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1. INTRODUZIONE

Le infezioni del torrente circolatorio (bloodstream infections, BSI) sono definite dalla
presenza di microrganismi nel circolo sanguigno che, spesso, possono essere dimostrati
attraverso la positivita di una o pit emocolture. Tali infezioni elicitano una risposta inflammatoria
caratterizzata dall'alterazione dei parametri clinici, di laboratorio ed emodinamici. In questo
senso le definizioni di BSI e quella di sepsi possono rappresentare due aspetti dello stesso
fenomeno, poiché la sepsi @ una insufficienza d'organo, potenzialmente letale, causata da una
risposta disregolata dell'ospite ad un'infezione (Rhodes et al, 2017); quest'ultima e spesso una
BSI. Naturalmente, una BSI puo essere preceduta, seguita o concomitante a una malattia infettiva
localizzata, come endocardite, polmonite, infezioni del tratto urinario, meningite, infezioni di
endoprotesi, ecc. (Viscoli, 2016; Mandell et al, 2019). Tuttavia, la sepsi puo essere presente anche
in assenza di BSI. Nel sospetto di queste forme infettive ha senso intraprendere la ricerca di
agenti patogeni nel sangue del paziente e la diagnosi delle BSI rappresenta una delle funzioni
critiche per il laboratorio di microbiologia, nonché una delle pil importanti, che meglio lo
caratterizza (Miller et al, 2018).

La sepsi e un'infezione grave caratterizzata da un'elevata mortalita che causa circa 50
milioni di nuovi casi per anno ed 11 milioni di morti (Schlapbach et al, 2020). Circa '80% dei casi
sono di origine comunitaria, mentre la quota di sepsi-correlata all'assistenza, seppure non
stimabile in maniera accurata, e di circa il 20% (Markwart et al, 2020). Sulla sepsi insiste in modo
importante il problema dell’antimicrobico resistenza, soprattutto, nei setting endemici, e i due
fenomeni sono strettamente correlati (Fitzpatrick ef a/, 2019). L'approccio alla sepsi richiede una
azione coordinata multidisciplinare che meglio incarna la corrispondenza fra diagnostic
stewardshijp e antimicrobial stewardshjp (Mangioni et al, 2019). Le evidenze scientifiche
dimostrano, infatti, come lutilizzo di percorsi diagnostici fondati sulla combinazione di nuove
tecnologie consenta un approccio diagnostico /ast che a sua volta mostra un impatto positivo
sulla early targeted therapy (Tiseo et al, 2022).

Nonostante lintroduzione di nuove tecnologie per la diagnosi eziologica, 'emocoltura
rimane il gold standard nella diagnostica microbiologica di sepsi e/o di febbre di origine ignota o
piu in generale delle BSI ed e una delle azioni comprese nella “hour-7 bundlée’, cioé delle azioni da
intraprendere entro 1 ora dal riconoscimento del caso di sepsi, insieme alla misurazione dei
lattati, somministrazione di terapia antibiotica, somministrazione endovena di fluidi,
somministrazione di farmaci vasopressori in caso la somministrazione di fluidi non sia efficace
(Levy et al, 2018).

Piu specificamente le linee guida raccomandano di ottenere emocolture (2 o piu set) e colture
microbiologiche da tutti i siti sepsigeni potenziali prima dell'inizio della terapia antimicrobica,
quando cid non comporti un ritardo sostanziale (>45 minuti) nell'inizio della terapia stessa.
(Rhodes et al, 2017). Tale raccomandazione e rimasta immutata nelle linee guida del 2021 (Evans
et al, 2021).

Scopo di questo documento e quello di fornire delle indicazioni, basate sulla evidenza, che
prendano in considerazione gli aspetti pre-analitici, analitici e post-analitici delle emocolture. Il
documento vuole sottolineare come una buona organizzazione del laboratorio, insieme ad alcuni
accorgimenti di ordine tecnico-metodologico possono contribuire a ridurre i tempi di esecuzione
e di trasmissione di risultati al clinico, ossia il turn around time (TAT), rendendo la diagnosi
microbiologica uno degli strumenti pit impattanti sull' outcome del paziente.
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2. EMOCOLTURA PERCHE, QUANDO E COME
2.1 Perché

L’emocoltura rappresenta il gold standard per la diagnosi delle BSI. E anche la metodica con il
miglior rapporto costo/efficacia permettendo di isolare, identificare e testare la sensibilita agli
antimicrobici degli isolati batterici e/o fungini. (Singer et al, 2016; Rhodes et al, 2017, De Plato et
al, 2020)

2.2 Quando

BOX: L'emocoltura, nel sospetto di BSI, deve essere effettuata quanto prima, non appena viene
formulato il sospetto clinico; soprattutto in caso di sepsi e shock settico. Non e raccomandato
attendere il picco febbrile o l'insorgenza di brividi.

Una emocoltura va prescritta in risposta al sospetto clinico di batteriemia, associata non solo alla
sepsi ma anche a polmonite, meningite, osteomielite e ad altre infezioni. Molti possono essere gli
indicatori clinici che inducono alla prescrizione dell'esame, tra cui: la valutazione di segni di
infezione localizzata con possibile coinvolgimento sistemico, la febbre o lipotermia, la presenza
di brividi, la frequenza cardiaca elevata, la riduzione della pressione arteriosa, la variazione della
frequenza respiratoria, lalterato stato di coscienza. A corredo di una clinica suggestiva, il
laboratorio fornisce degli importanti elementi che possono essere utili nella valutazione globale,
come la conta dei globuli bianchi nell'emocromo, la proteina C reattiva (PCR), la procalcitonina, la
proadrenomedullina, i lattati e piu recentemente la presepsina (Singer et al, 2016; De Plato et al,
2020; Azim et al, 2021).

Nonostante il timing di esecuzione delle emocolture sia uno dei principali fattori che influenza la
sensibilita del metodo, ad oggi non esiste ancora un consenso a riguardo (Lamy et al, 2016; De
Plato ef al, 2020). Tuttavia, alcuni accorgimenti sono raccomandabili:

. L'esame deve essere prescritto tempestivamente a fronte del sospetto clinico;

. La batteriemia spesso non correla con segni e sintomi specifici, pertanto, non e indicato
attendere la comparsa di brivido e/o del picco febbrile per eseguire il prelievo;

. L'esame deve essere eseguito prima o il piu lontano possibile dall'inizio della terapia

antibiotica empirica, questo tuttavia non deve causare ritardi nelliter terapeutico (Rhodes et al,
2017).

2.3 Come

BOX: La letteratura piu recente indica che la “single sample strategy” presenta alcuni vantaggi
rispetto allo standard corrente, basato sulla “multi sample strategy”, soprattutto se si dispone di
un team di personale dedicato e in generale nei reparti di terapia intensiva. In queste condizioni e
consigliabile effettuare l'emocoltura tramite una singola venipuntura, utilizzando un kit con
materiale pre-ordinato, secondo la tecnica “single sample strategy”, prelevando circa 40 mL totali
di sangue.

L'esame deve essere eseguito da personale infermieristico formato (& consigliata la presenza di
due infermieri, ove praticabile) o addirittura di un team dedicato (es. tipo “PICC team”) ed e
consigliato organizzare un A/t di prelievo che consenta di avere a disposizione del team tutti i
dispositivi necessari per una corretta esecuzione (compresi i dispositivi per la disinfezione). 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.

Laddove possibile e generalmente raccomandata la “single sample strategy’ ovvero il singolo
prelievo di 30-40 mL di sangue da venipuntura periferica, da ripartire nei diversi flaconi di
emocoltura (Jaimes et al, 2004). La “multi sample strategy viene utilizzata in specifiche
circostanze, non solo legate alla tipologia di paziente, ma piu spesso al sospetto di infezione: per
esempio questa strategia & alla base della diagnosi di batteriemia associata ad endocardite
infettiva subacuta (3 venipunture ad intervalli regolari in 24h, da ripetere in caso di negativita) (Li
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et al,1994; CLSI, 2022; Riedel et al,1975; Miller et al, 2018; Dellinger et al,2013) oppure nel
sospetto di infezione correlata a device (almeno 1 set dal device e 1 o piu dalla vena periferica,
simultaneamente).

Nel paziente con CVC, in cui si sospetti (0 non si possa escludere) una sepsi catetere-correlata
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 e quella con la piu alta concentrazione di microbi. Il
prelievo quando possibile dovrebbe essere effettuato scegliendo un accesso venoso posto dal
lato opposto rispetto a dove e posizionato il CVC (es: CVC lato destro, accesso venoso a
sinistra) (CLSI, 2022)

b. Immettere rigorosamente la stessa quantita di sangue in ciascun flacone, cio consentira
Uinterpretazione dei risultati sulla base dei tempi di crescita.

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

2.3.a Il volume
Il volume di inoculo rappresenta la variabile pil importante.

Tutte le piu recenti linee guida prevedono che, indipendentemente dalle modalita di prelievo
(single/mult) vengano prelevati almeno 30/40 mL di sangue (corrispondenti a 2-3 coppie di
flaconi da emocoltura [cioé flacone aerobio e anaerobio]). La sensibilita dell'esame (probabilita di
isolare il patogeno in caso di sepsi) aumenta al crescere della quantita di sangue prelevato.
Diversi studi condotti sia con sistemi automatici sia in manuale dimostrano la relazione diretta tra
volume di sangue prelevato e potere diagnostico dellesame emocoltura. Tuttavia, e altrettanto
noto che passando da 30 mL a 40 mL si ottiene un incremento della positivita molto contenuto
(circa il 10%) ed un ulteriore incremento fino a 60 mL non & consigliato né produttivo. Il volume
raccomandato per ogni flacone e compreso fra 8 -10 mL, questo consente di mantenere un
rapporto sangue/brodo di coltura tra 1:5 e 1:10 (rapporto ottimale).

Un volume di sangue >10 mL/flacone puo determinare risultati falsi negativi o falsi positivi e la
raccolta di una eccessiva quantita di sangue in ogni flacone va evitata (Lin et a(,2013).

Per il paziente pediatrico sono disponibili flaconi dedicati: questi possono essere inoculati con un
volume di sangue minimo di 1 mL; il volume di sangue massimo per una singola emocoltura
pediatrica e di 4 mL. Il volume di sangue inoculato, il tipo e la quantita di flaconi seguono delle
tabelle dedicate come per esempio quella presente nelle linee guida IDSA (Miller et a/,2018; CLSI,
2022).

2.3.b Con quali presidi.

Prelievo da vena periferica

Il set di prelievo a doppio ago (DA) (farfalla) per la raccolta del sangue direttamente nei flaconi
corredato o meno di ISDD (/nitial specimen diversion device) e generalmente da preferirsi perché
riduce i rischi di puntura accidentale per l'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% dell’ago singolo (Rupp et a/,2017). L'introduzione di device corredati da ISDD ha
prodotto risultati preliminari molto soddisfacenti, riducendo, in uno studio, il tasso di
contaminazione, da 1.78% allo 0.22%. Tuttavia, ulteriori studi piu ampi sono necessari per
accertare il reale impatto di tali device.

A corredo di procedure che ad oggi hanno un elevato grado di standardizzazione e con una
rigorosa letteratura si vuole sottolineare che:

e E essenziale strofinare le mani per almeno 30 secondi con gel idroalcolico, prima di
procedere al prelievo;

e E essenziale una corretta disinfezione della cute con una soluzione alcolica al 70% e
clorexidina al 2% (30 secondi di attesa perché si asciughi);
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e E essenziale una corretta disinfezione del tappo dei flaconi di emocoltura con lo stesso
presidio antisettico usato per la disinfezione della cute nel rispetto delle indicazioni
riportate dal produttore. Questo avviene idealmente poco prima del prelievo;

e E consigliato posizionare l'ago in vena e collegare il set di prelievo prima nel flacone per
aerobi, poi nel flacone per anaerobi;

e E essenziale monitorare attentamente durante il prelievo la quantitd di sangue prelevato
in modo da inoculare ottimamente i flaconi, mantenendo i flaconi verticali e controllando il
livello di liquido all'interno.

Non esistono in commercio flaconi sottovuoto capaci di raccogliere una quantita definita di
sangue; quindi, il volume di sangue deve essere monitorato durante il prelievo dall'operatore.
Se il prelievo venoso e effettuato anche per raccogliere sangue per altre determinazioni, i flaconi
per emocoltura devono essere inoculati per primi al fine di evitare contaminazioni.

Il prelievo con siringa non e raccomandato.

Prelievi da cannule periferiche

| prelievi da cannule periferiche sono gravati da un maggior rischio di contaminazione: per
questo, e consentito il loro utilizzo solo nei casi in cui risulti impossibile eseguire un prelievo da
venipuntura. Si consiglia sempre di utilizzare un ago cannula appena posizionato e di non
utilizzare accessi pre-esistenti. E preferibile un prelievo contro-laterale rispetto al catetere/ago-
cannula (es. catetere a Dx, prelievo periferico a Sx).

Prelievo nel paziente con CVC, in cui si sospetti (o non si possa escludere) una
batteriemia catetere-correlata

A corredo di procedure che ad oggi hanno un elevato grado di standardizzazione e con una
abbondante letteratura in campo infermieristico si vuole sottolineare che:

. E essenziale che il prelievo dal/dai cateteri venga eseguito contemporaneamente con
quello da vena periferica, dopo aver disinfettato il raccordo con un adeguato presidio antisettico;

. E essenziale non scartare la prima quantitd di sangue prelevato dal CVC perché & quella
con la pil alta concentrazione microbica;

. E essenziale rispettare i volumi di inoculo cercando di immettere in ogni flacone la stessa
guantita di sangue: cio consentira linterpretazione dei risultati sulla base dei tempi di crescita.

2.3.c Il numero di flaconi
Il numero di flaconi totali deve essere compreso tra 2 e 3 coppie.

Questo serve a facilitare linterpretazione dei risultati e a mantenere ottimale la sensibilita. Nel
caso di isolamento di microrganismi comunemente ritenuti contaminanti lattribuzione di un
eventuale significato clinico e possibile solo valutando tra i vari set di prelievo il numero di set
positivi per lo stesso microrganismo sul numero totale di set prelevati (Hall et a/, 2006).

Nonostante sia fortemente sconsigliato da tutte le linee guida, linvio di una singola emocoltura
nell'adulto (laddove non rientri in una “aggiunta” ad un protocollo diagnostico di endocardite o
candidemia) pud essere eseguito in casi selezionati (es. nella gestione del paziente critico in
reparti ad alta intensita oppure nei pazienti ematologici). Il valore diagnostico rimane modesto a
causa dell'impossibilita di attribuire la corretta interpretazione ad un eventuale positivita dovuta
ad un microrganismo contaminante (Pappas et al., 2016).

Nel sospetto di infezione correlata a CVC, procedere come indicato nei paragrafi successivi.

Non vi sono evidenze significative che il prelievo di sangue arterioso aumenti la sensibilita
rispetto al prelievo venoso, al contrario aumenta i rischi di isolamento dei contaminanti (Miller et
al, 2018; De Plato et al, 2019). Il prelievo da CVC si effettua solo nel sospetto di infezione
catetere-relata.

Nell'endocardite subacuta oppure in caso di altre condizioni cliniche come infezioni ossee,
vegetazioni su device endovascolari ecc., caratterizzate da una batteriemia continua, & preferibile
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prelevare i 3 set a distanza di 15-30" per documentare la batteriemia continua). Trascorse le
prime 24h, qualora i primi due-tre set risultino negativi, € necessario ripetere la campionatura
con le stesse modalita.

Ripetizione del prelievo ner giorni successivi al primo

Non ci sono indicazioni per il prelievo nei giorni successivi per il follow up, perché quest’'ultimo si
deve basare sui dati clinici. In ogni caso il prelievo non andrebbe mai ripetuto prima di tre giorni
dall'inizio della terapia mirata (Miller et al, 2018; Cogliati Dezza et al,, 2020).

Ci sono tre eccezioni:

. 'endocardite (la persistenza dell'infezione puo richiedere una modifica della terapia);

. le sepsi da Staphylococcus 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).

. La candidemia (Cogliati Dezza et al, 2020)

2.3.4 | flaconi da usare

Un set di emocoltura & per definizione composto da 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,
ma e stato dimostrato come questi flaconi siano pil performanti anche nel recupero di
stafilococchi, enterococchi ed enterobatteri (Grohs et al, 2007).

2.3.5 Il ruolo del Microbiologo Clinico e ulteriori-accorgimenti
Il ruolo del microbiologo clinico e quello di essere promotore e parte attiva nello stilare e far
rispettare tutte le misure atte a prevenire la contaminazione durante la raccolta, designando gli
opportuni indicatori che consentano di verificare gli andamenti nel tempo del tasso di
contaminazione per singolo reparto. Il Microbiologo deve partecipare alle attivita formative
didattiche per la corretta esecuzione del prelievo dell'emocoltura.

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

Conservazione dei flaconi, se invio differito nel tempo .

| flaconi dovrebbero essere inviati al laboratorio di Microbiologia nel pil breve tempo possibile,
entro 2 ore dal prelievo (conservare i flaconi per emocoltura per un tempo >2 ore a temperatura
ambiente non & raccomandato) (Willems et al, 2012; CLSI 2022). Incubare quanto prima un
flacone, infatti, significa mettere gli eventuali patogeni nelle condizioni ottimali di crescita e
questo si traduce in una riduzione del tempo di positivizzazione e quindi del TAT. La lunga
permanenza all’'esterno di alcuni sistemi di incubazione automatica dedicati pud causare una
mancata positivizzazione strumentale (Venturelli et af/, 2017) in quanto la crescita microbica
potrebbe aver gia raggiunto il plateau fuori dal sistema e non essere piu rilevabile dai sistemi di
“detection’ degli incubatori 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.

Associazione Microbiologi Clinici Italiani ETS (AMCLI ETS)
Via C. Farini 81 - 20159 Milano - T. 02 66801190 - segreteriaamcli@amcli.it
N. 26168 iscrizione RUNTS - sez. “G - altri enti del Terzo Settore” - Iscrizione REA MI - 1969948
C.F. 06653690153 - P.I. 12404560158



10/45 ‘ Percorso Diagnostico INFEZIONI DEL TORRENTE CIRCOLATORIO ‘ 2023

3. MODALITA E TEMPI DI INCUBAZIONE DELLE EMOCOLTURE

BOX: | flaconi di emocoltura devono essere incubati il piu velocemente possibile, e comunque
entro 2 ore dal prelievo, in sistemi di monitoraggio automatizzati che mantengano i flaconi in
osservazione continua Il tempo di incubazione raccomandato e di 5 giorni,

La maggior parte dei laboratori di microbiologia clinica sono dotati di sistemi semiautomatizzati o
automatizzati per il monitoraggio continuo delle emocolture che consentono la rilevazione di
emocolture positive in un tempo medio compreso fra le poche ore e 3 giorni, garantendo la
rilevazione della positivita in tempi piu contenuti rispetto ai vecchi metodi manuali basati su
ispezione visiva del flacone, colorazione di Gram e sub-coltura in cieco di flaconi per emocoltura
a intervalli di tempo stabiliti a priori (24-48h di incubazione). Nei sistemi a monitoraggio continuo,
il periodo di incubazione standard delle emocolture raccomandato e di 5 giorni ad una
temperatura di 35 + 2 °C (CLSI, 2022; Hagiya et al, 2019, Lamy et al, 2016, Lamy et al, 2018, Lamy
et al, 2019, Lamy et al,, 2020).

Il 92-95% delle emocolture si positivizza entro le prime 24-48 ore di incubazione (Lamy et al,
2019) con tempi in alcuni casi pil lunghi per lieviti, batteri anaerobi e batteri particolarmente
esigenti (vedi di seguito).
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4. GESTIONE DELLE EMOCOLTURE POSITIVE

Le emocolture che si positivizzano devono essere prontamente gestite dal laboratorio di
Microbiologia e i flaconi positivi devono essere rapidamente rimossi dall'incubatore al momento
della segnalazione strumentale. Non e accettabile la gestione /n batch delle emocolture positive.

Vengono di seguito riportati Uiter standard per il processamento delle emocolture positive e le
diverse tecnologie fastdisponibili per anticipare significativamente i TAT.

4.1 Iter standard

4.1.1 Esame microscopico

Dopo la rimozione dallincubatore e l'annotazione del tempo di positivita, cioe il tempo che
intercorre tra linizio dellincubazione e la positivizzazione della emocoltura (i sistemi
automatizzati possono riportare tale tempo automaticamente nel LIS), , si procede con l'indagine
batterioscopica che consiste nell’allestimento e 'osservazione al microscopio di un vetrino con
striscio sottile sottoposto a colorazione di Gram. Devono essere valutate e annotate le
caratteristiche morfologico-tintoriali dei microrganismi evidenziati al Gram classificandoli, in
relazione alla morfologia (cocchi, bacilli, batteri pleomorfi, lieviti), alla colorazione di Gram nel
caso di batteri (gram-positivi, gram-negativi e gram-variabili) e alla loro disposizione nello
spazio (ad ammassi, a coppie, a corte catenelle, a lunghe catenelle, a ideogrammi cinesi ecc), con
possibile riferimento al genere in caso dei cocchi gram-positivi (stafilococchi, streptococchi,
enterococchi) (CLSI, 2022) Le informazioni ottenute nell'indagine microscopica e il tempo di
positivita della emocoltura costituiscono informazioni sufficienti per un referto preliminare
cartaceo, elettronico o telefonico, in base alle procedure aziendali, da condividere con il clinico.

4.12 Sub-coltura su terreni agarizzat/

Le emocolture positive devono essere sottoposte a sub-coltura su terreni solidi per apprezzare
la crescita dei microrganismi. Considerando il primo flacone positivo per un nuovo paziente, tre o
quattro gocce di emocoltura devono essere seminate su Trypticase Soy Agar + 5% sangue di
montone e Agar Cioccolato (terreni in grado di assicurare la crescita dei microrganismi anche piu
esigenti), le piastre devono essere immediatamente incubate a 35+ 2 °C in 5%CO0,. E largamente
diffuso nella pratica laboratoristica l'utilizzo anche di terreni quali l'agar MacConkey (specifico
per la crescita di batteri gram-negativi) e il Sabouraud dextrose agar (specifico per la crescita di
lieviti) oppure lutilizzo di terreni cromogeni. Il laboratorio di microbiologia in base al proprio
flusso di lavoro e all’ecologia locale puo implementare l'utilizzo aggiuntivo di piaste cromogene
come quelle per la ricerca di S aureus o selettive come quelle che consentono la crescita
esclusivamente di ceppi cefalosporine-resistenti. | flaconi anaerobi positivi devono essere
seminati aggiuntivamente anche su un terreno per anaerobi non selettivo, non differenziale
arricchito con vitamina K e emina che deve essere incubato in condizioni di anaerobiosi ad una
temperatura di 35+ 2 °C. Per i flaconi successivi al primo di uno stesso paziente sara necessario
seminare Trypticase Soy Agar + 5% sangue di montone o Agar Cioccolato e terreno per anaerobi
ove indicato. La maggior parte dei microrganismi aerobi o anaerobi facoltativi crescono su terreni
solidi dopo 24-48h di incubazione. Per gli anaerobi stretti e per i miceti si raccomanda di
prolungare il tempo di incubazione (CLSI, 2022).

4.1.3 ldentificazione e antibiogramma fenotipico

Per le procedure utilizzate per lidentificazione dei microrganismi isolati dalle sub-colture su
terreni solidi e 'antibiogramma fenotipico si rimanda ai manuali di batteriologia (Jorgensen, 2015)
e alle linee guida adottate dal Laboratorio.

4.2 Tecnologie fast
BOX: Per i pazienti critici e/o quelli a rischio di piU rapida progressione clinica, compatibilmente
con la propria organizzazione di laboratorio e consigliata l'implementazione di tecnologie fast che
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riducono i TAT di identificazione, mediante rilevazione di geni e/o meccanismi di resistenza, e AST

fenotipico, (RAST oppure antibiogramma da colonie dopo incubazione ridotta).

La microbiologia tradizionale, che rappresenta tuttora il gold standard per la diagnosi di infezione
del torrente circolatorio, & stata affiancata negli ultimi anni da tecniche innovative, rapide ed
altamente specifiche che consentono una notevole riduzione dei tempi di refertazione. La
riduzione del TAT, ovvero il tempo che intercorre tra la positivizzazione della emocoltura e la
produzione di un risultato, rappresenta un goal importante per la microbiologia moderna con un
impatto importante sul posizionamento di una terapia appropriata e sulla riduzione dei giorni di
terapia empirica ad ampio spettro, impattando in modo significativo sull' outcome del paziente,
sulla spesa correlata al consumo di antibiotici e in una ottica di antimicrobial stewardship
(Bookstaver et al., 2017).

In Tabella 1 riportiamo le principali tecnologie e applicazioni volte a ridurre i TAT.

Tabella 1 - Principali tecnologie e metodiche fasf applicabili allemocoltura positiva

Tecnologia TAT Vantaggi Limiti
1-9 h Semplicita di esecuzione. Puo essere
A seconda che la Rapidita. applicato solo su
tecnologia sia Elevato numero di specie colture
MALDI-ToF applicata identificabili. monomicrobiche.

direttamente ai
flaconi positivi o
alle colonie giovani
dopo subcoltura

Costo di esecuzione del test
minimo.

Costo strumento
elevato

Semplicita di esecuzione.
Rapidita.

Sensibilita e specificita elevate.
Possibilita di rilevare piu target

Numero di specie
identificabili
limitato ai target
del pannello.

Pannelli sindromici contemporaneamente (indicati Costi elevati.
per emocolture polimicrobiche).
Possibilita di rilevare marker di
resistenza.
o Semplicita di esecuzione. Numero di
Test fenotipici per la S ) .
rilevazione dei : Rapidita. Qs RN F’etefm'”af‘“
e 15/30 min Buone sensibilita e specificita. identificabili
meccanismi di o : o )
X Costi ridotti. limitato ai target
resistenza
del pannello.
Semplicita di esecuzione. Numero di geni
. Rapidita. identificabili
Test molecolari per ) s s o ;
. . X Ottime sensibilita e specificita. limitato ai target
la rilevazione dei 30 min-2h
T min del pannello.
meccanismi di .
) Costi
resistenza .
relativamente
elevati.
_ Semplicita di esecuzione. Numero limitato di
Antibiogramma S . .
15 min Rapidita. specie per cui sono

fenotipico rapido
(RAST)

disponibili
breakpoint.
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4.2.1 MALDI-ToF per la identificazione di specie da coltura “giovane” o brodocoltura.
L'identificazione di specie, che viene tradizionalmente effettuata su colonie pure previa crescita
del microrganismo su terreno solido, dopo incubazione over-night, basata su test biochimici
(effettuati in manuale o con sistemi semiautomatizzati) o tramite spettrometria di massa con
tecnologia MALDI-ToF, puo essere effettuata utilizzando protocolli rapidi da coltura “giovane” o
brodocoltura (flacone positivo). L'identificazione di specie da coltura “giovane” prevede la semina
delle emocolture positive su terreni agarizzati, una fase dincubazione ridotta (4-8 ore) e,
lidentificazione di specie con tecnologia MALDI-ToF. Questo consente di avere un risultato con
circa 12 ore di anticipo rispetto al MALDI-ToF applicato alle colonie dopo una incubazione over-
night e di oltre 24 ore rispetto all'identificazione biochimica (Idelevich et al, 2014; Bhatti et al,
2014). Deve sempre essere valutata la purezza della coltura e la concordanza del risultato con il
dato fornito dall’esame batterioscopico.

L'identificazione di specie da flacone positivo puo essere effettuata con tecnologia MALDI-ToF
esclusivamente su emocolture monomicrobiche e prevede diversi passaggi di lisi, filtrazione e
centrifugazione che possono essere effettuati seguendo protocolli home-made, kit commerciali
(Loonen et al, 2012; Saffert ef al, 2012) o attraverso una nuova tecnologia, di recente sviluppo,
che concentra i microrganismi presenti nella emocoltura positiva producendo cosi una “colonia
liquida” (Grinberg et al, 2022). Questo consente di avere un risultato con circa 16-24 ore di
anticipo rispetto alla microbiologia tradizionale. Anche in questo caso deve sempre essere
valutata la concordanza del risultato con il dato fornito dall'esame batterioscopico.

4.2.2 Pannelli sindromici

Sono test molecolari basati su real-time PCR o multiplex nested PCR abbinata a rilevazione su
microarray che forniscono una rapida identificazione di specie per la maggior parte dei
microrganismi che causano infezioni del torrente circolatorio e sono in grado di rilevare i
principali geni di resistenza antimicrobica ad essi associati. Sono test di semplice esecuzione che
richiedono da 2 a 5 minuti di manipolazione per la preparazione del test che e completamente
automatizzato sia nella fase di estrazione che di amplificazione. L'utilizzo di questi test consente
di avere un risultato con 24-48 ore di anticipo rispetto alla microbiologia tradizionale. | risultati
ottenuti devono essere sempre confermati con l'esame colturale (Dien Bard ef al,, 2020) (Tabelle
2e3).

Nelle tabelle 2 e 3 sono riportati le caratteristiche e i target di alcuni pannelli sindromici
attualmente sul mercato con approvazione CE-IVD ed IVDR (Peri et al, 2021, Dien Bard et al,
2020)
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Tabella 2 - Caratteristiche e microorganismi target di alcuni pannelli sindromici attualmente sul
mercato con approvazione CE-1VD ed IVDR

Pannello
sindromico

Tempo di

Tempo di

preparazione | esecuzione

del test

Targets
identificati

(n)

Microrganismi identificati

FilmArray BCID2

2 min

Th

43

E. faecalis, E. faecium, L. monocytogenes,
Staphylococcus spp., S. aureus, S. epidermidis, S.
lugdunensis, Streptococcus spp., S. agalactiae, S.
pyogenes, S. pneumoniae, A. calcoaceticus-
baumannii complex, B. fragilis, Enterobacterales, E.
cloacae complex, E. coli, K. aerogenes, K. oxytoca, K.
pneumoniae group, Proteus, Salmonella, S.
marcescens, H. influenzae, N. meningitidis, P.
aeruginosa, S. maltophilia, C. albicans, C. auris, C.
glabrata, C. krusei, C. parapsilosis, C. tropicalis, C.
neoformans/gattii

Unyvero

2 min

5h

50

S. aureus, Stafilococchi coagulasi-negativi,
Streptococcus spp., S. agalactiae, S.
pyogenes/dysgalactiae, S. pneumoniae, Enterococcus
spp., E. faecalis, L. monocytogenes, C. freundii/koseri,
E. coli, E. cloacae complex, E. aerogenes, Proteus
spp., K. pneumoniae, K. oxytoca, K. variicola, S.
marcescens, A. baumannii complex, P. aeruginosa, S.
maltophilia, N. meningitidis, H. influenzae,
Corynebacterium spp., Mycobacterium spp.,
Propionibacterium acnes, Candida spp., C. albicans, C.
parapsilosis, C. tropicalis, C. dubliniensis, C. glabrata,
C. krusei, Aspergillus spp

GP

5min

3h

16

E. faecalis, E. faecium, Listeria spp., Staphylococcus
spp., S. aureus, S. epidermidis, S. lugdunensis,
Streptococcus spp., S. agalactiae, S. pyogenes, S.
pneumoniae, S. anginosus group, Micrococcus spp.

VERIGENE

GN

5min

3h

15

E. coli, K. pneumoniae, K. oxytoca, P. aeruginosa, S.
marcescens, Acinetobacter spp., Citrobacter spp.,
Enterobacter spp., Proteus spp.

GP

2min

1:30 h

26

B cereus group, B. subtilis group, Corynebacterium, C.
acnes, Enterococcus, E. faecalis, E. faecium,
Lactobacillus, Listeria, L. monocytogenes,
Micrococcus, Staphylococcus spp., S. aureus, S.
epidermidis, S. lugdunensis, Streptococcus spp., S.
agalactiae, S. anginosus group, S. pneumoniae, S.
pyogenes, Pan Gram-Negative, Pan Candida

ePlex

GN

2min

1:30 h

29

A. baumannii, B. fragilis, Citrobacter, C. sakazakii,
Enterobacter (non- cloacae complex), £.

cloacae complex, £. coli, F. nucleatum, F.
necrophorum, H. influenzae, K. oxytoca, K.
pneumoniae group, M. morganii, N. meningitidis,
Proteus, P. mirabilis, P. aeruginosa, Salmonella,
Serratia, S. marcescens, S. maltophilia, Pan Gram-
Positive, Pan Candida

FP

2min

1:30 h

15

C. albicans, C. auris, C. dubliniensis, C. famata, C.
glabrata, C. guilliermondli, C. kefyr, C. krusei, C.
lusitaniae, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. gattii, C.
neoformans, Fusarium, Rhodotorula
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Tabella 3 - Determinanti genici di resistenza rilevabili da alcuni pannelli sindromici attualmente
sul mercato con approvazione CE-IVD ed IVDR

Geni di resistenza Fig‘z:'?‘llj”;ay Unyvero VERIGENE ePlex
GP GN GP GN

mecA . . "
mecC o S
mecA/C °
mecA/C and MREJ °

vanA . o S

vanB o o S

vanA/B °
ermA o
aac(é’)/aph(2") o
gacA4 °
blaxec ° & - "
blanom ° ¢ 3 "
blaoxa Py o " "
blamp ° o " "
blaym ° o " "
blacr-m ° o " "
mcr-1 °

* oxa 23, 24/40, 48, 58

4.2.3 Ricerca dei meccanismi di resistenza con test fenotipici o molecolari

Negli ultimi anni sono stati sviluppati diversi test in grado di rilevare determinanti di resistenza
(test fenotipici) o geni di resistenza (test molecolari). Questi test possono rilevare singoli target
come ad esempio il gene mecA, o target multipli come ad esempio le carbapenemasi tipo KPC,
NDM, IMP, VIM, OXA. Nascono come test da effettuare su singole colonie previa crescita su
terreni agarizzati, ma possono essere utilizzati anche partendo da emocoltura positiva (Giordano
et al, 2019). Il loro utilizzo risulta di estrema importanza nella predizione dell’antibiogramma
fenotipico e quindi di estremo aiuto per il clinico per il posizionamento di una terapia
antimicrobica appropriata, con de-escalation o escalation della terapia empirica (Fiori et al,
2019).
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4.2.4 Antibiogramma fenotipico rapido

| test di sensibilita eseguiti direttamente da campioni di emocoltura positiva hanno il vantaggio di
fornire risultati precoci rispetto all'analisi di isolati provenienti da subcolture (Vasala et al, 2020).
La necessita di test rapidi di sensibilita antimicrobica nelle infezioni del torrente
cardiocircolatorio & attuale, vista la diffusione di batteri multi-resistenti per i quali la terapia
empirica puo non essere efficace. Storicamente, l'uso off-/abel del brodo di emocoltura positivo
per i test di disco-diffusione o automatizzati & stato ampiamente eseguito nei laboratori
diagnostici per anticipare i risultati dell’antibiogramma. Questo approccio era basato sul fatto che
la maggior parte delle emocolture sono monomicrobiche e la concentrazione di microrganismi in
una emocoltura positiva si avvicina alla concentrazione di 0.5 McFarland, che & quella di inoculo
utilizzata per gli AST tradizionali. Tuttavia, la pratica e diventata meno diffusa negli Stati Uniti in
seguito all'attuazione di una regolamentazione di laboratorio piu rigorosa sotto forma di Clinical
Laboratory Improvement Amendments, che ha imposto controlli piu rigidi sui test di laboratorio
(Banerjee et al, 2021). In questa direzione la standardizzazione di un metodo di disco-diffusione
direttamente da emocoltura positiva e stata intrapresa da due organizzazioni internazionali che
forniscono standard di laboratorio: il Comitato europeo sui test di sensibilita antimicrobica
(EUCAST) e l'lstituto di standard clinici e di laboratorio (CLSI).

EUCAST ha validato il metodo di test rapido di sensibilita antimicrobica RAST (Rapid AST) a
partire direttamente da campioni di emocoltura positivi, che si basa sulla metodologia della
disco-diffusione standard su piastre di agar Muller Hinton e Muller Hinton Fastidious
(https://www.eucast.org/rapid_ast_in_bloodcultures). Il metodo & applicabile ai pil importanti
agenti patogeni di infezione del flusso sanguigno, Gram-negativi (Esherichia coli Klebsiella
pneumoniae, ~ Pseudomonas — aeruginosa,  Acinetobacter — baumannii) e  Gram-positivi
(Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium e  Streptococcus
pneumoniae) contro un numero definito (anche se clinicamente utile nella maggioranza dei casi)
di agenti antimicrobici (Jonasson et al,, 2020; Lalezari et al, 2020). Il RAST prevede la lettura della
zona di inibizione per ciascuna specie a diversi tempi di incubazione (4, 6, 8 e 16-20 ore). Per
lUinterpretazione é stata anche introdotta la cosiddetta “area di incertezza tecnica” (ATU) fra le
categorie “sensibile” e “resistente”, al fine di ridurre i risultati “falsi resistenti” o “falsi sensibili"
dovuti al breve tempo di incubazione (Akerlund et al, 2020). Le linee guida dei diversi criteri
interpretativi aggiornate sono disponibili sul sito web di EUCAST
https://www.eucast.org/rapid_ast_in_bloodcultures.

Ulteriori approcci da brodo di emocoltura positiva per UAST fenotipico utilizzano tecnologie piu
sofisticate e dispendiose; come time-lapse imaging (dark-field microscopy, micropatterned
plastic microchips oppure broth), light scattering technology, sensor array technology, flow
cytometry applying fluorescent dyes e mass measurement by microcantilever (Banerjee et al,
2021; Cenci et al, 2020) e recentemente sistemi che sfruttano i principi di electrochemical
sensors (Madhu et al, 2022).

Tuttavia, sebbene alcuni studi abbiano dimostrato che l'impiego di tali tecnologie puo incidere
positivamente sulla gestione della sepsi, riducendo i tempi della terapia empirica e anticipando la
terapia appropriata, il loro utilizzo nella routine diagnostica rimane ancora controverso,
soprattutto deboli sono le evidenze del loro impatto su outcome e/o in termini di riduzione della
durata della ospedalizzazione (Banerjee et al., 2021; Cenci et al., 2021).

4.2.5 Antibiogramma da colonia giovane

Un'altra possibilita per ridurre i tempi dell’antibiogramma in modo affidabile ed economico e il
sistema short-term incubation che consiste nell'utilizzare le colonie cresciute dopo una breve
incubazione sui terreni solidi in cui viene subcoltivato il brodo dellemocoltura positiva (Mauri ef
al, 2017). Il terreno piu adatto per la rapida identificazione e AST di batteri Gram-negativi e 'agar
MacConkey e quello per i Gram-positivi & l'agar sangue Columbia (Frobose et al,, 2021)

Associazione Microbiologi Clinici Italiani ETS (AMCLI ETS)
Via C. Farini 81 - 20159 Milano - T. 02 66801190 - segreteriaamcli@amcli.it
N. 26168 iscrizione RUNTS - sez. “G - altri enti del Terzo Settore” - Iscrizione REA MI - 1969948
C.F. 06653690153 - P.l. 12404560158



17/45 ‘ Percorso Diagnostico INFEZIONI DEL TORRENTE CIRCOLATORIO 2023

4.2.6 Test molecolari da sangue intero

Questi saggi utilizzano come campione sangue intero e non richiedono la positivizzazione
dell'emocoltura, consentono quindi di ridurre il TAT poiché non sono subordinati ai tempi di
positivizzazione delle emocolture (Peri ef al, 2021). Diversi studi hanno dimostrato come lutilizzo
di queste tecnologie ha un grande potenziale, riducendo significativamente i tempi di
identificazione, dellimplementazione di una terapia mirata, de-escalation di terapia empirica e
lunghezza dell’'ospedalizzazione, anche in area critica (Giannella et a/, 2021). Sono pero saggi di
difficile interpretazione che devono essere utilizzati in contesti di alta probabilita pre-test per
massimizzare l'efficacia (Clancy et al, 2018). Tali test hanno un tempo di esecuzione di 4-5 ore,
sono in genere costruiti in modo da essere semplici da eseguire e richiedere un tempo breve di
manipolazione (Tabella 4). D'altra parte, pero, sono molto costosi, il numero di specie identificabili
e limitato, sensibilita e specificita possono non essere ottimali e l'interpretazione dei risultati e
spesso complessa.

Tabella 4 - Caratteristiche dei test molecolari da sangue intero disponibili in commercio per la
diagnosi delle infezioni del torrente circolatorio

Tecnologia TAT Vantaggi Limiti

Costi molto elevati

Numero di specie identificabili
limitate ai target del pannello
Possibili limiti di sensibilita
Interpretazione del risultato
complessa

Semplicita di
4-5 h | esecuzione
Rapidita

Test molecolari
da sangue intero

Nella figura 1 e rappresentato uno schema di implementazione delle principali tecnologie volte a
ridurre il TAT nella diagnosi di infezione del torrente circolatorio. L'inserimento di questi test
all'interno della routine di laboratorio dipende dalla complessita dei test da implementare, dalla
mole di test da effettuare, dai costi, dal workflow e dall'orario di servizio di laboratorio.
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Figura 1- Schema di implementazione delle principali tecnologie fastvolte a ridurre il TAT nella
diagnosi di infezione del torrente circolatorio

Soggetto con segni e sintomi di .
. . i Test molecolari da
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modulata in base alla ecologia locale.

® Applicabile a Esherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Staphylococcus
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Prospettive future: metagenomica

La metagenomica, in particolare la tecnologia next generation sequencing (NGS), rappresenta
una tecnologia molto promettente, in quanto puo fornire un'analisi completa della genetica
microbica in un campione clinico grazie ad un massivo sequenziamento dei genomi che porta alla
identificazione dei patogeni e alla caratterizzazione dei determinanti di resistenza. Nonostante sia
molto promettente esistono alcune limitazioni che ne impediscono la diffusione e lutilizzo su
ampia scala, quali la frequente identificazione di colonizzanti e contaminanti, la mancanza di
standard e controlli di riferimento ben caratterizzati, lunghi TAT, necessita di personale altamente
specializzato, elaboratori dedicati e non ultimo costi ancora piuttosto significativi (Peri et al,
2022). Ad oggi esistono alcuni test basati su NGS in grado di identificare piu di 1200 patogeni
(batteri, funghi, virus e parassiti) contemporaneamente (Parize et al, 2017, Benamu et al, 2018). Si
tratta tuttavia di tecniche di recente introduzione in microbiologia il cui ruolo in ambito clinico
rimane ancora da esplorare.
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5. PROBLEMATICHE LEGATE ALL'ESAME DELL'EMOCOLTURA

5.1 Differenziare un contaminante da un reale patogeno

Il problema della differenziazione tra un microrganismo contaminante e un vero agente patogeno
e molto attuale visto l'aumento delle infezioni del torrente circolatorio da specie batteriche che in
genere sono ritenute contaminanti, come nel caso delle infezioni correlate all'assistenza e a
dispositivi medico-chirurgici. Sulla base dei dati di prevalenza, & raccomandato che i tassi di
contaminazione delle emocolture si mantengano al di sotto del 3.0%. Il tasso di contaminazione e
uno degli indicatori di appropriatezza delle emocolture, pertanto il laboratorio deve disporre di
programmi informatizzati per la periodica valutazione di tale tasso (vedi paragrafo 15
Appropriatezza ed indicatori di qualita).

Le contaminazioni sono attribuite al trasferimento di microrganismi direttamente dalla cute del
paziente o, pili raramente, dalle mani degli operatori sanitari. Il College of American Pathologists
(CAP) definisce contaminata un'emocoltura in cui sono presenti uno o pil batteri in uno solo
flacone o in un solo set dei due o tre set di emocolture, microrganismi quali stafilococchi
coagulasi-negativi (CoNS), Micrococcus spp., streptococchi del gruppo viridans, Cutibacterium
acnes, Corynebacterium spp. e Bacillus spp. (Doern et al, 2019; Gonzalez ef al, 2020). Il 75-88%
dei contaminati sono rappresentati da CoNS. Anche Enteroccocus spp., Abiotrophia/Granulicatella
spp., Lactobacillus spp. possono contaminare occasionalmente le emocolture (Estévez Agustin et
al, 2022).

Nella pratica di laboratorio, quando uno di questi microrganismi e isolato da un solo flacone o un
solo set di due/tre set di prelievo, il microrganismo & da ritenersi un contaminante, tuttavia
definire in modo univoco un contaminante talvolta pud essere difficile e il significato
dell'isolamento dei microorganismi sopraindicati va sempre inquadrato nel contesto clinico (CLSI,
2022, Dargere et al, 2018

Anche nel sospetto di una contaminazione € necessario eseguire lidentificazione del
microrganismo mentre l'esecuzione dell'antibiogramma non & raccomandata. Nel referto &
necessario indicare lidentificazione di specie, aggiungendo una nota circa il possibile/probabile
significato di contaminazione del microrganismo isolato e che il laboratorio conservera lisolato
per 7 giorni a partire dalla data del referto per eventuale antibiogramma richiesto dal clinico.
Nell'eventualita il clinico richieda che venga effettuato l'antibiogramma e raccomandato riportare
la nota relativa al possibile/probabile significato di contaminazione del microrganismo isolato.

5.2 Risultati discrepanti

5.2.1 Emocolture segnalate come positive dallo strumento automatico, positive alla
colorazione di Gram, con sub-coltura negativa

Rappresentano una quota esigua delle emocolture positive, ma meritano una particolare
attenzione in quanto i patogeni che crescono nelle emocolture possono essere microrganismi
particolarmente “esigenti” o a lenta crescita. Si raccomanda arricchimento in terreno liquido e
subcoltura su terreni specifici addizionali rispetto alla pratica comune e incubazione prolungata
delle piastre. La tipologia di terreni addizionali utilizzati nonché le condizioni di incubazione
dipendono dal microrganismo esigente (vedi paragrafo 9 “batteri esigenti”) (CLSI, 2022). Talvolta
pud essere necessario lutilizzo di tecniche di biologia molecolare (es: utilizzo di pannelli
sindromici, sequenziamento 16S).

Un esempio puo essere rappresentato da S. pneumoniae che, a causa della rapida autolisi in fase
di crescita stazionaria, puo risultare non rilevabile dai sistemi a monitoraggio continuo delle
emocolture nel caso lincubazione sia ritardata. Campylobacter spp. e Mycoplasma spp. possono
invece causare la positivizzazione dell'emocoltura, alla quale non segue lisolamento in
subcoltura. Lo stesso fenomeno si pud osservare con Plasmodium falciparum (Ombelet et al,
2019; Nakatani et al, 2021)
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5.2.2 Emocolture segnalate come positive dallo strumento automatico, negative alla
colorazione di Gram e con sub-coltura negativa.

Rappresentano una quota inferiore all'l% delle emocolture positive (Pohlman et al, 1995).
Principali cause di risultati falsi positivi includono una elevata conta leucocitaria, flaconi inoculati
con un volume eccessivo di sangue o ritardi nell'incubazione dei flaconi tali per cui i flaconi
vengono monitorati con un algoritmo inappropriato (Lamy et al, 2016). Si raccomanda di verificare
la curva di crescita microbica nel software del sistema a monitoraggio continuo, la conta dei
globuli bianchi, il volume di sangue inoculato e di incubare a lungo le piastre della subcoltura. In
questi casi i flaconi possono essere re-incubati nel sistema entro sessanta minuti (Lamy et al,
2016).

5.2.3 Emocolture segnalate come negative dallo strumento automatico, positive alla
colorazione di Gram e con sub-coltura o a test molecolari positivi

Tale evenienza é rilevabile solo nel caso in cui siano processati (dietro richiesta del clinico, in
caso di fondato e forte sospetto diagnostico) i flaconi che lo strumento automatico segnala
negativi durante o al termine del periodo di incubazione previsto (di norma di 5 giorni). Tale
evenienza puo essere causata da un eccessivo tempo di pre-incubazione (differenza di tempo che
intercorre dal momento del prelievo all'inizio dell'incubazione); una bassa temperatura di pre-
incubazione; dal tipo patogeno in questione e dal fatto che la tipologia di flacone utilizzata non e
adatta alla crescita del patogeno in questione (ad esempio, batterio anaerobio in flacone per
aerobi) (Lamy et al, 2016).
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6. EMOCOLTURE POLIMICROBICHE

A tutt'oggi non esiste una definizione univoca di infezione del torrente circolatorio polimicrobica
che puo essere definita come:

Isolamento di piu di un agente patogeno dalla stessa emocoltura;

Isolamento di piu di un agente patogeno da una o piu emocolture, prelevate nell'arco di 48 ore;
Isolamento di pil di un agente patogeno da una o pit emocolture, prelevate nell'arco di 72 ore;
Isolamento di pil di un agente patogeno durante un intero episodio infettivo.

Le infezioni polimicrobiche presentano una prevalenza variabile dal 2 al 14%, a seconda dei criteri
di reclutamento e della definizione utilizzata nei differenti studi (Doualeh et al, 2022) e, rispetto
alle infezioni del torrente circolatorio sostenute da un unico microrganismo, possono essere piu
severe (Sancho et al, 2012).

L'applicazione di tecnologie non colturali di next-generation sequencing allo studio della sepsi ha
dimostrato che un'eziologia polimicrobica puo verificarsi piu frequentemente di quanto ritenuto
fino ad ora, sulla base del solo isolamento in coltura degli agenti eziologici (Tan et al, 2021;
Decuypere et al, 2016). La diagnostica microbiologica basata sull'emocoltura mostra una bassa
sensibilita e si associa spesso alla mancata identificazione di tutti gli agenti eziologici che
concorrono ad un determinato episodio settico, con conseguenti diagnosi non corretta e terapia
tardiva e/o non efficace (Tsai et al, 2014). Infatti, i microrganismi possono avere concentrazioni e
tempi di crescita diversi nei flaconi di emocoltura. La crescita del microrganismo piu abbondante
o0 in fase esponenziale di crescita puo essere rilevata dal sistema automatizzato per emocolture
prima di quella di microrganismi a bassa concentrazione e/o a lenta crescita (Doualeh et al,
2022). Le nuove versioni MALDI-ToF, come il modulo aggiornato Bruker MBT Sepsityper,
sembrano essere migliori consentendo lidentificazione fino a due microrganismi (Scohy et al,
2018). E ormai chiaro che, per superare i limiti della coltura tradizionale, & necessaria
lintroduzione nella diagnostica di routine di tecnologie coltura-indipendenti basate su tecnologie
molecolari avanzate (Doualeh et al, 2022; Peri et al, 2021). Si rimanda al paragrafo 4.2.2 “pannelli
sindromici” per le indicazioni relative all'utilizzo di sistemi molecolari commerciali utili alla
identificazione di batteriemie polimicrobiche causate da un pannello definito di agenti eziologici.
Altre tecnologie, non specificamente validate per uso diagnostico /n vitro e alla portata di pochi
laboratori, comprendono: sequenziamento genomico (sequenziamento di  Sanger,
sequenziamento target HT, WGS), fingerprinting (fingerprinting genetico by High-Resolution
Melting, fingerprinting genetico by ESI mass spectrometry, fingerprinting proteico by MALDI-ToF
mass spectrometry, fingerprinting proteico by surface enhanced raman spectroscopy).
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7. INFEZIONI DEL TORRENTE CIRCOLATORIO SOSTENUTE DA
BATTERI “DIFFICILI"

| cosiddetti batteri “difficili” o “esigenti” sono organismi con esigenze nutrizionali complesse o
particolari. Tali microrganismi, isolati raramente nella pratica di laboratorio, possono essere
responsabili di infezioni gravi.

Di seguito vengono elencati i principali batteri esigenti e le problematiche relative al loro
isolamento vengono sinteticamente descritte. Per approfondimenti si rimanda al Manuale di
Microbiologia Clinica (Jorgensen, 2015)

1.1 Abiotrophia spp. e Granulicatella spp.

Abiotrophia spp. (con la sola specie A. defectiva) e Granulicatella spp. (composta da tre specie: G.
adiacens, G. elegans e G. balaenopterae) sono noti come varianti nutrizionali di streptococchi,
poiché necessitano di terreni di coltura arricchiti (come lagar cioccolato) e presentano una
crescita caratteristica con la produzione di piccole colonie satellite attorno a stafilococchi. Il loro
ruolo quali responsabili di endocarditi infettive € ben conosciuto. L'identificazione si avvale
dell'utilizzo della tecnologia MALDI-ToF MS, mentre i test di sensibilita antimicrobica sono
eseguiti con metodo di microdiluizione in brodo (Tellez et al, 2018, Tellez et al. 2022).

1.2 Bartonella spp.

| batteri del genere Bartonella sono patogeni Gram-negativi intracellulari facoltativi, a crescita
lenta e tempi di incubazione prolungati (fino a 21 giorni). Nell'uomo B. bacilliformis, B. henselae e
B. quintana possono essere causa di infezioni del torrente circolatorio ed endocarditi.
L'isolamento da emocoltura puo essere tentato su terreni di coltura quali Columbia Blood Agar
base, agar cioccolato o Buffered Charcoal Yeast Extract (BCYE) agar, incubati a 35-37°C in 5% di
CO; per 14-21 giorni, ad eccezione della specie di B. bacilliformis che cresce a temperature
comprese tra 26-28°C. L'identificazione si avvale principalmente di test sierologici e di metodiche
di Real-Time PCR per la rilevazione delle sequenze geniche 16S rRNA (Okaro et al, 2017).

7.3 Brucella spp.

Le brucelle sono coccobacilli Gram-negativi piccoli non mobili, non sporigeni e a crescita lenta.
Brucella melitensis e la specie piu virulenta per l'uomo. Nello stadio iniziale della brucellosi e
presente una batteriemia continua di basso grado, facilmente rilevabile con un prelievo di due o
tre set di emocolture. In questa fase i risultati dei test sierologici risultano negativi o con titoli
anticorpali bassi o borderline. Con il progredire dell'infezione, il microrganismo viene sequestrato
dai macrofagi ed e quindi difficilmente rilevabile anche prelevando numerosi di emocolture. |
fattori che influenzano la possibilita di isolare il microrganismo da emocoltura sono relativi al
microorganismo stesso (specie), al paziente (eta, durata dei sintomi, malattia sistemica vs focale,
prima infezione vs recidiva, precedente o attuale somministrazione di antibiotici) e al prelievo e
processazione delle emocolture (volume di sangue e numero di set prelevati, tipologia e durata
del monitoraggio delle emocolture, sensibilita del sistema a monitoraggio continuo, esecuzione di
subcolture periodiche in cieco (Yagupsky et al, 2019)

Per lisolamento di Brucella spp. i sistemi automatici a monitoraggio continuo, in cui la
rilevazione della crescita batterica & basata sulla produzione di CO2 da parte dei microrganismi,
non necessitano il prolungamento dell’incubazione rispetto allo standard di 5 giorni (CLSI, 2022).

7.4 Campylobacter spp.

Le specie appartenenti al genere Campylobacter possono essere causa di batteriemia nei
soggetti ospedalizzati e negli individui immunocompromessi
(https://www.cdc.gov/campylobacter/technical.htmL).

Le specie piu comuni, quali C jejuni, C. larie C.fetus causano principalmente endocarditi infettive
e meningiti. Il tempo di incubazione per l'isolamento di Campylobacter spp. in sistemi
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automatizzati e di 5 giorni. Le subcolture si eseguono su terreni come Columbia blood agar base
o terreni selettivi per Campylobacter, incubati per almeno 3 giorni in condizioni di microaerofilia.
L'identificazione microbiologica puo essere effettuata con tecnologia MALDI-ToF MS, i test di
sensibilita agli antibiotici possono essere eseguiti con il metodo della microdiluizione in brodo o
disco-diffusione (Goyala et al, 2021; https://www.fda.gov > media » 101423 > download).

7.5 Helicobacter spp.

Le batteriemie sostenute da specie di Helicobacter enteroepatiche sono frequentemente riportate
in pazienti immunocompromessi. Il tempo di positivita dell'emocoltura puo essere relativamente
lungo, molti studi riportano un tempo medio di 3-4 giorni (Araoka et al, 2014). L'isolamento di
Helicobacter spp. € difficile e in caso di emocoltura negativa dopo 7 giorni di incubazione e forte
sospetto clinico si consiglia la subcoltura del brodo in condizioni di microaerofilia, mantenendo
percentuali di umidita del 70-80% e tempi di incubazione di almeno 7 giorni (CLSI 2022).
L'identificazione si avvale della tecnologia MALDI-ToF su singole colonie.

7.6 Francisella spp.

Francisella tularensis cresce molto lentamente, puo richiedere fino a 7 giorni di incubazione per
la positivita dell'emocoltura e 2-3 giorni per la crescita delle colonie su agar cioccolato. La
diagnosi microbiologica si avvale, per lidentificazione, di procedure standard e/o di tecniche
molecolari. La sensibilita antibiotica puo essere valutata direttamente da emocolture, con saggi
rapidi come UE-test, in grado di fornire concentrazioni di MIC affidabili (Shifman et al, 2021). Rari
casi di batteriemie causate da specie quali F. pAilomiragia e F. opportunistica sp. nov., sono stati
descritti in pazienti immunocompromessi (Chua et al, 2021, Dietrich et al, 2020). Devono essere
attuate rigorose precauzioni di sicurezza per prevenire la trasmissione all'operatore (mandatoria
la manipolazione in laboratori di biosicurezza di classe 3).

1.7 Batteri del gruppo HACEK

| suoi componenti sono: Haemophilus spp., Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Cardjobacterium hominis, Eikenella corrodens e Kingella kingae. Sono batteri Gram-negativi a
lenta crescita, che costituiscono il microbiota del cavo orale e del tratto respiratorio superiore,
con bassa patogenicita. Nel 1-3% possono essere causa di endocarditi infettive e altre infezioni
(Revest et al, 2016; Khaledi et al, 2022). Crescono con difficolta in coltura, si raccomanda quindi
l'utilizzo di terreni arricchiti e/o incubazione in condizioni di CO, al 5-10% e tempi di incubazione
prolungati.

7.8 Legionella pneumophila

L. pneumophila e l'agente eziologico responsabile di forme severe di polmoniti acquisite in
comunita (CAP). Il sierogruppo 1 (Lpl) & quello piu comunemente isolato e responsabile di
numerose epidemie (Ricci et af, 2022). In letteratura, sono stati riportati rari casi di batteriemie
da L. pneumophila correlate a polmonite, ad endocarditi/miocarditi ed encefaliti ed in pazienti con
porpora trombocitopenica idiopatica (lliadi et al/, 2022). La possibilita di recupero di L.
pneumophila da emocolture & molto limitata, in quanto questo batterio rimane in fase stazionaria,
senza replicarsi. Il gold standard per la diagnosi di infezione da L. pneumophila é l'isolamento del
microrganismo in campioni di lavaggio bronco-alveolare (BAL) e espettorato in terreni arricchiti,
quali BCYE agar o selettivi quali il Glycine-Vancomycin Polymyxin-Cycloheximide (GVPC). Le
colonie crescono in condizioni di microaerofilia (2.5% CO,) in camera umida e sono ben visibili
dopo 4 giorni di incubazione. L'identificazione rapida si esegue con MALDI-ToF MS, tecniche di
PCR e/o Real-Time PCR (lliadi et al, 2022). Un nuovo approccio, alla portata di pochi laboratori,
per la diagnosi di legionellosi in campioni di lavaggio bronco-alveolare fluido (BALF) e sangue &
basato su test di next-generation sequencing (Yue et al, 2021).

7.9 Leptospira spp.

Associazione Microbiologi Clinici Italiani ETS (AMCLI ETS)
Via C. Farini 81 - 20159 Milano - T. 02 66801190 - segreteriaamcli@amcli.it
N. 26168 iscrizione RUNTS - sez. “G - altri enti del Terzo Settore” - Iscrizione REA MI - 1969948
C.F. 06653690153 - P.I. 12404560158



25/45 ‘ Percorso Diagnostico INFEZIONI DEL TORRENTE CIRCOLATORIO 2023

E responsabile di forme respiratorie severe associate a danno renale, con un alto tasso di
mortalita. La maggior parte dei casi di leptospirosi si identifica mediante indagini sierologiche. La
leptospiremia e di breve durata e si verifica durante la prima settimana di malattia acuta. Le
emocolture devono pertanto essere eseguite precocemente ed incubate ad una temperatura di
30° C in quanto Leptospira non sopravvive a 35° C. L'isolamento richiede terreni specifici come
Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris  con aggiunta di 5-fluorouracile ed un tempo di
incubazione di almeno 13 settimane e per un massimo di 6 mesi, monitorati settimanalmente
mediante esame microscopico in campo oscuro (Girault et al, 2017). Per lidentificazione delle
quattro specie di Lepfospira patogene, L. borgpetersenii, L. interrogans, L. kirschneri e L.
noguchiiome, si utilizzano test di PCR o real-time PCR basati sull'amplificazione dei geni secY e
ompL1e/o del gene lipL32 (Allan et al, 2020; Blanchard et al, 2021).

7.10 Mycoplasma spp.

Mycoplasma hominis @ un commensale del tratto urogenitale inferiore in adulti sessualmente
attivi. Mycoplasma hominis e Mycoplasma pneumoniae possono determinare infezioni del
torrente circolatorio. Occasionalmente M. hominis pud essere responsabile di batteriemia nei
neonati. Le emocolture devono essere incubate per un periodo di 7 giorni con successiva semina
su terreni agarizzati SP4 (Waites et al, 2007). Tuttavia la crescita nelle emocolture € molto
difficile per gli effetti inibitori del sodio-polyanethol-sulfonato (SPS), un anticoagulante
largamente usato nei brodi per emocoltura, e a causa del fatto che tali microrganismi, privi di
parete cellulare, difficilmente sopravvivono in vitro. Difficile € anche l'osservazione microscopica
che richiede una colorazione con arancio di acridina. L'accuratezza diagnostica aumenta con
('utilizzo di real-time PCR (Oeser et al,, 2020).
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8. INFEZIONI DEL TORRENTE CIRCOLATORIO SOSTENUTE DA
MICETI

Anche nel caso delle fungemie/candidemie 'emocoltura rappresenta il gold standard diagnostico.
La crescita si verifica, in molti casi, entro i cinque giorni di incubazione con alcune eccezioni per
Cryptococcus neoformans, Fusarium spp., Scopulariopsis spp., Exophiala spp. e per i funghi
dimorfi. Tutti i funghi crescono bene nei flaconi per aerobi, mentre l'uso dei flaconi per miceti non
e specificamente raccomandato (De Plato et af, 2019). Anche per questi patogeni lidentificazione
si puo avvalere della tecnologia MALDI-ToF MS e/o di tecniche di biologia molecolare. Utile alla
diagnosi delle infezioni del torrente circolatorio da miceti & anche lutilizzo di sistemi che
consentano la valutazione della presenza di antigeni fungini (biomarcatori fungini). Tali test sono
basati sul dosaggio di antigeni fungini specifici e/o anticorpi. | biomarcatori piu comunemente
usati solo la ricerca di antigeni quali mannano, 1-3-B-D-glucano e galattomannano e degli
anticorpi anti-mannano ed anti-tubo germinativo di Candida (CAGTA) (Martin-Loeches et al, 2019)
(Tabella b).

Tabella 5 - Biomarcatori di Infezione Fungina Invasiva di uso comune

Biomarcatori di candidiasi invasiva Biomarcatori di aspergillosi invasiva
e Mannano e (Galattomannano
e Anticorpi anti-mannano e 1-3-B-D-glucano
e CAGTA(Candida albicans germ tube
antibody)
e 1-3-B-D-glucano

Questo approccio diagnostico offre risultati pit rapidi per il processo decisionale terapeutico,
sebbene l'accuratezza di questi test vari ampiamente in base all'agente eziologico, al tipo di
campione, alle caratteristiche cliniche dell'ospite ed al test utilizzato.

Una particolare menzione spetta alle candidemie sostenute da Candida auris per la sua diffusa
resistenza ai farmaci antifungini e per l'alto tasso di mortalita (~72%) (Borman et al,, 2016; Raiesi
et al, 2019). E cruciale, nella sorveglianza ospedaliera, la sua rapida identificazione mediante
MALDI-ToF MS e Real-time PCR. Alcune tecnologie di biologia molecolare combinate alla
risonanza magnetica sono eseguibili direttamente da sangue intero del paziente (culture free
system) e sono in grado di identificare C. aurisin poche ore (< 5 ore) con una buona sensibilita: <5
CFU/mL (Lockhart et al, 2022). Per facilitarne lisolamento in coltura recentemente sono stati
sviluppati nuovi terreni cromogeni dedicati (ad esempio CHROMagar™ Candida plus [CHROMagar]
o HiCrome™ C. auris MDR selective agar [HiMedia)).
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9.INFEZIONI  DEL TORRENTE CIRCOLATORIO  CATETERE-
CORRELATE

| dispositivi intravascolari sono diventati componenti essenziali della medicina moderna per la
somministrazione per via endovenosa di liquidi, farmaci, emoderivati, nutrizione parenterale,
monitoraggio dello stato emodinamico e per emodialisi. La presenza di dispositivi intravascolari
porta allinsorgenza delle infezioni catetere-correlate (catheter-related bloodstream infections,
CRBSI) che costituiscono una importante causa di infezioni nosocomiali. Sono associate ad un
aumento di morbidita, mortalita e ad elevati costi ospedalieri (Spelman et al, 2017; Ziegler et al,
2015).

Le linee guida internazionali descrivono ampiamente i punti chiave da applicare per ridurre il
rischio di CRBSI (Chaves et al, 2018; Farina et al, 2019). Si stima che il 15-30 % di tutte le
batteriemie nosocomiali siano catetere-correlate (Tome et al, 2021).

La CRBSI e sospettata:

- nei pazienti con cateteri endovenosi, in caso di insorgenza di febbre, brividi o altri segni di sepsi

- nei pazienti con infezioni metastatiche (emboli settici)

- nei casi di batteriemia persistente o ricorrente causata da microrganismi che colonizzano la
cute.

Nei pazienti con sospetta CRBSI, devono essere eseguite, simultaneamente, due emocolture, una
da vena periferica e l'altra da catetere. Per i cateteri venosi a lume multiplo si suggerisce che le
colture di sangue siano prelevate da tutti i lumi (stesso volume da ciascun lume) per stabilire una
diagnosi di CRBSI. | flaconi per emocolture devono essere incubati tempestivamente al fine di
interpretare i risultati sulla base di tempo di positivizazione di ogni set di emocoltura.
L'identificazione del microrganismo nelle infezioni catetere-correlate e considerata cruciale per
interpretare il significato del risultato. Stafilococchi coagulasi-negativi, Cutibacterium spp.,
Bacillus spp. cosi come la maggior parte dei Corynebacterium spp., considerati in genere
contaminanti, rappresentano la principale causa di infezione catetere-correlata (Chaves et al,
2018).

Per le CRBSI batteriche, e necessario misurare la differenza tra i tempi di positivizzazione DTP
(differential time to positivity) delle emocolture ottenute da catetere venoso centrale e quelle da
vena periferica. E altamente suggestiva di CRBSI la positivizzazione delle emocolture ottenute da
catetere 2120 min prima di quelle da una vena periferica per lo stesso microrganismo (stessa
specie, stesso fenotipo e stesso antibiotipo). Non & stato stabilito un cut-off del DTP ottimale per
la diagnosi di candidemia catetere-relata.

L'utilizzo della tecnologia MALDI-ToF MS per lidentificazione rapida dei microrganismi ha un
forte impatto clinico nel management dei pazienti con CRBSI. Contrariamente, ad oggi non ci sono
studi soddisfacenti circa l'utilizzo delle tecniche di biologia molecolare come metodi di
implementazione nella diagnosi di CRBSI.

Metodi conservativi per la diagnosi di CRBSI includono anche il brushing endoluminale, le colture
superficiali della cute peri-catetere (exi/t-site) e la colorazione di Gram con arancio di acridina.
L'osservazione microscopica dei microrganismi considerando 100 campi puo essere indicativa di
batteriemia catetere-correlata (Chaves et al., 2018).

Per approfondimenti si rimanda al documento del percorso diagnostico Infezioni correlate
all'assistenza e dei dispositivi impiantabili, “le infezioni associate ai cateteri vascolari” a cura del
GRUPPO DI LAVORO PER LE INFEZIONI CORRELATE ALL'ASSISTENZA E DEI DISPOSITIVI
IMPIANTABILI (GLICADI) dell’Associazione Microbiologi Clinici Italiani (AMCLI).
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10. ENDOCARDITE INFETTIVA

L'endocardite infettiva (EI) e un'infezione che colpisce l'endocardio con interessamento delle
valvole cardiache (native o protesiche) e/o di un dispositivo cardiaco. La El e classificata come:

e Acuta, se la sintomatologia perdura per meno di 6 settimane;

e Subacuta, se la sintomatologia perdura per un periodo compreso tra 6 settimane e 3 mesi;

e Cronica se la sintomatologia perdura per piu di 3 mesi.

Le manifestazioni cliniche includono vegetazioni valvolari, ascessi e miopericarditi (Hubers et al,
2020.

In un paziente con sospetta El devono essere effettuati almeno due set di emocolture per
incrementare il volume di sangue in coltura e consentire l'identificazione di possibili contaminanti
(CLSI 2022).

La diagnosi di El si basa sui criteri diagnostici modificati di Duke, riassunti in tabella 6, in cui gioca
un ruolo importante la positivita dell'emocoltura (Habib et al, 2015; Rezar et al, 2021).

La diagnosi di El richiede la soddisfazione di 2 criteri clinici maggiori oppure 1 criterio maggiore e
3 criteri minori oppure 5 criteri minori.

La El viene definita possibile in presenza di 1 criterio maggiore e 1 criterio minore oppure 3 criteri
minori.

La diagnosi di El viene esclusa quando e presente una diagnosi alternativa definitiva, quando i
segni sintomi si risolvono con 4 giorni di terapia antibiotica, quando non vi & evidenza patologica
per El al momento dell'intervento chirurgico (con terapia antibiotica di 4 giorni) e quando i criteri
per una El possibile non sono soddisfatti.

Tabella 6 - Criteri di Duke modificati per la diagnosi di endocardite infettiva

Criteri Maggiori Criteri Minori
e Predisposizione: condizione cardiaca

e Isolamento di un tipico agente eziologico di predisponente o uso di stupefacenti per via
El® da 2 emocolture separate endovenosa

e Emocolture persistentemente positive per e Febbre 38°C
qualsiasi microrganismo (almeno 2 e Fenomeni vascolari: emboli arteriosi, infarti
emocolture positive da campioni prelevati a polmonari settici, aneurisma micotico,
una distanza > 12 ore) emorragia cerebrale, emorragie

e Singola emocoltura positiva per Coxiella congiuntivali e lesioni di Janeway
burnetiio titolo anticorpale anti-fase | IgG o Evidenze microbiologiche che non
>1:800 soddisfano i criteri maggiori

e Ecocardiogramma color doppler positivo per | ¢ Emocoltura positiva che non soddisfa i
segni di El tra cui vegetazione, ascesso, criteri maggiori
nuova deiscenza parziale di una valvola e Fenomeni immunologici (nodi di Osler,
protesica o nuovo rigurgito valvolare macchie di Roth, fattore reumatoide o

glomerulonefrite)

Gli approfondimenti di /imaging, quali tomografia cardiaca computerizza (TC), ecocardiogramma
transtoracico (TTE) e tomografia ad emissione di positroni (PET) hanno migliorato l'accuratezza
diagnostica delle El. Le cause di El sono legate a due fattori:

. comparsa di una batteriemia
. lesioni dell'endocardio e/o del rivestimento endoteliale (Hubers et al., 2020).

La batteriemia associata ad El e continua e le emocolture rappresentano il gold standard
diagnostico. Non necessariamente devono essere eseguite in presenza di febbre, e sono
raccomandati almeno 2 set di emocolture, possibilmente prima della somministrazione della
terapia antibiotica empirica, per incrementare il volume di sangue in coltura e consentire
lidentificazione di possibili contaminanti (CLSI 2022).
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S. aureus e il principale patogeno correlato a El, isolato nel 31% dei casi, seguono, streptococchi
viridanti, Enterococcus spp. e il gruppo dei microrganismi HACEK. La maggior parte di questi
microrganismi produce biofilm in grado di eludere il sistema immunitario dell'ospite e di resistere
al trattamento antibiotico. Raramente specie di Candida e Aspergillus sono responsabili di El,
associata alla presenza di grandi vegetazioni, aumentato rischio tromboembolico, di ascessi
perivalvolari e ad una scarsa capacita delle terapie antifungine di raggiungere il sito infettivo.

La “endocardite coltura-negativa” riguarda il 5-10% dei casi, caratterizzati da emocoltura negativa
(Cox et al, 2020). La diagnosi si basa sull'utilizzo di test molecolari, per di piu in house e
difficilmente disponibili in commercio per luso diagnostico in vitro. | test sierologici possono
essere di ausilio, tuttavia e necessario considerare le cross-reattivita e risultati falsamente
positivi (Liesman et al, 2017).

L'endocardite “coltura-negativa” puo essere dovuta:

alla somministrazione di terapia antibiotica prima dell'esecuzione delle emocolture;

e ad agenti eziologici quali “batteri esigenti o difficill’ quali quelli appartenenti al gruppo HACEK,
Cutibacterium (Propionibacterium) acnes, batteri intracellulari come Bartonella spp.,
Chlamydia spp., e Tropheryma whipplei o fungini, quali Candida spp. Si sottolinea come, per la
El da Legionella spp., Chlamydia/Chlamydophila spp. e Mycoplasma spp., di rarissimo
riscontro, sono necessari specifici e approfonditi studi finalizzati a stabilire le metodologie e
tecnologie piu efficaci per la diagnosi microbiologica (Liesman et al, 2017; Hubers et al,, 2020);

o alla eziologia non infettiva.

La tabella 7 sintetizza le principali procedure diagnostiche utilizzabili per la diagnosi di El
“coltura-negativa” (Habib et at, 2015)

Tabella 7 - Procedure diagnostiche utilizzabili per la diagnosi delle di endocardite infettiva con
emocoltura negativa

Patogeni Procedure diagnostiche

Emocoltura, sierologia, colture, immunoistologia e PCR di materiale

Brucella spp. chirurgico

Sierologia (IgG fase | >1:800), coltura tissutale, immunoistologia e

Coxiella burnetii PCR di materiale chirurgico.

Emocoltura, sierologia, colture, immunoistologia e PCR di materiale
Bartonella spp.

chirurgico
Tropheryma whipplei Istologia e PCR di materiale chirurgico
Emocoltura, sierologia, colture, immunoistologia e PCR di materiale
Mycoplasma spp. . )
chirurgico
. Emocoltura, sierologia, colture, immunoistologia e PCR di materiale
Legionella spp. . :
chirurgico
Miceti Emocolture, sierologia, PCR del materiale escisso.
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11. CONSERVAZIONE DEGLI ISOLATI

BOX: Il laboratorio deve conservare gli isolati compresi i microorganismi considerati
contaminanti, in piastre sigillate o conservare i flaconi di emocoltura positivi a temperatura
ambiente per minimo due settimane, per rispondere alla richiesta di eventuali approfondimenti
diagnostici da parte del clinico.

Ci sono due modalita per conservare gli isolati batterici, adatte a due diversi obiettivi:

e Conservazione degli isolati per ulteriori indagini finalizzate alle decisioni terapeutiche (ad es.,
introduzione di un farmaco non saggiato nell’antibiogramma iniziale) o allo studio di determinanti
di virulenza (ad es., rilevazione della positivita di un isolato di S. aureus per Leucocidina di
Panton-Valentine): conservare le piastre sigillate o i flaconi di emocoltura positivi a temperatura
ambiente per una, massimo due settimane (CLSI, 2022)

e Conservazione degli isolati per ulteriori approfondimenti non direttamente correlati alla
gestione clinica del paziente, nell'ambito di studi epidemiologici, di farmaco-resistenza, di
virulenza, etc: conservare con lausilio di crioprotettori sterili come il glicerolo 10% o il
dimetilsolfossido (DMS0) 5% a —=20° o meglio, —80°C.
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12. REFERTAZIONE ED INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI

| risultati dell'emocoltura, positiva o negativa, hanno un impatto rilevante nella cura del paziente
settico, nella gestione della terapia antibiotica e nel controllo delle infezioni (Weinbren et al,
2018). | risultati dellemocoltura positiva devono essere comunicati al clinico rapidamente e tutto
liter diagnostico, comprese le comunicazioni dei risultati parziali e definitivi, deve essere
tracciabile. Nel delineare la tracciabilita si devono scegliere dei sistemi informativi che
consentano anche di valutare l'appropriatezza delle richieste e per contro che permettano ai
clinici la consultazione dei referti step by step, come: verifica della richiesta, sito di prelievo e
numero di set di emocolture inviati in laboratorio, data e ora del prelievo e del check in (calcolo
del A fra ora di prelievo e check-in).

E inoltre essenziale poter rilevare con precisione data e ora dell’inizio dellincubazione delle
emocolture e data e ora della positivizzazione di ciascun flacone (time to detection [TTD]).

Il referto, generalmente elettronico, deve contenere informazioni chiare su tutto liter diagnostico
eseguito in laboratorio, deve essere facilmente leggibile e ben organizzato in maniera tale che le
varie voci (tempo di positivizzazione, colorazione di Gram, identificazione dell'agente eziologico,
eventuali geni e/o determinanti di resistenza ad esso associati, risultati dei test di sensibilita agli
antibiotici) siano facilmente interpretabili dai clinici (CLSI 2022).

Considerando limportanza del dato microbiologico nella gestione del paziente con infezione del
torrente circolatorio si raccomanda la produzione di uno o piu referti preliminari che precedano il
referto definitivo.

12.1 Referti preliminari

E bene che le informazioni derivanti dai vari passaggi delliter diagnostico siano resi disponibili
nella modalita di referto preliminare. Di seguito si riportano alcuni step che possono essere
inclusi in un referto preliminare:

e Esito della colorazione di Gram. Il risultato del Gram & mandatorio nell'ottimizzazione della
terapia antibiotica e deve essere comunicato al clinico tempestivamente, idealmente entro un'ora
dalla positivizzazione. Una ritardata segnalazione di positivita comporta un aumento della
mortalita (Sautter et al, 2015 e Barenfanger et al, 2008).

o Esito della identificazione mediante MALDI-ToF MS utile nellidentificazione rapida di
microrganismi direttamente da flaconi di emocolture positivi /o da colonia giovane.

e Esiti di pannelli sindromici - multiplex-PCR o microarray, che consentono di identificare
numerosi patogeni e i principali determinanti genici di resistenza agli antibiotici, direttamente da
emocoltura positiva e/o da sangue intero. (vedi paragrafo 4.2.2 e 4.2.6). La loro applicazione &
strettamente legata a programmi concordati con i clinici in un contesto di stewardship
diagnostica (Lamy et al, 2020) e antimicrobica (Jonasson et al,, 2020; Sfeir et al., 2020).

« Esiti dei test genotipici e/o fenotipici rapidi per la ricerca di geni e/o meccanismi di
resistenza (vedi paragrafo 4.2.3).

+ Risultati dellantibiogramma fenotipico diretto da emocoltura (vedi paragrafo 4.2.4
Antibiogramma fenotipico rapido).

12.2 Referto definitivo

Il referto definitivo deve essere preferibilmente prodotto per set di emocolture e riportare
informazioni relative a entrambi i flaconi del set; deve altresi includere tutte le informazioni dei
referti preliminari con l'aggiunta di informazioni quali ad esempio l'antibiogramma da coltura
laddove non & possibile eseguire lantibiogramma fenotipico rapido. Eventuali discordanze
rispetto ai risultati preliminari devono essere segnalate chiaramente nel referto definivo
tracciando possibilmente data e ora di entrambi.
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13. REQUISITI MINIMI DEL LABORATORIO DI MICROBIOLOGIA CHE
ACCETTA EMOCOLTURE

13.1 Biosicurezza

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

Le emocolture possono essere processate solo nei Laboratori di Microbiologia che possano
assicurare la protezione della salute dei lavoratori e personale adeguatamene formato.

Senza entrare nel merito degli aspetti organizzativi e strutturali, si sottolinea che il Laboratorio
deve disporre della strumentazione adeguata, di cappe a flusso laminare almeno di secondo
livello, nonché di dispositivi di protezione individuale, come previsto dal DL 81/2008 e sue
integrazioni.

13.2 Requisiti organizzativi e tecnologici

Negli ultimi anni, U'evoluzione tecnologica ha fornito delle possibilita concrete di miglioramento
della qualita dei servizi offerti dai Laboratori di Microbiologia Clinica. In particolare, le tecnologie
disponibili consentono di migliorare gli standard qualitativi e di abbreviare i tempi di ottenimento
di alcune informazioni rilevanti per la diagnosi eziologica delle infezioni del torrente circolatorio.
Tuttavia, le nuove tecnologie sono state adottate dai laboratori in maniera non uniforme (ldelevic
et al, 2019). In alcuni casi esiste l'evidenza, supportata da metanalisi, che l'adozione di queste
tecnologie comporta un vantaggio in termini di miglior oufcome per i pazienti o una
razionalizzazione dell'utilizzo degli antibiotici. In altri casi, i prodotti di letteratura scientifica
disponibili e l'esperienza del panel di stesura di questo documento consentono di formulare
alcune raccomandazioni.

Di seguito vengono elencati alcuni requisiti organizzativi o tecnologici essenziali per i Laboratori
di Microbiologia Clinica che accettano emocolture:

e Attivita di monitoraggio della qualita della fase pre-analitica

e Sistemi per linformatizzazione dei referti e del flusso dei dati di laboratorio;

e Sistema per il monitoraggio continuo delle emocolture e capacita di incubare i flaconi 24
ore su 24,

e Tecnologia MALDI-ToF per lidentificazione batterica e fungina;

e Sistema molecolare per la ricerca di meccanismi di resistenza e identificazione batterica
rapida da brodo di emocoltura positiva

e Biobanca o congelatori per la conservazione degli isolati clinici di interesse

13.2.1 Attivita di monitoraggio della qualita della fase pre-analitica

| Laboratori di Microbiologia devono intraprendere un percorso di miglioramento continuo,
assieme ai reparti clinici, mirato alla ottimizzazione delle fasi di prelievo, conservazione e
trasporto delle emocolture. Nel contesto del percorso di miglioramento devono essere monitorati
alcuni parametri qualitativi almeno con cadenza annuale (Lamy ef al, 2018):

e Tasso di emocolture singole nelle 24 ore

e Tasso di emocolture che non raggiungono o che superano il volume di sangue ottimale
compreso fra 5-10 mL (solo per i Laboratori che dispongono di un sistema automatizzato per il
controllo del volume di riempimento dei flaconi) (Khare et al, 2019)

e Tasso di contaminazione delle emocolture (Snyder et al, 2012, cdc et al, 2015)

13.2.2 Sistemi per linformatizzazione dei referti e del flusso dei dati di laboratorio;

L'introduzione efficace degli strumenti informatici aumenta l'accuratezza, la tempestivita e la
completezza degli esami microbiologici, riducendo al contempo il carico di lavoro di laboratorio,
concorrendo a un'ottimizzazione del flusso di lavoro e alla riduzione dei costi (Rhoads et al,, 2014;
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Bruins et al, 2011). Uno studio comparativo multi-centrico ha dimostrato che i referti elettronici
sono piu tempestivi e pit completi rispetto ai metodi di comunicazione cartacei o telefonici (Effler
1999).

L'implementazione di sistemi di refertazione elettronici e in genere molto apprezzata dai clinici. |
principali vantaggi percepiti sono la riduzione della comunicazione cartacea e la possibilita di
interpretare i risultati in relazione ad altri dati dei pazienti (Bruins et al, 2011).

Una revisione sistematica e meta-analisi delle best-practices relative alle infezioni del torrente
circolatorio ha evidenziato una riduzione della mortalita associata alla implementazione di test
molecolari rapidi associati con comunicazione diretta dei risultati al clinico responsabile del
paziente (Buehler et al, 2016).

La maggior parte dei laboratori di Microbiologia e dotata di sistemi informatici dedicati (detti
anche Laboratory Information Systems, LIS), in grado di gestire integralmente il flusso
informativo del laboratorio. Questi sistemi costituiscono un supporto imprescindibile per ogni
intervento di miglioramento, garantendo la disponibilita di dati standardizzati sui tempi di
refertazione cumulativi e dei singoli esami.

13.2.3 Sistema per il monitoraggio continuo delle emocolture e capacita di incubare i
flaconi 24 ore su 24;

Vista la gravita clinica e la rapida possibilita di evoluzione di alcune infezioni che coinvolgono il
torrente circolatorio e vista l'importanza della diagnosi eziologica nellimpostazione della terapia
antimicrobica appropriata, i Laboratori di Microbiologia dovrebbero garantire orari di apertura
per l'accettazione e l'incubazione immediata degli esami di emocoltura 24 ore su 24, tutti i giorni
dell’anno. Qualora la limitatezza delle risorse umane non consenta la copertura continuativa sono
accettabili soluzioni organizzative in cui vengono installati nei reparti di degenza e/o nei reparti di
emergenza/urgenza delle strumentazioni random access per lincubazione e il monitoraggio
automatico della positivita dei flaconi di emocoltura (Lamy et al, 2020).

In questo contesto i sistemi per l'automazione del laboratorio sono fondamentali. In particolare,
sono disponibili e rappresentano un supporto irrinunciabile gli strumenti di monitoraggio
continuo delle emocolture. Tipicamente, questi strumenti controllano elettronicamente i flaconi
per rilevare l'eventuale crescita microbica su base quasi continua, in genere una volta ogni 10
minuti. Le tecniche per il rilevamento di microrganismi sono costantemente migliorate ed anche
se nessuno di questi sistemi ha performance perfette, tutti si sono dimostrati utili nel velocizzare
il riconoscimento degli agenti eziologici di batteriemia

Inoltre, negli ultimi anni, la riduzione delle risorse economiche e umane disponibili, comune a
molte realta sanitarie, ha frequentemente portato allaccorpamento dei laboratori di
microbiologia clinica. A fronte dei conseguenti aumenti dei volumi di campioni, sono stati
implementati dei sistemi di automazione aggiuntivi, al fine di facilitare i processi analitici su alti
flussi di campioni.

Molteplici esperienze hanno dimostrato che lintroduzione di sistemi per l'automazione in
microbiologia conduce a un incremento della qualita, dell’efficienza e a una riduzione dei costi
laboratoristici tramite la standardizzazione della fase di semina, incubazione, e alla possibilita di
lettura virtuale delle piastre. (Yannick et al, 2015). In particolare, gli strumenti per la automazione
della semina dei campioni clinici su terreni solidi si sono dimostrati utili nel migliorare la
standardizzazione dell'isolamento, contribuendo in tal modo a un migliore flusso di lavoro
complessivo, abbreviando i tempi ai risultati e fornendo risultati piu accurati per i campioni
polimicrobici (Froment et al, 2014; Strauss & Bourbeau, 2015; Theparee et al, 2018). | sistemi di
automazione della semina sono un requisito base per i laboratori con elevati flussi di campioni
(almeno 25.000 esami batteriologici/anno).

13.2.4 Tecnologia MALDI-TOF per lidentificazione batterica e fungina
L'esecuzione di un'accurata identificazione a livello di specie del sospetto agente eziologico di
infezione e un passaggio fondamentale nella caratterizzazione di tutti i campioni microbiologici
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sottoposti a esame colturale. Per molti anni l'identificazione batterica é stata eseguita sulla base
delle caratteristiche fenotipiche e biochimiche delle colonie batteriche cresciute su terreni solidi.
Tuttavia, questo tipo di approccio forniva spesso risultati ambigui e costringeva a tempi di
refertazione lunghi, compresi tra le 18-24 ore.

Negli ultimi anni il processo laboratoristico di identificazione batterica e fungina e stato
completamente rivoluzionato dall'introduzione di tecniche basate sulla spettrometria di massa di
tipo MALDI-ToF MS, da colonia batterica (Saffert ef al, 2012; Croxatto et al, 2012; Patel et al, 2015;
Patel et al, 2016). Il successo di questa tecnica e dovuto all'ampio spettro di organismi
identificabili, alla rapidita (pochi minuti) di esecuzione, all'accuratezza, alla riproducibilita del
metodo e ai costi contenuti. Inoltre, la possibilita di utilizzare queste tecnologie anche per
lidentificazione diretta da flacone di emocoltura o da subcoltura precoce (pratica piu utilizzata e
organizzativamente pil sostenibile) (ledelevic et af, 2019) ha fatto si che la tecnologia MALDI-ToF
MS sia stata rapidamente adottata dalla maggior parte dei laboratori di Microbiologia Clinica
(Dubourg et al, 2018). E possibile ipotizzare, inoltre, che le applicazioni della tecnologia MALDI-
TOF MS in Microbiologia Clinica continueranno a crescere in futuro (Welker et al, 2019).

Numerosi studi hanno dimostrato che lintroduzione della tecnologia MALDI-TOF MS e la
conseguente riduzione dei tempi di esecuzione dellidentificazione batterica hanno un impatto
positivo su: i) mortalita dei pazienti con batteriemia; ii) appropriatezza della terapia antibiotica; iii)
durata della degenza (Delport ef al, 2017; Huang et al, 2013; Perez et al, 2013; Osthoff et al, 2017;
Nagel et al, 2014; Patel ef al, 2016; Beganovic et al, 2017)

E fondamentale notare che la maggior parte dei lavori citati che documentavano un
miglioramento della qualita della terapia antibiotica, prevedevano interventi integrati di antibiotic
stewardship assieme all’introduzione della tecnologia MALDI-TOF MS.

13.2.5 Sistema molecolare per la ricerca di meccanismi di resistenza e identificazione
batterica rapida da brodo di emocoltura positiva

| test genotipici (o molecolari) per la diagnosi eziologica delle infezioni del torrente circolatorio
sono test basati, per la maggior parte, sulla reazione a catena della polimerasi che possono
essere utilizzati partendo dal brodo del flacone di emocoltura positiva. In genere questi test
prevedono la possibilita di eseguire una identificazione a livello di specie associata alla
rilevazione di determinanti genici di resistenza rilevanti, con un tempo di analisi complessivo
inferiore alle 3 ore.

Una recente metanalisi ha dimostato che i due principali sistemi commerciali, vale a dire i sistemi
Verigene® e FilmArray®, hanno performace elevate in termini di sensibilita e specificita per la
rilevazione dei meccanismi di resistenza su flaconi di emocoltura positivi per batteri Gram-
negativi (Fiori et al, 2019)

Una metanalisi condotta da Timbrook e colleghi (Timbrook et al, 2016) ha dimostrato come
lUintroduzione di test genotipici rapidi conduce a una riduzione significativa della mortalita dei
pazienti con infezioni del torrente circolatorio, quando lintroduzione del test e associata
all'implementazione di un programma di antimicrobial stewardship. Assieme alla riduzione della
mortalita, l'utilizzo di questi test conduce ad una riduzione del tempo necessario per l'adozione
della terapia antimicrobica appropriata e a una diminuzione della lunghezza media della degenza
dei pazienti con infezioni del torrente circolatorio. Gli autori concludono che i test molecolari
rapidi (in realta la metanalisi includeva anche una minoranza di studi in cui venivano adottate le
tecniche PNA/FISH o MALDI-ToF) dovrebbero essere considerati come parte degli standard di
cura nei pazienti con infezioni del torrente circolatorio.

Una revisione della letteratura e metanalisi condotta da Buehler e colleghi (Buehler et al, 2015)
ha evidenziato che tutte e tre le piu diffuse strategie diagnostiche rapide finalizzate a ridurre il
tempo di comunicazione degli esiti degli esami microbiologici conducono a una riduzione del
tempo di implementazione della terapia mirata nei pazienti ospedalizzati con infezioni del
torrente circolatorio e, quindi, potenzialmente a un miglioramento dell’ oufcome clinico.
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In particolare, sia l'uso di test rapidi molecolari con o senza comunicazione diretta che l'utilizzo di
tecniche fenotipiche rapide con comunicazione diretta migliorano la tempestivita della terapia
mirata. Come detto sopra (paragrafo 14.2.2), gli studi inclusi nella metanalisi mostrano una
riduzione significativa e omogenea della mortalita associata all'uso rapidi test molecolari
combinati con la comunicazione diretta.

13.2.6 Biobanca o congelatore per la conservazione degli isolati clinici di interesse

Gli isolati clinici di interesse perché caratterizzati da un comportamento particolarmente
virulento o da un profilo di antibiotico-resistenza inusuale o esteso dovrebbero essere conservati
per lunghi periodi (superiori a una settimana) per possibilita di eventuali re-testing o invio a
centri di riferimento.

14. APPROPRIATEZZA ED INDICATORI DI QUALITA

BOX: L'emocoltura rappresenta il gold standard ed & uno dei campioni che richiede la massima
attenzione da parte del laboratorio. Il miglioramento diagnostico delle emocolture dipende da
fattori legati a tutte le fasi da quella preanalitica a quella post-analitica. E' importante che il
laboratorio di microbiologia monitori i processi attraverso valutazioni almeno semestrali degli
indicatori di appropriatezza e li comunichi ai reparti attraverso relazioni (anche grafiche).

L'emocoltura rappresenta il gold standard per la diagnosi microbiologica delle infezioni del
torrente circolatorio. Il miglioramento diagnostico delle emocolture dipende da fattori legati a
tutte le fasi diagnostiche, preanalitica, analitica e post-analitica. Il prelievo del campione, il tempo
prima dellincubazione, il volume di sangue, il numero di emocolture, il trasporto e la
distribuzione nel laboratorio sono procedure preanalitiche che impattano significativamente sulla
resa diagnostica (Venturelli et a/, 2017). Pertanto, il laboratorio di microbiologia oltre a dare
conferma della diagnosi eziologica, deve tenere conto della qualita dell'intero processo, valutando
gli indicatori di performance chiave e determinando i valori per una qualita accettabile per
assicurare laccuratezza della diagnosi. Inoltre, le attivita volte a garantire la qualita
comprendono anche le attivita post-analitiche, che includono i referti dei risultati e l'outcome dei
pazienti e le attivita eseguite fuori dal laboratorio come la comunicazione e cooperazione con il
personale sanitario. La tabella 8 elenca alcuni esempi di indicatori di performance per ogni fase
del percorso diagnostico dell'emocoltura (CLSI 2022).

Tabella 8 - Indicatori di qualita utili al monitoraggio delle fasi pre-analitica, analitica e post-
analitica delle emocolture

Attivita Indicatori di qualita

1. Fase pre-analitica

Valutazione del paziente e Percentuale di pazienti ammessi in ospedale con sospetta infezione del
(nel caso di Laboratori in | torrente circolatorio per i quali sono ottenute le emocolture come parte
Aziende Ospedaliere in dell'iniziale indagine diagnostica

cui il dato sia ricavabile
dall'ufficio di gestione)

e Percentuale di pazienti per i quali il numero raccomandato di set di
emocolture e eseguito (¢ raccomandato collezionare 2 o 3 set di emocolture in
24 ore per paziente e per ciascun episodio di BSI)

Prelievo delle emocolture | ¢ Percentuale di pazienti per i quali pil set di emocolture sono eseguiti
rispetto a quelli raccomandati: set di emocolture aggiuntivi sono indicati dopo
48/72 ore se non si hanno informazioni dai set iniziali. Emocolture di follow-up
o di sorveglianza non sono raccomandati

Valutazione dei campioni | e Percentuale di flaconi con volumi di sangue maggiori o inferiori rispetto al
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volume raccomandato

e Percentuale di campioni di emocoltura effettuati da accessi vascolari
e Percentuale di campioni di emocoltura rifiutati (per es. flaconi non
identificati)

Trasporto dei campioni
(per i Laboratori che
dispongano di LIS riporti
data e ora di prelievo e
data e ora di ricezione)

e Percentuale di emocolture inviate con ritardo >2-4h

Ricezione campioni e
processamento

e Percentuale di campioni di emocoltura e caricati nel sistema di incubazione
dopo un tempo > 30 minuti l'arrivo in laboratorio

e Percentulae di singoli set di emocoltura (per paziente) presi in carico dal
laboratorio durante un periodo di 24 ore (per i pazienti in ambiente
ospedaliero, almeno 2 set di emocoltura sono raccomandati per ogni episodio
settico).

2. Fase analitica

Rilevazione microbica:
identificazione e AST,
verifica dell'affidabilita
dei risultati e
interpretazione dei
risultati

e Percentuale di flaconi incubati nel sistema di incubazione risultati positivi
e Percentuale di segnali falsi positivi dal sistema di incubazione

e Percentuale di risultati finali della coltura che non corrispondono ai
risultati preliminari (ad esempio, colorazione di Gram, test diagnostico
molecolare rapido)

e Percentuale di emocolture che richiedono la correzione dei risultati
trasmessi

e Percentuale di contaminazione (deve essere piu bassa possibile.
generalmente < 3% come accettabile, ottimale se <1%)

3. Fase post-analitica

Comunicazione eventuali
alerted invio dei risultati
preliminari

e Percentuale di emocolture positive per le quali non viene eseguita
colorazione di Gram o altro esame appropriato entro 1ora e/o per le quali i
risultati non vengono riportati entro 2 ore

e Percentuale di risultati critici segnalati entro 1 ora e con comunicazione
documentata (i risultati critici delle emocolture devono essere comunicati al
clinico entro 1 ora dall’esito. La comunicazione dovrebbe essere registrata nel
registro delle comunicazioni ove previsto dalle politiche aziendali)
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