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1. INTRODUZIONE

L'utilizzo di cateteri vascolari (CV) costituisce un aspetto essenziale dell'assistenza,
permettendo un accesso per la somministrazione di liquidi, elettroliti, farmaci e supporti
nutrizionali. Inoltre, il catetere vascolare puo essere utilizzato come accesso venoso per
eseguire prelievi ematici, per il monitoraggio emodinamico, 'emodialisi e 'emofiltrazione.
La maggior parte dei dispositivi intravascolari e dedicata alluso periferico, ma tra i
dispositivi vascolari vanno annoverati anche cateteri venosi centrali o arteriosi nel caso di
accessi venosi difficili o in caso di monitoraggio emodinamico. Si calcola che ogni anno piu di
cinque milioni di cateteri venosi centrali sono inseriti negli Stati Uniti /Mermel et al 2009; Raad et
al 2014]e numeri simili vengono riportati anche per i paesi europei /Gallieni et al 2008; Aghdassi et
al 2019].

Questo documento fornisce indicazioni sul processo microbiologico e sulle indagini
batteriologiche applicabili alla diagnostica delle infezioni catetere correlate. Gli
approfondimenti riferiti alle emocolture sono ampliamente descritti nello specifico
documento AMCLL: “Percorso diagnostico delle infezioni del torrente circolatorio’, redatto
dal Gruppo dilavoro sulle Infezioni nel paziente critico” del 2023.

2. ASPETTICLINICI

Le infezioni costituiscono una delle complicanze piu gravi associate all'utilizzo dei CV e
rappresentano una delle piu importanti e frequenti infezioni nosocomiali. Si stima che il 15-
30 % di tutte le batteriemie nosocomiali siano catetere-correlate /7ome et al 202]] L'infezione
puo essere localizzata a livello del sito di inserzione, oppure estendersi al torrente
circolatorio (Catheter Related Blood Stream Infection, CRBSI). Negli Stati Uniti sono state
rilevate circa 80.000 CRBSI/anno nelle terapie intensive /Mermel et al 2009, associate a un
aumento di morbidita e mortalita oltre che al prolungamento dei tempi di ospedalizzazione e
allaumento dei costi sanitari [Spelman et al 2017; Ziegler et al 2015].

Il rischio infettivo varia in base al dispositivo intravascolare utilizzato, il tipo e la finalita
d'uso, il sito di inserzione, l'esperienza e la formazione del personale che inserisce il
dispositivo, la frequenza di accesso al catetere, la durata del posizionamento del catetere, le
caratteristiche del paziente e l'utilizzo di comprovate strategie di prevenzione delle infezioni
[Mermel et al 2009). Le linee guida internazionali descrivono ampiamente le misure chiave da
applicare perridurreilrischio di CRBSI /Chaves et al 2018; Farina et al 2019)].

L'incidenza delle CRBSI é di circa 'l % ma puo aumentare fino a 4-8% in caso di cannule
utilizzate per la nutrizione parenterale. Nella popolazione pediatrica la frequenza di
infezione & stata riportata essere piu elevata che nella popolazione adulta. Nei pazienti
oncologici adultiil tasso diinfezione per dispositivi a lungo termine totalmente impiantabili e
risultato estremamente variabile con una frequenza riportata tra 0,018 a 0,35 ogni 1000
giorni di CV. Anche in questo caso nella popolazione pediatrica e stata osservata una
frequenza piu elevata rispetto alla popolazione oncologica adulta e paria1.2/1000 giorni CV. |
pazienti pediatrici, in particolare i neonati e i prematuri, sono piu suscettibili alle infezioni
del torrente circolatorio a causa di un sistema immunitario immaturo e di una discontinuita
della barriera cutanea.

Un trattamento antibiotico precoce puo portare a un miglioramento della prognosi, ma cio e
strettamente associato una corretta e appropriata diagnosi microbiologica. La
sopravvivenza a queste infezioni e associata alla identificazione precoce del
microorganismo responsabile dell'infezione.
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3. TIPOLOGIA DIDISPOSITIVIPER L'ACCESSO VENOSO CENTRALE

3.1Cateteri venosi centrali non tunnellizzati (non-tunneled CVC)

| CVC non tunnellizzati possono essere realizzati in poliuretano o silicone medicale e
vengono inseriti nel sistema venoso periferico (vena succlavia) o nel collo (vena giugulare)
utilizzando un introduttore percutaneo e facendo avanzare la punta del catetere fino
all'altezza della vena cava superiore. Questi CVC sono costruiti per un uso a breve termine
(<15 giorni) e possono essere posizionati anche in pazienti non ospedalizzati al di fuori di un
contesto chirurgico. Possono inoltre essere sostituitiimpiegando un filo guida.

3.2 Cateteri venosi centrali tunnellizzati (tunnelled CVC)

| CVC tunnellizzati sono dispositivi concepiti per un impiego a lungo termine (>30 giorni) per
infusione di farmaci (es. chemioterapici)/fluidi irritanti, vescicanti o soluzioni iper-osmolari
, per alimentazione parenterale e/o per l'accesso al sistema venoso.

Vengono generalmente posizionati con una procedura chirurgica, realizzando un tunnel
sottocutaneo di alcuni centimetri prima di inserirsi nella vena. L'estremita prossimale
emerge daltunnel sottocutaneo in corrispondenza della parete toracica anteriore inferiore.

Una cuffia in Dacron a forma di feltro puo essere presente sulla porzione prossimale della
cannula e viene posizionata nel tratto sub-cutaneo al fine di ancorare il catetere ai tessuti e
garantire il posizionamento nel tempo. La cuffia permette lintegrazione con i tessuti del
paziente e limita la migrazione dei microrganismiverso la porzione distale.

3.3 Cateteri venosi centrali di Groshong (Groshong CVC)

| CVC di Groshong rappresentano una evoluzione dei cateteri tunnellizzati. Diversamente dai
comuni CVC i cui lumi distali sono aperti, i CVC di Groshong presentano una punta
arrotondata priva di terminazioni luminali. Le aperture dei lumi sono realizzate mediante
valvole a doppia slitta che rimangono chiuse qualora non venga esercitata una sufficiente
pressione di infusione o di aspirazione. Queste valvole permettono di ridurre il rischio di
formazione di coaguli nel sangue presente nel lume o l'infusione di aria quando il CVC non e
in uso.

3.4 Accessi vascolari completamente impiantabili (Port)

| port sono dispositivi per l'accesso vascolare completamente impiantabili per un uso a
lungo termine e associati a un basso tasso di infezione. Il dispositivo formato da una camera
collegata a un catetere e generalmente realizzato in materiale polimerico e in titanio.
Vengono inseriti completamente sotto cute e connessi alla vena mediante un lume. Il
posizionamento dei port & realizzato per via chirurgica in una tasca sottocutanea della
parete toracica superiore per l'accesso in vena succlavia oppure nella fossa antecubitale
del braccio per un accesso periferico. | port sono disponibili sia con singolo o doppio lume,
con o senzavalvola Groshong.

3.5 CVCinseriti su vena periferica (PICC)

L'impiego di cateteri venosi centrali inseriti in vena periferica ha ottenuto un largo consenso
come metodo alternativo per la realizzazione di accessi vascolari a lungo termine (dalle sei
settimane ai sei mesi). Questo tipo di catetere puo essere realizzato in silicone o in
poliuretano e disporre o meno della valvola Groshong. Il catetere e inserito in posizione
periferica in corrispondenza o al di sopra dello spazio antecubitale nella vena cefalica,
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basilica, cefalica mediale o mediale basilica. Da questa posizione la punta del catetere viene
fatta avanzare fino alla vena cava superiore, all'altezza dell'atrio destro. Questi cateteri
vengono solitamente posizionati in pazienti non ospedalizzati al di fuori di una procedura
chirurgica, in anestesia locale. Il loro limite principale & la longevita piu breve, a causa di un
piu alto rischio di trombosi.

4. DEFINIZIONIDELLE INFEZIONICORRELATE ALCVC

4.1 Colonizzazione del catetere

Un catetere si definisce colonizzato quando si ha crescita significativa di almeno una specie
microbica da colture quantitative (effettuate secondo la tecnica di Brun-Buisson) o
semiquantitative (effettuate con tecnica di “Maki” ) della punta del catetere. E  altresi
indicativa di colonizzazione del catetere la crescita significativa del materiale prelevato dal
connettore.

4.2 Infezione del sito diinserzione (exit site)

Criterio microbiologico: crescita significativa di microrganismi nell'essudato raccolto dal
punto diinserzione, con o senza concomitante infezione ematica.

Criterio clinico: eritema, tumefazione, dolore della cute nei primi 2 cm dal punto di
fuoriuscita del catetere, talora associati ad altri sintomi di infezione come febbre e/o
secrezioni purulente con o senza concomitante infezione del torrente circolatorio.

4.3 Infezione del tunnel

Caratterizzato da dolore, eritema e/o tumefazione a piu di 2 cm dal sito di emergenza del
catetere o lungo il tratto sottocutaneo di un catetere tunnellizzato, con o senza
concomitante infezione del torrente circolatorio.

4.4 Infezione dellatasca

Definita come presenza di essudato purulento allinterno della tasca sottocutanea di un
catetere intravascolare totalmente impiantato spesso associato a dolore, eritema e/o
tumefazione in prossimita della tasca. Puo essere associato a rottura spontanea e a
drenaggio o necrosi della cute soprastante, con o senza concomitante infezione del torrente
circolatorio.

4.5 Infezione del torrente circolatorio (BSI)

E’ definita come infezione associata a batteriemia o fungemia (presenza di batteri o miceti
neltorrente circolatorio) /c.5/2022]

Puo essere:

e Correlata ai liquidi di infusione: quando si osserva crescita dello stesso microrganismo
(con stesso profilo di resistenza) nei liquidi di infusione e nellemocoltura effettuata con
venipuntura, senza altra fonte identificabile di infezione /Mermel et a1 2009,

e Associata a catetere (CRBSI): in presenza di batteriemia o fungemia in un paziente con
catetere vascolare e almeno una emocoltura da vena periferica positiva, sintomi clinici
di infezione (febbre, brividi e/o ipotensione) e nessuna fonte apparente di infezione
ematica ad eccezione del catetere.
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Uno dei seguentiriscontri deve essere presente:

o crescita significativa dalla coltura della punta catetere (semiquantitativa, >15 CFU/punta
catetere o quantitativa >100 CFU/ punta catetere) e isolamento della stessa specie
microbica (con stesso profilo di resistenza) dalla emocoltura da vena periferica /Merme!
2009).

e crescita della stessa specie microbica (con stesso profilo di resistenza) da sangue
prelevato da catetere in carica superiore di 3 volte rispetto al sangue prelevato in
parallelo da vena periferica /Mermel 2009].

o differenza superiore alle 2 ore trail tempo di positivizzazione dell'emocoltura prelevata
da catetere rispetto alllemocoltura prelevata simultaneamente da vena periferica con
crescita dello stessa specie microbica (con stesso profilo di resistenza) /Mermel 2009,
Criterio non affidabile per infezioni da Candida spp. [Park et al 2014, Bouza et al 2013, Jo et al
2020; Gits-Muselli et al 2020 Chaves et al 2018]0 S. aureus [Kaasch et al 2014, Bouzidi et al 2018].

e crescita significativa della stessa specie microbica (con stesso profilo di resistenza) da

coltura del catetere totalmente impiantabile e da emocoltura da vena periferica /de/ Pozo
etal2014; Bouza et al 20714/,

5. EZIOLOGIA E PATOGENESI DELLE INFEZIONI ASSOCIATE Al
CATETERIVASCOLARI

L’eziologia delle infezioni associate ai CV e influenzata dalla tipologia del catetere utilizzato,
dal sito di inserzione, dal tempo di permanenza del dispositivo, dalle condizioni ambientali e
dalle caratteristiche del paziente.

Diversi sono i meccanismi attraverso i quali possono essere acquisiti i microorganismi
responsabili di infezione: microbiota del paziente, mani del personale sanitario, disinfettanti
contaminati, hub contaminati, localizzazione secondaria a un’altra infezione, fluidi e liquidi
contaminati, aria del reparto didegenza.

| piu comuni microorganismi responsabili di CRBSI sono i cocchi Gram positivi quali

Staphylococcus aureus, stafilococchi coagulasi negativi (CoNS) ed enterococchi /chaftariet al
2018; ECDC 2019; Laporte-Amargos et al 2023, Barrigah-Benissan et al 2023; Pitiriga et al 2022; Heybalti et al

2022; Nakaya et al 2022: Pinto et al 2022]. La maggior parte dei ceppi di CoNS danno luogo a
infezioni di moderata gravita con un decorso favorevole. Una eccezione e rappresentata
dalle CRBSI causate da Staphylococcus lugdunensis che si manifestano con una
sintomatologia piu grave, simile a quella presente nelle infezioni da S. aureus. Meno
frequentemente isolati sono i lieviti, in particolar modo specie di Candida quali C.
parapsilosise C. albicans, ma anche C. auris, caratterizzata da una notevole resistenza agli
antimicotici, e i bacilli Gram positivi a bassa virulenza come Cutibacterium acnes e
corinebatteri /Duzgol et al 2022 Yamin et al 202]].

Per quanto riguarda i bacilli Gram negativi (Enterobacterales e Pseudomonacee), essi
vengono isolati principalmente in pazienti neutropenici o, in ogni caso,
immunocompromessi o in pazienti con catetere femorale. Recentemente é stato segnalato
un aumento nella frequenza di isolamento di di Enterobatteri (Escherichia colie Klebsiella
pneumoniae) rispetto a quanto osservato negli anni passati /Laporte-Amargos et al 2023]. Piu
raro e lisolamento di specie di Bacillus [Nakaya et al 2022] di Aspergillus e di Fusarium, mentre
nei pazienti trattati con infusioni contenenti lipidi (es. per nutrizione parenterale) deve
essere tenuta in considerazione la possibilita che linfezione sia causata da Malassezia
furtur.
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E importante notare come la maggioranza dei microrganismi responsabili di CRBSI &
ritrovabile come commensale a livello cutaneo. Questi microorganismi possono migrare
lungo la superficie esterna del catetere al momento dellinserimento dello stesso,
soprattutto qualora non venga adottata una corretta antisepsi. Nei cateteri a lunga
permanenza la piu frequente modalita di infezione & data dalla migrazione a partenza
dall’hub dei microrganismi nel lume del catetere e meno frequentemente dopo infusione di
soluzioni contaminate. L'infezione del dispositivo puo avvenire anche per disseminazione
ematogena di microrganismi da focolai infettivi di distretti diversi (es. infezioni delle vie
urinarie, infezioni polmonari).

ILprocesso di colonizzazione puo avvenire secondo diversi meccanismi. In primo luogo, ogni
qualvolta un catetere & posizionato, la sua superficie esterna viene lentamente ma
inevitabilmente avvolta da tessuto connettivo in risposta alla presenza diun corpo estraneo.
Esso costituisce un ottimo substrato per la colonizzazione da parte di batteri e funghi.
Inoltre, i microorganismi presenti nel lume del catetere possono aderire alle superfici del
catetere stesso dando luogo alla formazione di biofilm, in cui le cellule microbiche sono
protette da una matrice polimerica che favorisce la loro permanenza. Da un biofilm maturo,
inoltre, vengono rilasciate cellule microbiche che, una volta raggiunto il torrente ematico
possono dare luogo a batteriemia e fungemia e, in alcuni casi, a CRBSI clinicamente evidenti.
La progressione dalla colonizzazione del catetere all'infezione & probabilmente dipendente
del germe coinvolto, ma potrebbe essere influenzata anche dalla quantita di
microorganismi presenti nel biofilm. Infine, il biofilm stesso, agendo come barriera contro le
difese immuni dell’'ospite e gli antibiotici, contribuisce a favorire la permanenza dei patogeni
nel catetere stesso.

6. DIAGNOSI MICROBIOLOGICA DELLE INFEZIONI CATETERE
CORRELATE

In assenza di segni locali di infezione, le colture di materiale prelevato con tampone
costituiscono il primo semplice metodo diagnostico conservativo con un elevato valore
predittivo negativo. La combinazione delle colture della cute pericatetere e dei prelievi con
tampone dal connettore del catetere permettono di escludere la presenza di infezione
correlata a catetere (CRBSI) con un’elevata affidabilita /Mansilla et al 2019, Chaves et al 2018]

L'infezione correlata a catetere (CRBSI) viene sospettata quando nel paziente cateterizzato
compaiono febbre, brividi o altri segni di sepsi non riconducibili ad altri siti di infezione.
Inoltre CRBSI e sospettata nei pazienti con infezioni metastatiche (emboli settici) o con
batteriemia persistente/ricorrente causata da microrganismi che colonizzano la cute. Il
sospetto clinico aumenta se sono evidenti segni di infliammazione nel sito di inserzione del
dispositivo. In questo caso, se possibile, viene rimosso il catetere e la punta inviata in
laboratorio per l'esame colturale; la coltura positiva dimostra la colonizzazione del
catetere. Se vengono eseguite in contemporanea alla rimozione del catetere delle
emocolture che risultano positive per lo stesso microrganismo si puo fare diagnosi di
batteriemia catetere-correlata.

L'esame colturale della punta del catetere e il metodo di riferimento per la diagnosi di
infezione catetere correlata. Le metodiche piu affidabili per effettuare la coltura della punta
del catetere sono la fecnica semiquantitativa di “Maki” e \a quantitativa di “Brun-Bisson”
[Chaves 2018/,

In alcuni casi le condizioni cliniche non permettono la rimozione del dispositivo. Per queste
ragioni sono stati sviluppati metodi alternativi per la diagnosi di infezione associata a
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catetere realizzabili senza rimuovere il dispositivo, considerando anche che talvolta il
trattamento e possibile con il catetere in loco /Dovard et al 1989, Fan et al 1988].

La punta del catetere rimosso senza sospetto di infezione non deve essere inviata al
laboratorio per la coltura Mermel et al 2009, Chaves et al 2018/ in quanto un eventuale risultato
positivo non e di nessuna utilita clinica e viceversa rappresenta un rischio di terapia
antimicrobica non appropriata.

Di seguito vengono presentate le procedure di prelievo dei campioni, conservazione e
trasporto degli stessi. Vengono quindi elencatii metodi diagnostici riportatiin letteratura nel
corso degli anni raggruppati in base alla necessita o meno di rimuovere il catetere e alla
tipologia del catetere stesso.

7. FASE PREANALITICA

1.1 Prelievo, tempo ottimale di trasporto e condizioni di conservazione dei
campioni
7.1a Cateteri

Disinfettare la cute attorno all'area d’'ingresso della cannula tramite applicazione per 5' di un
impacco di garza imbevuto di una soluzione alcolica allo 0,05% di clorexidina; rimuovere il
dispositivo vascolare con tecnica asettica, tagliare con forbice sterile un segmento di 5 cm
del catetere che includa la punta e porlo in contenitore sterile.

7.1b Sangue per emocoltura

Le emocolture vanno prelevate secondo il metodo standardizzato (si veda documento
AMCLI: “Percorso diagnostico delle infezioni del torrente circolatorio”, redatto dal Gruppo di
lavoro sulle Infezioni nel paziente critico” del 2023), possibilmente prima di iniziare la
terapia antibiotica /Mermel 2009]

Nel caso di emocolture prelevate in contemporanea da catetere e vena periferica
specificare sui flaconi il sito di prelievo e prelevare lo stesso volume di sangue da ciascuna
sede. La corretta definizione della tipologia di campione prelevato rappresenta un elemento
fondamentale ed imprescindibile per una corretta interpretazione deirisultati dell’analisi.

Per il paziente adulto, vanno prelevati (se le condizioni cliniche lo consentono) due set di
emocolture, un primo set da vena periferica controlaterale al catetere e un secondo set da
catetere. Il set da emocoltura comprende due flaconi (per microrganismi aerobi e anaerobi)
e il volume ottimale di inoculo € compreso tra 8 e 10 mL per flacone (fare riferimento anche
alle indicazioni del produttore dei flaconi).

Per pazienti pediatrici, va utilizzato il flacone aerobio pediatrico con volume di sangue
compreso tra 1 e 3 mL. Per i neonati, il volume di sangue puo essere ridotto a 0.5-1mL
[Australian Commission on Safety and Quality in Health Care 2019].

Per cateteri venosi multilume e raccomandato il prelievo di emocolture da ciascuno dei lumi
per poter definire una corretta diagnosi di CRBSI /[Chavex et al 2018] in particolare per
ottimizzare il rilevamento delle CRBSI nella valutazione dei pazienti pediatrici oncologici
critici /Rider et al 2022] Il mancato prelievo delle emocolture da uno o piu lumi é associato alla
mancata diagnosi di un considerevole numero di CRBSI /Robinson et al 2002, Guembe et al 2010;
Cuellar-Rodriguez et al 2014/. Tuttavia, il miglioramento dell'accuratezza diagnostica va valutato

attentamente in considerazione dell'impatto clinico di un prelievo di grandi volumi ematici
[Boll et al 202]].
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7.1c Prelievo da sito diinserzione

Prelevare con tampone sterile con terreno di trasporto il materiale presente sulla cute che

circonda la sede diinserzione del catetere in un’areadi circa 2 cm? /Chaves et al 2018, Mermel et al
2009].

7.1d Prelievo dal connettore (hub) del catetere

Prelevare con tamponi sterili il materiale presente sulla superficie interna di ciascun
connettore /Chaves et al 2018, Mermel et al 2009).

7.1e Trasporto e conservazione

Tutti i campioni (punte catetere, emocolture, tamponi) devono essere trasportati e
processati prima possibile, identificando le modalita organizzative piu appropriate sulla
base degli orari di apertura del laboratorio e delle caratteristiche organizzative del lavoro.
In ogni caso, le emocolture vanno incubate entro il tempo massimo di 4 ore e con possibilita
di caricamento h24.

La refrigerazione delle punte dei cateteri intravascolari & preferibile alla conservazione a
temperatura ambiente. Se la consegna al laboratorio e ritardata, la conservazione
refrigerata delle punte nonriduce significativamente laresa delle colture /Bouza et al. 2009/

8. METODI DIAGNOSTICI CHE RICHIEDONO LA RIMOZIONE DEL
CATETERE

8.1 Coltura semi-quantitativa della punta (metodo di “Maki")

Rullare il segmento vascolare distale avanti e indietro, con rotazione completa di 360°, per
4-5 volte sulla superficie di una piastra di agar sangue. Incubare la piastra per 72 ore a
36x1°C, esaminando giornalmente la coltura. Contare le colonie non appena si evidenzia la
crescita. Esprimereilrisultato in UFC/segmento di catetere Makietal 1977]

NOTA: Con questo metodo si esegue l'esame colturale della superficie esterna della punta
del catetere, mentre non vengono evidenziate colonizzazioni endoluminali. Altro limite del
metodo é lutilizzo di un solo tipo di terreno colturale ed una sola condizione di incubazione.
Percio nel sospetto di infezione da microrganismi esigenti vanno utilizzati altri terreni
colturali e atmosfere di incubazione. [Martin- Rabadan et al 2008].

NOTA: La soglia > di 15 colonie dimostra colonizzazione del catetere ed e ritenuta
comunemente come indice predittivo correlato a sepsi per qualsiasi tipo di microrganismo
ed é associata a batteriemia nel 10 - 14% dei casi [Dooley et al 1996, Maki et al 1977].
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8.2 Coltura quantitativa della punta

8.2a Tecnica colturale quantitativa di Cleri modificata da Brun-Buisson

Aggiungere 1 mL di acqua sterile al contenitore contenente il segmento di catetere e agitare
con vortex per I minuto. Inoculare 0.1 mL della sospensione in piastra agar sangue da 90 mm
di diametro, distribuendola sull'intera superficie della piastra. Incubare in aerobiosi a
36°+1°C per 18 ore, e in caso di negativita fino a 48 ore /Bruin-Buisson et al 1987]

Contare il numero di colonie sulla piastra, correggere il conteggio considerando il fattore di
diluizione iniziale (moltiplicando per 10 volte). Considerare quale soglia significativa di
positivita un numero di colonie superiore a 1000 UFC/segmento (equivalente a 1000
UFC/mL).

NOTA: Per facilitare lisolamento delle colonie in carica elevata, é possibile inoculare su
agarsangue anche aliquote di 1 ulL e 10 uL del vortexato.

NOTA: Questa tecnica permette il rilevamento di microrganismi adesi alla superficie interna
ed esterna del catetere.

8.2b Tecnica colturale quantitativa con sonicazione del catetere

Aggiungere 10 ml di brodo soia triptone (TSB) nel contenitore contenente la punta catetere.
Sonicare (55Khz, 125 W) per 1 minuto e quindi agitare con vortex per 15 secondi. Seminare
una aliquota da 0,1 ml di sonicato non diluito su piastra di agar sangue /[Shereriz et al 1990]. Per
facilitare il conteggio delle colonie presentiin carica elevata diluire il sonicato 1:10 e 1:100 in
soluzione fisiologica, agitare su vortex la sospensione ottenuta e inoculare 0,1 mL di
ciascuna diluizione in agar sangue. Incubare le piastre in aerobiosi a 36°+1°C per 18 h, e in
caso di negativita fino a 48 h. Contare il numero di colonie per ciascuna piastra. Calcolare il
numero di UFC/segmento catetere tenendo in considerazione i fattori di diluizione e i volumi
di inoculo. Considerare, quale soglia significativa di positivita, un numero di colonie
superiore a100 UFC/segmento. [Sherertz et al 1990, Raad et al 1992 e 2007, Siegman-lgra et al 1997].

NOTA: Questa tecnica colturale ha il vantaggio di isolare i germi presenti nella porzione
intraluminale, in quella esterna al catetere, nonché quelli organizzati in biofilm, trovando
percio particolare indicazione nei cateteri posizionati per lungo periodo in cui é
predominante la colonizzazione intraluminale.

9. METODIDIAGNOSTICI SENZA RIMOZIONE DEL CATETERE

9.1Esame colturale del sangue

9.1a Emocoltura qualitativa da sangue prelevato in parallelo da vena periferica e da
catetere

Nei pazienti con sospetta batteriemia catetere correlata vanno prelevati, un set di
emocoltura (flacone per aerobi e flacone da anaerobi) da vena periferica controlaterale al
catetere e un set diemocoltura da catetere, indicando correttamente la sede del prelievo sui
flaconi /Mermel et al. 2009/ In caso di isolamento dello stesso microrganismo (con stesso
profilo di resistenza) da ambedue le emocolture, il risultato € indicativo diinfezione catetere
correlata. La negativita delle colture ha un eccellente valore predittivo negativo per
escludere infezione ematica catetere correlata /Des Jardin et al 1999 mentre la positivita
colturale del sangue prelevato da catetere richiede attenta interpretazione clinica.

9.1b Emocolture quantitative da sangue prelevato in parallelo da vena periferica e da
catetere
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Questa tecnica e basata sulla coltura quantitativa di due campioni ematici prelevati in
parallelo da catetere e da vena periferica /Capdevilla et al 1992 con provette per lisi e
centrifugazione da 10 mL (per pazienti adulti) 01,5 mL (per pazienti pediatrici).

Centrifugare a 3000 giri per 30 minuti il contenuto della provetta da 10mL. Rimuovere il
surnatante e omogenizzare il sedimento con una pipetta sterile. Agitare al vortex e
inoculare aliquote da 0,5mL con tecnica di semina quantitativa in agar sangue (da incubare
in anaerobiosi a 36°+1°C), agar cioccolato (da incubare in CO2 a 36°+1°C) e agar Sabouraud
(daincubare a 29°+1°C).

In caso di prelievo con utilizzo di provetta 1,5 mL, mescolare il contenuto al vortex, senza
centrifugare, e inoculare in aliquote da 0,2mL con tecnica di semina quantitativa nei
medesimi terreni sopracitati /Dovard et al 1999].

Incubare le piastre per 5 giorni ed esaminarle giornalmente per evidenziare eventuale
crescita. Contare le colonie ed esprimere la carica di microrganismiin UFC/mL di sangue.

La crescita di microrganismi, della stessa specie microbica, da sangue prelevato da
catetere in carica superiore di 3 volte rispetto al sangue da vena periferica e indicativa di
CRBSI Mermel et al 2009: Chaves et al 2018].

L'utilizzo di questa tecnica diagnostica e limitato perché laboriosa per il laboratorio e con
costo elevato [Raadetal 2007].

9.1c Emocolture quantitative da sangue prelevato da catetere

Qualora non sia possibile disporre di campioni di sangue da vena periferica, prelevare un
minimo di due campioni di sangue attraverso differenti lumi del catetere /Gaur et al 2005/ Due
colture positive per lo stesso microrganismo, di cui una in carica almeno 3 volte superiore
rispetto all’altra indicano possibile CRBSI. Mermel et al 2009]

NOTA. Il prelievo di un singolo campione di sangue attraverso il catetere puo essere
sottoposto a coltura quantitativa. Una crescita >100 UFC/mL puo contribuire alla diagnosi di
CRBSI. Tuttavia questo metodo non discrimina tra CRBS/ e batteriemia ad elevata carica
microbica. [Raad etal. 2007].

9.1d Tempo differenziale di positivizzazione (DTTP) di emocolture prelevate nello stesso
momento da catetere e da vena periferica

Questo metodo per la diagnosi di infezione correlata a catetere e basato sulla precocita del
tempo di positivizzazione dell'emocoltura prelevata da catetere in confronto alla coltura da
vena periferica, rilevabile dalla strumentazione per le emocolture.

Per applicare questo criterio interpretativo, & necessario prelevare un set di emocolture
(flacone per aerobi e flacone per anaerobi) da catetere e un set di emocolture da vena
periferica nello stesso momento, identificare correttamente i flaconi con il sito e l'ora di
prelievo ed inviare subito in laboratorio per lincubazione piu rapida possibile nei sistemi
automatizzati per emocoltura. Il monitoraggio continuo della crescita permette il
rilevamento strumentale dellorario di positivizzazione delle emocolture. Il tempo di
positivizzazione piu precoce di almeno due ore dellemocoltura prelevata da catetere
rispetto a quella da vena periferica con crescita del medesimo microrganismo (stesso
profilo di resistenza) e indice di CRBSI, essendo espressione del numero maggiore di
microrganismi presenti nel sangue da catetere infetto /Blos et al 1999, Raad 2004, Mermel et al
2009].

Nei pazienti con candidemia /Park et al 2014, Bouza et al 2013, Jo et al 2020, Gits-Muselli et al 2020;
Chaves et al 2018/ o batteriemia da S. aureus [Kaasch et al 2014, Bouzidi et al 2018] U'uso del tempo
differenziale di positivizzazione delle emocolture non é raccomandato per fare diagnosi o
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per escludere la presenza di CRBSI. Lo stesso test non & sufficiente per supportare la
decisione di mantenere il CVC in situ /Blot et al 1999].

9.2 Test con arancio di acridina su sangue prelevato da catetere

L'esame diretto di sangue prelevato da catetere utilizzando la tecnica “Acridine orange
leukocyte cytospin (AOLC)” permette una diagnosi rapida di infezione del dispositivo
[Rushforth et al 1993, Kite et al 1999].

Prelevare circa 1 mL di sangue in EDTA tramite il CVC. Predisporre due aliquote da 50 pL
provetta sterile e aggiungere 1,2 mL di formalina (10% vol) in soluzione salina (0.025 mol/L).
lasciare a contatto per due minuti. Aggiungere 2.8 mL di soluzione salina (0.19 mol/L) e
centrifugare a 352 g per 5 minuti. Decantare il surnatante, omogenizzare il pellet al vortex
per 5 secondi. Trasferire il contenuto in una provetta per centrifugazione mediante cytospin
a 153g per 5 minuti. Asciugare il monostrato di leucociti e microrganismi formatosi sul
vetrino in piastra riscaldante a 60°C per 3 minuti. Colorare un vetrino con soluzione di
arancio di acridina (1/10000 vol) e laltro vetrino con colorazione di Gram. Osservare
rispettivamente con microscopio ottico in luce ultravioletta e in luce bianca. Valutare un
minimo di 100 campi ad alto ingrandimento e considerare come risultato positivo la
presenza di almeno un microrganismo per vetrino. Il limite di rilevazione del metodo é di
1000 UFC/mL di sangue.

E stata riportata una sensibilita del 96% ed una specificita del 91% per CRBSI combinando i
due test /Kite et al 1999).

9.3 Colture superficiali del punto diemergenzadel catetere e del connettore

Per ambedue i materiali prelevati con tampone dalla cute pericatetere e dal/i connettore/i
allestire una coltura semiquantitativa in piastre di agar sangue /Mermel et al 2009, Chaves et al
2018/ Incubare per 48 ore. La crescita dello stesso microrganismo, in numero >15 UFC per
piastra da uno dei campioni prelevati con tampone, e da un campione di sangue prelevato da
vena periferica, puo indicare CRBSI /Bouza et al 2007, Bouza et al 2014].

Le colture dalla cute pericatetere o dallhub quando risultano negative o con carica
microbica <15 UFC hanno un elevato potere predittivo per escludere l'infezione da catetere
[Cercenado et al 1990, Fan et al 1988, Chaves et al 2018]. Questo permette di evitare la rimozione
inutile di molti dispositivi intravascolari.

NOTA: L'esame microscopico con colorazione di Gram delle secrezioni cutanee e del
connettore permette di escludere la presenza di CRBS/ con potere predittivo negativo del
97.1% [Leon et al 1998].

9.4 Tecniche molecolari per la diagnosi di CRBSI

In letteratura sono stati pubblicati diversi studi per la diagnosi di CRBSI da sangue intero e
da emocoltura positiva mediante tecniche molecolari, mentre pochi lavori hanno indagato

lapplicazione di tali tecniche su campioni diversi dal sangue per confermare casi di CRBSI
[Bouzaetal 2014].

9.4aTest molecolari da sangue intero

Questi saggi utilizzano come campione sangue intero prelevato da catetere e non
emocoltura positiva. Diversi studi hanno dimostrato come l'utilizzo di queste tecnologie ha
un grande potenziale, riducendo significativamente i TAT /Periet al 2021, Giannella et al 202]]della
diagnosi di CRBSI e, conseguentemente, migliorando la gestione e l'esito dei pazienti.
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L'analisi del rDNA 16S sul sangue prelevato attraverso accessi vascolari in pazienti con
disturbi ematologici ha avuto un alto valore predittivo positivo per CRBSI. /millar et al 2008,
Millar et al 2077]. L'elettroforesi su gel a campo pulsato (PFGE) e stata anche proposta per
confermare la CRBSI causata da stafilococchi coagulasi-negativi (CoNS) in pazienti con
neutropenia. Muller-Premru et al 2004].

La maggior parte degli studi si basa su real-time PCR, dimostrando che sistemi commerciali
possono essere uno strumento diagnostico complementare alle emocolture, specialmente
nei pazienti in trattamento antibiotico /Dark et al 2012: Pasqualini et al 2012; Torres-Martos et al 2013;
Biendo et al 2013/,

| test molecolari su sangue intero pero sono saggi di difficile interpretazione che devono
essere utilizzati in contesti di alta probabilita pre-test per massimizzare Uefficacia /Clancy et
al. 2018] e ad oggi non ci sono evidenze sufficienti per raccomandare di implementare tali
tecniche nella praticaclinica per la diagnosi di CRBSI [Chaves et al 2018].

9.4b Test molecolari da brodo di emocoltura positiva per lidentificazione batterica rapida
e laricerca di meccanismi di resistenza

| test genotipici (0o molecolari) per la diagnosi eziologica delle CRBSI sono test basati, per la
maggior parte, sulla reazione a catena della polimerasi che si effettuano 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 meccanismi di resistenza
rilevanti con un tempo di analisi complessivo inferiore alle 3 ore. Si rimanda per gli specifici
approfondimenti al documento AMCLI: “Percorso diagnostico delle infezioni del torrente
circolatorio’, redatto dal Gruppo di lavoro sulle Infezioni nel paziente critico” del 2023.
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10. METODI DIAGNOSTICI SU CATETERI TOTALMENTE IMPIANTABILI

10.1Colture senza sonicazione

In presenza di segni locali di infezione possono essere prelevati campioni mediante
tampone dallatasca che circondail port /Brouns et al. 2006].

In caso di rimozione per sospetta infezione dell'accesso venoso port possono essere
coltivati sia la punta del catetere che il setto in silicone del reservoir sottocutaneo con
tecnica quantitativa di Brun-Buisson /Brun-Buisson 1987]. Immergere punta del CV e setto in 1
mL di acqua sterile ciascuno e vortexare per 1 minuto. Inoculare aliquote di 0,1 mL in agar
sangue e agar cioccolato e incubare le piastre in CO;per 5 giorni. Il cut-off di 210° UFC viene
utilizzato per differenziare una colonizzazione significativa da quella non significativa
[BruinBuisson 1987]. Alcuni microrganismi come S. aureus, Candida spp. e bacilli gram negativi
possono avere un cut-off inferiore /Bustos etal 2014].

Se presente del materiale all'interno del reservoir, allestire delle colture prelevando un
campione di questo materiale e omogenizzarlo in 1 mL di acqua sterile /Longuet et al 200]].
Inoculare aliquote di 0,1 mL in agar sangue e agar cioccolato e incubare le piastrein CO,per 5
giorni.

NOTA: Per i port la coltura del materiale all'interno del reservoir dopo rimozione del setto in
silicone si é dimostrata piu sensibile della coltura della punta del catetere [Douard et al 1999,
Whitman et al 1995].

NOTA: Le colture qualitative in brodo dei segmenti del port non sono in grado di distinguere
infezione da contaminazione del catetere.

10.2 Colture con sonicazione

Nel 2013 Guembe e collaboratori hanno presentato un metodo colturale che prevede
lutilizzo della sonicazione per rimuovere il materiale aderente alle pareti della camera. Il
dispositivo viene manipolato in condizioni di asepsi e viene indicato il seguente
procedimento.

Porre lintero dispositivo in contenitore sterile e ricoprirlo con PBS sterile (20 mL).
Immergere il contenitore nel bagno di sonicazione, predisposto con acqua sterile, e
sottoporlo a sonicazione per 1 minuto a 35 KHz e 125 W. Agitare al vortex per 15 secondi e
inoculare 0.1 mL di sonicato (PSF) nei terreni solidi al sangue per aerobi e anaerobi con
semina quantitativa.

Terminata la procedura di sonicazione, recuperare il reservoir, aprire il setto di silicone
della camera per mezzo di un punzone e rimuovere il materiale adeso alle pareti del
reservoir con un tampone sterile. Risospendere il tampone in acqua sterile e allestire
colture qualitative suterreno solido al sangue per aerobi e anaerobi.

Incubare in aerobiosi per 48 ore a 36°+1°e in anaerobiosi per 5 giornia 36°+1°.

La positivita colturale e definita per un numero >100 UFC/mL sul sonicato e per la presenza
di microrganisminel materiale del reservoir /Bouza 2014].

10.3 Tecniche molecolari su cateteri totalmente impiantabili

Le tecniche molecolari possono essere applicate ai diversi materiali ottenuti dal
trattamento del port rimosso, come sopra descritto, quale complemento alla coltura
convenzionale per definire la colonizzazione microbica del port, definizione difficoltosa in
caso di precedente trattamento antibiotico /Guembe et al. 2013/ In pazienti sottoposti a terapia
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antibiotica, la tecnica 165 rRNA PCR puo essere applicata al fluido di sonicazione del setto
del catetere port per escludere o confermare una CRBSI associata al port stesso /Chaves et al
2018/ Le nuove tecnologie molecolari permettono di ottenere una diagnosi rapida di CRBSI
anche dal sangue prelevato dal port, utilizzando i dispositivi diagnostici in uso per le
emocolture.

11. REFERTO ED INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI

ILrilievo di isolati potenzialmente rilevanti dal punto di vista clinico deve essere comunicato,
ancheinviapreliminare, tempestivamente al medico curante.

11.1Prelievo da sito diinserzione e da connettori catetere

Riportare nel referto la valutazione della crescita del /i microrganismo/i isolato/i con un
commento sulla presenzadiinfezione locale.

In caso di crescita con carica microbica >15 UFC aggiungere il commento:

e “Crescita significativa, puo essere associata a batteriemia catetere correlata se
l'emocoltura é positiva per il medesimo microrganismo”,

e oppurerefertare, se del caso:

e “Crescita non significativa’

o “Assenzadicrescita’.

1.2 Coltura punta catetere

In caso di crescita di significativa di microrganismi dalle colture della punta catetere (215
UFC per la tecnica semiquantitativa di Maki; >1000 UFC/segmento catetere per la tecnica
quantitativa di Brun-Buisson; >100 UFC/segmento catetere per la tecnica quantitativa con
sonicazione) refertare il numero di UFC del/i microrganismo/i isolato/i con un commento
interpretativo:

e “Crescita significativa, puo essere associata a batteriemia catetere correlata se
l'emocoltura é positiva per il medesimo microrganismo”,

e “Crescita significativa, puo rappresentare colonizzazione del catetere se emocoltura é
negativa’.

oppure refertare, se del caso:

e “Crescita non significativa’
o ‘“Assenzadicrescita’.

1.3 Emocolture prelevate nello stesso momento da catetere e da vena
periferica per rilevamento del Tempo differenziale di positivizzazione (DTTP)

Riportare l'esito colturale con riferimento al tempo di positivizzazione di ciascun flacone, il
microrganismo isolato e il commento di probabile batteriemia catetere correlata. Per le
emocolture da catetere, indicare in nota: “/n caso di crescita dello stesso microrganismo
(stesso profilo di resistenza), se diverso da S. aureus e Candida spp., considerare indicativo
di CRBS/ se la positivizzazione delle emocolture da catetere e almeno 2 ore prima rispetto
alla positivizzazione delle emocolture da sangue periferico’.
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1.4 Emocolture prelevate da vena periferica o da connettore del
catetere

Per la refertazione delle emocolture da vena periferica o da connettore del catetere
eseguite senza il rilevamento del tempo differenziale di positivizzazione (DTTP), fare
riferimento alle indicazioni documento AMCLLI: “Percorso diagnostico delle infezioni del
torrente circolatorio’, redatto dal Gruppo di lavoro sulle Infezioni nel paziente critico” del
2023.

12. APPROPRIATEZZA ED INDICATORI DI QUALITA

Per gli di indicatori di performance per le fasi preanalitica, analitica e postanalitica del
percorso diagnostico dellemocoltura si rimanda al documento AMCLI: “Percorso
diagnostico delle infezioni del torrente circolatorio’, redatto dal Gruppo di lavoro sulle
Infezioni nel paziente critico” del 2023.

Di seguito lelenco degli indicatori di qualita per monitorare le principali fasi della
preanalitica, analitica e postanalitica dellesame microbiologico di cateteri e di altri

materiali.

ATTIVITA

INDICATORI DI QUALITA

Preanalitica

Prelievo della punta
catetere

Percentuale di campioni con dimensioni del tratto di catetere, inclusala
punta, di dimensioni:

Inferioria 5 cm (possibile causa diriduzione della sensibilita colturale);
Superioria 5 cm (possibile aumento del rischio di contaminazione del
campione).

Percentuale di punte catetere inviate in contenitore non sterile
Percentuale di punte catetere inviate in contenitore contenente liquidi
(es.acqua, fisiologica...)

Analitica

Raccolta dei campioni

Tasso di contaminazione

Trasporto dei campioni

Percentuale di campioni accettatima non pervenutial laboratorio

Ricezione campionie
processamento

Percentuale di CVC rifiutati con comunicazione documentata

Rilevazione microbica:
verifica dell'affidabilita
deirisultatie
interpretazione dei
risultati

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

Percentuale di colture che richiedono la correzione dei risultati
trasmessi

Postanalitica

Comunicazione
eventuali alerted invio
deirisultati preliminari

Percentuale dirisultati critici segnalati entro 1ora e con comunicazione
documentata
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13. APPENDICE1

SINTESI DELLE PROCEDURE RACCOMANDATE PER LA DIAGNOSI
DELLE INFEZIONI ASSOCIATE Al CATETERIVASCOLARI

Le seguenti raccomandazioni sono state adattate da Mansilla et al 2019, Mermel et al 2009 e
Chaves et al 2018.

Procedure in caso dirimozione del catetere vascolare

Senon é presente il sospetto diinfezione, noninviare in laboratorio la punta catetere per la coltura.

Quando c’e il sospetto di infezione correlata a catetere, vanno prelevate simultaneamente con
tecnica asettica almeno due set di emocolture (da catetere e da vena periferica), possibilmente
primadiiniziare la terapia antibiotica.

In caso di sospetta CRBSI, eseguire le colture (semiquantitative o quantitative) della punta catetere,
se disponibile. Non eseguire colture qualitative della punta del catetere.

| metodi colturali della punta del catetere (5 cm di lunghezza) si basano sul rilevamento della
colonizzazione della superficie esterna del catetere (metodo semiquantitativo di “Maki”: crescita
significativa >15 UFC) o della colonizzazione di superficie esterna e endoluminale (metodo
quantitativo di “Brun-Buisson”; crescita significativa >1000 UFC; o sonicazione: crescita significativa
>100 UFC).

La diagnosi definitiva di CRBSI richiede che lo stesso microrganismo (con stesso profilo di
resistenza) cresca da almeno una emocoltura da vena periferica e dalla coltura della punta del
catetere (in carica significativa).

Nel caso di cateteri totalmente impiantabili con reservoir (port), il reservoir deve essere inviato
insieme alla punta catetere per la coltura.

Procedure in assenza dirimozione del catetere

Quando sono presenti segni locali di infezione, va inviato un campione di essudato prelevato in
prossimita del punto di emergenza del catetere per la colorazione al Gram e la coltura.

Le colture di materiale prelevato con tampone costituiscono il primo semplice metodo diagnostico
conservativo con un elevato valore predittivo negativo. La combinazione delle colture della cute
pericatetere e dei prelievi con tampone dal connettore del catetere permettono, se negative o in
carica non significativa (<15 UFC,) di escludere la presenza di CRBSI con un’elevata affidabilita.

Nei pazienti con sospetta CRBSI, vanno prelevati campioni di sangue da tutti i lumi del catetere (se
clinicamente sostenibile) e da vena periferica.

La crescita della stessa specie microbica (con stesso profilo di resistenza) da emocolture
quantitative su sangue prelevato da catetere in carica superiore a 3 volte rispetto al sangue
prelevato in parallelo da vena periferica definisce la presenza di CRBSI.

Il tempo differenziale di positivizzazione delle emocolture prelevate da catetere rispetto a quelle
prelevate da vena periferica definisce la diagnosi di CRBSI, fatta eccezione per infezioni da Candida
sp.eda S. qureus.

Le emocolture eseguite con tecnica di lisi e centrifugazione, sebbene obsolete nella pratica,
possono comunque essere impiegate. Il tempo differenziale di positivizzazione su emocolture da
catetere e da vena periferica ha mostrato utilita simile, ma maggiore facilita di esecuzione.

L'applicazione di metodiche molecolari a campioni di sangue prelevato da catetere non é
sufficientemente supportato dalla letteratura scientifica per essere raccomandato nella routine
diagnostica.

L'applicazione di procedure basate sullo spazzolamento dei lumi del catetere non & raccomandato.

14. APPENDICE 2
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DIAGRAMMI DI FLUSSO PER LA DIAGNOSTICA MICROBIOLOGICA
DELLE INFEZIONIASSOCIATE A CATETERIVASCOLARI

Cateteri vascolari: valutazione clinica del paziente e percorso diagnostico microbiologico

Valutazione clinica del paziente portatore di
catetere vascolare con segni e/o sintomi di
infezione

Rimozione
del
catetere
vascolare?

Procedure
microbiologiche senza
la rimozione del
catetere vascolare

Vedi foglio #1

ateter
vascolare

totalmente

impiantabile

Procedure
Procedure microbiologiche per
microbiologiche con la cateteri vascolari
rimozione del catetere totalmente
vascolare impiantabili
(es. Port)
Vedi foglio #2
Vedi foglio #3
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#1 Cateteri vascolari transcutanei
Procedure microbiologiche senza la rimozione del catetere

. . o Prelievo sangue per emocoltura da catetere
Allestire colture semiquantitative del — suep e
. e da vena periferica
materiale prelevato con tampone dal punto
di emergenza e dal connettore del catetere.

Allestire emocolture qualitative

\ 4

w per aerobi e anaerobi
5
Q.
Q
o
Crescita stesso*
microrganismo?
Alta probabilita di No CRBSI CRBSI
assenza di CRBSI
.| Allestire emocolture quantitative
Crescita stesso* 4 per aerobi e anaerobi
microorganismo §_
isolato da <y

H *
emocoltura? Crescita stesso

microrganismo?

No CRBSI

Alta probabilita di
No CRBSI CRBSI

arica almeno tre

volte superiore in
sangue da catetere
rispetto a sangue da
vena periferica?

Alta probabilita di

assenza di CRBSI ERES

Positivizzazione
dell’emocultura da
catetere almeno 2

ore prima rispetto a

vena periferica?

Criterio non affidabile
per infezioni da Candida
sp. e S. aureus

Allestire emocolture quantitative
per DTTP

A 4

Crescita stesso*
microrganismo?

Alta probabilita di

No CRBSI
assenza di CRBSI CRES!

* stesso genere, specie e profilo di resistenza
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#2 Cateteri vascolari transcutanei
Procedure microbiologiche con la rimozione del catetere
Prelievo sangue per emocoltura da catetere | Prelievo punta catetere (5 cm) con tecnica
e da vena periferica. asettica.

A
Allestire emocolture qualiitative
per aerobi e anaerobi

Allestire colture della punta
semiquantitative secondo “Maki”

Crescita >15
UFC?

Crescita stesso*
microrganismo?

no si
Y

No CRBSI |

oppure

No CRBSI

Allestire colture della punta
quantitative secondo “Brun-Buisson”

Crescita
>1000 UFC?

no si
v

No CRBSI |

oppure

Y

Allestire colture della punta
quantitative con sonicazione

Crescita
>100 UFC?

v

no si

J

Crescita stesso*
microrganismo?

A

No CRBSI

CRBSI

* stesso genere, specie e profilo di resistenza
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#3 Procedure microbiologiche per cateteri vascolari totalmente impiantabili (es. Port)

Prelievo sangue per emocoltura da vena
periferica.

A

Allestire emocolture qualiitative
per aerobi e anaerobi

Coltura senza sonicazione

Inviare al laboratorio punta cateretere
(5 cm) e reservoir

A

Allestire coltura della punta e del setto in
silicone secondo Brun-Buisson

Crescita 21000 UFC?
S. aureus, Candida sp. o
bacilli gram negativi
possono avere un cut-off
inferiore

No colonizzazione
significativa

Crescita stesso
microrganismo?

Catetere non
infetto

CRBSI

oppure

A
Coltura con sonicazione

Sonicare in PBS sterile tutte le componenti
inviate al laboratorio

Dopo sonicazione
aprire setto del
reservoir.
Allestire colture
per aerobi e

—> anaerobi del
materiale
prelevato

con tampone dalle

pareti della
camera

Allestire colture
quantitative per
aerobi e anaerobi
dal sonicato

Crescita
>100
UFC?

microrga
ismi?
no

v

Allestire tecniche molecolari su fluido
di sonicazione

Positivita per [0
stesso
microrganismo
isolato da emocutura
periferica

No CRBSI CRBSI

Crescita stesso
microrganismo da
colture quantitative,
qualitative e
emoculture da vena
periferica?

Colonizzazione del

CRBSI
catetere

* stesso genere, specie e profilo di resistenza
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15.APPENDICE 3

TECNICHE PRESENTI IN LETTERATURA, MANON RACCOMANDATE

15.1 Coltura qualitativa della punta catetere con arricchimento in brodo

Inserire il segmento distale del catetere in un brodo di arricchimento e incubare per 24-48
ore a 36+1°C. Inoculare successivamente un’aliquota di brodo in terreni agarizzati (agar
sangue e/o agar cioccolato). Questo metodo non distingue fra colonizzazione, infezione o
contaminazione del catetere e non e raccomandato nelliter diagnostico di infezione
catetere correlata Mermel et al. 2009].

15.2 Coltura quantitativa secondo Cleri

Nel 1980 Cleri e allievi hanno sviluppato una tecnica per la rimozione intraluminale dei
microrganismi adesi alla superficie interna del catetere mediante flussaggio del lume per
mezzo diun ago conun volume da 2 a10 mL dibrodo triptone soia per tre volte successive. Il
brodo veniva poi diluito 1:100 e inoculato aliquote di 0,1 mL dell'intero e del diluito in agar
sangue. La carica per segmento veniva stabilita moltiplicando il numero di colonie cresciute
nella piastra per 10 volte il fattore di diluizione e dividendo per il volume di brodo utilizzato. Il
catetere era considerato infetto se erano presenti microrganismi in carica > 1000 UFC per
segmento. L'applicazione di tale metodologia risulta laboriosa ed e stata modificata nel 1987
da Brun-Buisson e allievi, ed in pratica sostituita nell'uso corrente.

15.3 Flussaggio del catetere e coltura semi-quantitativa

Nel 1985 Linares ha sperimentato una modifica del metodo quantitativo di Cleri per stabilire
se linfezione sul catetere & generata per via endo o esoluminale. La procedura prevede di
flussare il lume del catetere con 2 mL di brodo di coltura, piastrando successivamente in
agar sangue aliquote da 0.1 mL in diluizioni seriali del terreno liquido. Successivamente il
catetere viene rullato su agar sangue secondo la tecnica di Maki, per rilevare la
colonizzazione extraluminale. Questo metodo risulta molto laborioso e di difficile

applicazione per i test diagnostici routinari, benché abbia mostrato una sensibilita del 100%
[Linares 1985].

15.4 Colorazione diretta del catetere

La colorazione diretta del catetere con Gram o arancio di acridina e osservazione
microscopica e stata sperimentata per anticipare i tempi di diagnosi nei cateteri infetti
[Zufferey et al 1988, Collignon et al 1987]. La presenza di un microrganismo in 20 campi
microscopici osservati € considerata positiva. Questa tecnica e applicabile solamente a
cateteri trasparenti, e laboriosa e richiede personale molto esperto. Risulta inoltre poco
sensibile e specifica /Capdevila 1998]

15.5 Spazzolamento del lume del catetere

Questa tecnica, studiata da Markus e Buday nel 1989, prevede lo spazzolamento del lume del
catetere per evidenziare l'infezione mantenendo il dispositivo in situ Markus and Buday 1989].
Utilizzando un apposito spazzolino, formato da setole in plastica fissate su guida di acciaio
inossidabile, raccogliere il materiale endoluminale mediante scorrimento avanti e indietro
lungo l'intero lume.

Kite ha riproposto la tecnica di spazzolamento del lume con il seguente protocollo: far
scorrere lo spazzolino lungo l'intero lume, sezionare lo spazzolino dalla guida, immergere
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lo spazzolino in una soluzione tamponata sterile (PBS a pH7.4), sonicare a 44 Khz per 1
minuto e agitare il sonicato al vortex per 15 secondi. Inoculare aliquote di 10 e 100 pL in
terreni agarizzati al sangue. Dopo incubazione di 24 ore a 36°+1°C contare le colonie; la
soglia di positivita significativa @ un numero di colonie >100 CFU/mL /Aite et al. 1997].

Tighe e collaboratori hanno proposto di utilizzare il metodo AOLC su campioni di sangue
prelevati dopo spazzolamento del lume al fine di rimuovere la fibrina ed un numero
maggiore di microrganismi adesi /7ighe 1996 b].

Lo spazzolamento risulta comunque indaginoso e non & raccomandato nell'uso comune in
quanto comportail rischio di aritmia cardiaca, embolia e batteriemia /Bovza et al 2002]
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