed-back ai
da vena periferica reparti sopra gli standard
Tasso di EMO singole (adulti) <2-3% mensile o piu lungo se non ci sono
problemi
% di EMO prelevate solo da CVC e non <5%

accompagnate da EMO da VP

% di EMO riempite con >2 ml di sangue sopra o
sotto la quantita indicata

troppe EMO richieste

annuale, per un tempo limitato

sempre

Tempo di trasporto in laboratorio

% di EMO inviate con ritardo >2-4 h

Processo delle emocolture

Tempo di comunicazione del Gram dalla
positivizzazione del flacone

Correlazione tra il Gram e la coltura

tempo di refertazione della identificazione
tempo di refertazione del test di sensibilita
Risultati comparati tra i test di sensibilita
rapidi/preliminari e definitivi

per periodi limitati, annualmente
o piu frequentemente se
necessario

Indicatori di outcome

% di infezioni trattate con un antibiotico al

quale il microrganismo & sensibile, nelle
diverse fasi (prima e dopo il prelievo ma senza
risposta microbiologica, dopo i dati di

laboratorio)
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