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SUMMARY

Sepsis is an important cause of morbidity and mortality; Blood cultures are the standard for identifying the
responsible pathogen, bacteria or fungi. A number of factors influence the yield of blood culture, most of them
concerning the microbiolist skill and the laboratory organization.

In order to collect information about the practices and procedures used for the detection of microrganisms in
blood cultures in the italian laboratory, a questionnaire was sent to all the 2000 members of the Italian
Association of Clinical Microbiology. Responses were received from |10 laboratories, located from all over the
country (2.028.581 hospital admission).The results presented hereby concern specimen collection, culture tech-
niques, rapid identification and susceptibility testing. In summary, most laboratories use automated systems
(83.6%), the lenght of incubation was 7 days in two out of three laboratories, although it is common to extend
the incubation period when brucellosis (83 lab), endocarditis (47 lab), systemic mycosis (27 lab) is suspected. A
wide variety of media are employed for subcultures. All laboratories examine the bottles at least once a day,
while only 32 of 95 (33.7%) laboratories processe the positive blood cultures on holiday. Communication bet-
ween clinicians and microbiologist include: distribution of specimen collection guidelines by 93 (84.5%) labora-
tories, availability of patients’ clinical situation in 35 (32.4%) laboratories, and adding to report the suggestion of
potentialy contaminated culture (i.e.*a positive results does not necessarly indicate bacteremias”) in 31 (28.4%).
Only laboratories perform direct, tests 18.6% antimicrobial susceptibility test, and 9.3% perform rapid direct
identification.

INTRODUZIONE

La sepsi costituisce una importante causa di morbi-
lita, gravata da alta mortalita nelle forme severe o
associate a shock. Con 1’emocoltura ¢ possibile in
molti casi confermare la diagnosi, identificare ’a-
gente eziologico e definirne il pattern di sensibilita
agli antibiotici. Il microbiologo ¢ quindi coinvolto
nella gestione di questi pazienti e deve assicurare
I’attendibilita dei risultati, attraverso la scelta di
metodi che assicurino il massimo di sensibilita e di
specificita, e la loro disponibilita in tempi stretti,
con il ricorso a tecniche rapide o preliminari e la
tempestiva comunicazione dei risultati.

In letteratura sono disponibili numerose ed auto-
revoli indicazioni per la corretta esecuzione del-
I’emocoltura ed evidenziati gli aspetti consolidati
e 1 momenti critici, cui il microbiologo dovrebbe
far riferimento per assicurare I’ottimizzazione dei
propri risultati (10, 16, 18, 29, 33), ma anche i
punti controversi su cui non c¢’¢ accordo unanime
0 mancano prove di documentata efficacia.

La raccolta di dati sulle modalita di esecuzione
dell’emocoltura in Italia consente di delineare un
quadro dell’esistente e quindi il confronto con le
piu aggiornate conoscenze, con la realta di altri
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Paesi, con le realta locali.

Gli obiettivi dell’indagine possono cosi essere

sintetizzati:

- conoscere le prassi diagnostiche ed operative
della gestione e dell’emocoltura nei laboratori
italiani,

- offrire elementi di riflessione e confronto a tutti
1 microbiologi (uno strumento per il migliora-
mento continuo della qualita ¢ dato dal con-
fronto con altre realta, o benchmarking)

- disporre di riferimenti per la programmazione
di iniziative di aggiornamento, mirate sulla
base delle prassi esistenti.

MATERIALI E METODI

Nella primavera del 2002, per iniziativa congiun-
ta del Comitato di Studio per la Batteriologia
dell’Associazione Microbiologi Clinici Italiani
(AMCLI) e dell’ Associazione per la Prevenzione
e lo Studio delle Infezioni (APSI), ¢ stata avviata
una indagine conoscitiva — relativa all’anno 2001
- sulle tecniche e le prassi dell’emocoltura per la
diagnosi di batteriemie e di sepsi. Per semplicita,
I’indagine ¢ stata limitata alle emocolture effet-
tuate con sistemi in brodo per la coltura di batteri
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e miceti, escludendo la ricerca di Micobatteri o di
altri microrganismi particolari (quali, ad esempio,
Legionella spp, Leptospira spp o Borrelia spp).
A tal fine ¢ stato predisposto un apposito questiona-
rio che € stato distribuito, attraverso “Notizie
AMCLI” periodico mensile dell’ AMCLI, agli oltre
2000 colleghi iscritti all’Associazione, con 1’invito
alla compilazione da parte del Responsabile del
laboratorio o Dirigente dallo stesso indicato.

Il questionario era diretto ad acquisire informa-
zioni su: denominazione e caratteristiche del labo-
ratorio, rapporti con i medici curanti, procedure
diagnostiche utilizzate per le indagini microbiolo-
giche sulle emocolture (con esclusione delle inda-
gini per micobatteri e dei metodi non in brodo),
carico di lavoro, rapporti con i medici curanti,
gestione dei risultati. I risultati sono stati elabora-
ti dopo inserimento in un foglio elettronico
(Excel) ed in parte con Access. Prima dell’elabo-
razione i risultati sono stati verificati incrociando
alcune risposte per verificarne la congruita (ad
esempio, posti letto vs numero di ricoveri vs gior-
nate di degenza). Per altri dati, mancanti o non
comprensibili o apparentemente errati, si € prov-
veduto a contattare il responsabile del Laboratorio
per raccogliere o verificare 1’informazione.

RISULTATI

Sono stati restituiti 120 questionari, di cui 110
risultati elaborabili (in 7 casi il laboratorio dichia-
ra di non effettuare emocolture; in tre casi sono
stati restituiti due questionario per una stessa isti-
tuzione).

I risultati sono riportati di seguito: nella lettura
occorre tenere presente che non sempre e non tutti
i punti del questionario sono stati compilati (per
disattenzione, ma anche a non disponibilita del
dato o a risultato negativo) e quindi non sempre i
totali corrispondono al totale dei laboratori.

Caratteristiche dei laboratori

La struttura di appartenenza del laboratorio (lab.)
¢ per 91 I’Ospedale, per 8 I’Universita, per 7 un
Istituto scientifico (IRCCS), per 4 una Case di
cura privata, in un caso un Istituto geriatrico
(tabella 1). I laboratori sono distribuiti, anche se in
modo disomogeneo, in tutte le regioni italiane, con
alto numero in Lombardia (23), Piemonte (14),
Veneto (13), Campania (10), solo in parte giustifi-
cato dalla numerosa popolazione residente in que-
ste regioni (tabella 2). Molto variabili anche li
dimensioni delle strutture di ricovero che afferi-
scono ai laboratori: il numero di medio di posti
letto (p.1.) € di 543 per struttura (range 68 — 3000),
con una distribuzione che vede 21 Ospedali con
meno di 200 p.1., 35 con p.l. compresi tra i 200 ¢ i
400, 24 con p.l. compresi tra i 401 e i 700, 16 con
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701- 1000 p.L e 14 con piu di 1000 p.1L (tabella 3).
Alcuni Colleghi specificano che 1’attivita del loro
laboratorio ¢ estesa a piu presidi ospedalieri.
Nell’insieme i 110 laboratori servono 54.395 posti
letto, per un totale di 2.028.581 ricoveri e 14.364.253
di giornate di degenza nel corso del 2001.

Tabella |. Sede del Laboratorio

laboratori
Posti letto n. %
Ospedale 9l 82,7
Universita 8 73
Istituto scientifico (IRCCS) 6 55
Casa di cura privata 4 3,6
Istituto geriatrico | 0,9

Tabella 2. Distribuzione geografica dei laboratori
Regione n. laboratori
Abruzzo 3
Basilicata

Calabria

Campania

Emilia Romagna
Friuli Venezia Giulia
Lazio

Liguria

Lombardia

Marche

Molise

Piemonte

Puglia

Sardegna

Sicilia

Toscana

Trentino Alto Adige
Umbria

Veneto

o
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Tabella 3. Distribuzione degli Ospedali, sede dei laboratori, per
numero di posti letto

laboratori
Posti letto n. %
<200 21 19,1
200-400 35 31,8
401-700 24 21,8
701-1000 16 14,5
> 1000 14 12,7

Sistemi utilizzati

La grande maggioranza dei laboratori si avvale di
strumenti che verificano periodicamente o in con-
tinuo la rilevazione dei segni crescita nel brodo
(92 lab. pari a 83,6%): 58 con BACTEC (Becton
Dickinson), 23 lab. con BacT/ALERT
(bioMérieux), 11 con VITAL (bioMérieux); 4 lab.
dichiarano di usare sia BACTEC che
BacT/ALERT. Solo 18 laboratori (16,4%) proce-
dono alla lettura visiva della crescita: 8 utilizzan-
do un sistema bifasioco (Hemoline Performance
Duo, bioM¢érieux), 5 il sistema a flacone unico,
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per aerobi e anaerobi, Signal, (Oxoid), 4 il flaco-
ne piu slide da avvitare all’arrivo in laboratorio
(Septi-Chek, Becton Dickinson); un lab. non for-
nisce indicazioni sul sistema in uso. La gestione
manuale ¢ diffusa soprattutto tra i laboratori con
minor carico di lavoro: 12 appartengono ad
Ospedali con meno di 200 p.l., gli altri 6 ad
Ospedali con 200 — 400 p.1.

Carico di lavoro

Il questionario chiedeva di indicare il numero di
flaconi esaminati nel corso del 2001: per aerobi,
anaerobi e per miceti. Il numero di set (definito
come un campione di sangue prelevato in uno
stesso momento da una stessa sede, indipendente-
mente dal numero di flaconi inoculati) puo essere
desunto dal numero di prelievi in aerobiosi.

Il campione di laboratori da noi studiato ha esa-
minato, nel corso del 2001, complessivamente
478.850 flaconi cosi distribuiti: 250.643 per aero-
biosi, 220.584 in anaerobiosi e 7.623 per miceti.
Questi dati sono riferiti rispettivamente a: 99
laboratori per I’uso di flaconi in aerobiosi e anae-
robiosi (5 lab. sono stati esclusi dall’analisi per-
ché utilizzano un unico flacone per aerobiosi e
anerobiosi - Signal Blood Culture System -, di
altri 6 non sono disponibili i dati) ed a 39 lab. che
dichiarano di utilizzare di routine o saltuariamen-
te terreni specifici per la ricerca di miceti (tabella
4). 1l range di utilizzo dell’emocoltura ¢ amplissi-
mo (da una decina di flaconi a oltre 20.000).

I dati raccolti permettono anche 1’analisi del
numero di emocolture effettuate rispetto alle
dimensioni della struttura in cui opera il laborato-
rio. Per disporre di un dato omogeneo i dati sono
riferiti per set di emocoltura (prendendo come

Tabella 4. Numero di bottiglie esaminate nel 2001

EMOCOLTURE IN ITALIA

riferimento il numero di emocolture per aerobi): i
set di emocolture sono risultati in media di 4,7 set
di emocoltura per aerobi per p.l. (range 0,03-
13,4), di 17,4 set di emocoltura per aerobi per
1.000 giornate di degenza (range 3,7 — 1183,1), di
123,6 set per 1.000 ricoveri (range 0,1 — 78,2).

Tabella 6. Distribuzione dei lab. per per numero dei flaconi esa-
minati nel 2001/

Laboratori
Flaconi / Paziente n. %
| -2 25 23,1
2-3 20 18,5
3-4 2 1,9
4 26 24,1
6 28 259
altro 7 6,5

Durata dell’incubazione

La durata dell’incubazione ¢ riportata nella tabel-
la 7. I tempi risultano sovrapponibili, per i flaco-
ni in aerobiosi ed anaerobiosi, con moda e media-
na di 7 giorni, media di 7,3 e 7,2 rispettivamente;
un solo lab. incuba meno di 5 giorni ¢ 3 e 2
(rispettivamente per aerobi ed anaerobi) piu di 10
giorni. I lab. che utilizzano terreni specifici per la
ricerca di miceti tendono invece ad incubare piu a
lungo questi flaconi (il 38,1% incuba per 7 giorni,
il 16,7% per 10, il 38,1% per 14-15 giorni).

A fronte di situazioni cliniche particolari molti
lab. prolungano I’incubazione dei flaconi: nel
sospetto di brucellosi (83 lab., in media per 18
giorni, di tre lab non ¢ pero disponibile il dato), di
endocardite (47 lab., in media per 16,5 giorni), di
AIDS (7 lab., per 12,4 giorni), di micosi sistemi-
ca (27 lab. per 14,8 giorni) alcune, di terapia anti-
biotica in corso (18 lab.) o altro - legionellosi, bat-
teri esigenti, su richiesta del
clinico, sacche di sangue - (6

Ricerca n. lab. Totale Media range ]ab‘)_

Aerobi 99 * 250.643 2.532 10 - 20.484 La durata dell’incubazione
Anaerobi 99 * 220.584 2.228 10 - 20.390 risulta perd ampiamente
Specifiche per miceti 39 ** 7.623 115,5 10 - 1.921 variabile - per lo piu due o tre

* sono esclusi i cinque lab. che utilizzano il sistema Signal Blood Culture System, che prevede
l'utilizzo di una sola bottiglia per aerobi ed anaerobi, e sei lab. che non riferiscono il n. di fla-

coni utilizzati
** solo parte dei laboratori utilizza flaconi specifici per miceti

Tabella 5. Distribuzione dei lab. per p.I. e numero di flaconi esaminati nel 2001

settimane -, come si pud
dedurre dalla tabella 8.

Terreni utilizzati per le sot-
tocolture
L’analisi dei terreni utilizzati

per le sottocolture ¢ risultata

Posti letto Emocolture particolarmente complessa
<500 500-1000 1001-2000 2001- 5001 >|0000 Totale . - C e g .

5000 10000 per i diversi tipi di terreno uti-
<1000 | 3 2 8 4 lizzati: il loro numero spazia
701-1000 6 5 3 14 da un solo terreno (agar san-
401-700 | ) N 4 3 20 gue o agar cioccolato), in 5
200-400 6 12 6 10 I 35 lab., ad un pannello di 10 pia-
<200 I 5 3 2 21 stre in uso in 3 lab. (agar san-
Totale I8 I8 T 32 12 14 105 gue, agar sangue per anaero-
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bi, agar cioccolato, terreno
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Tabella 7. Distribuzione dei lab. per la durata dellincubazione (giorni) in uso nella routine

selettivo per Gram negativi, GG di incubazione aerobi Anaerobi miceti
terreno selettivo per n. % n. % n. %
Pseudomonas, terreno seletti- 3 ' 1,0 ' 0.9 ' 24
vo per salmonella, terreno 2 ;o 3"; ;0 Z’z ! 24
selettivo per Gram positivi, . .
terreno selettivo per ! 74 705 ’8 71,6 16 38,1
. . 8 3 2,9 3 2,8

Enterococchi, terreno seletti-

fil hi 10 9 8,6 10 9,2 7 16,7
Vo per Stafi ococchi, terreno 14 | 10 | 0.9 3 310
selettivo per mlcetl)._ Per le_ 5 | 1.0 | 0.9 3 7.1
sottocolture da flaconi aerobi 20 | 1.0
si contano, su 99 lab. che for- 45 I 24
niscono I’informazione ben  tot. Risposte 105 109 4)

45 diverse combinazioni dei
terreni appena citati.
La tabella 9 riporta la fre-

quenza di utilizzo dei vari ter-  alla durata della stessa

Tabella 8. Distribuzione dei lab. in base al motivo di prolungamento dell'incubazione ed

reni, per le sottocolture da fla- GG di incubazione

Maggior durata dell'incubazione per:

coni aerobi, in 99 lab.: I’agar Brucellosi  Endocardite AIDS Micosi
cioccolato ¢ utilizzato da 83 / ! '
lab.( 83,8%), I’agar sangue da 8 !
95 lab. (96%) — altri due lab. :‘2’ f f 2 é
utilizzano il solo agar sangue 4 m T 3 3
in anaerobiosi -, un terreno 5 6 0 3
selettivo per Gram negativi I8 |

dal 78,8% (Cui un 10% dei 20 17 7 |
lab. associa un terreno seletti- 21 13 7 | 5
vo per Pseudomonas spp. ed 25 2

un altro 10% anche il terreno 28 6 2 I
selettivo per Salmonella 30 3 I I
spp.), un terreno selettivo per 40 I

Gram positivi da 37,4% dei tot 80 47 7 27

lab. (associato nel 26,3% ad

un terreno selettivo per stafilococchi e nel 14,1%
ad un terreno selettivo per Enterococchi); infine,
I’agar Sabouraud ¢ utilizzato dal 68,7% dei lab.
Infine, 79 lab. (79,8%) associa l’agar sangue
all’agar cioccolato.

Tabella 9. Terreni utilizzati per sottocolture da flaconi aerobi
(rispondono 99 lab)

TERRENO Lab
N. %
Agar Cioccolato 83 83,8
Agar Sangue 95 96
Agar sangue per anaerobi 9 9,1
Agar sangue per anaerobi, selettivo 3 3,0
Terreno selettivo per Cocchi Gram positivi 37 37,4
Terreno selettivo per Stafilococchi 56 56,6
Terreno selettivo per Enterococchi 19 19,2
Terreno selettivo per Gram negativi 78 78,8
Terreno selettivo per Pseudomonas 10 10,1
Terreno per Salmonella 10 10,1
Terreno per miceti (tipo Sabouraud) 68 68,7
Altri terreni 6 6,1

Utilizzo di metodi che consentono di anticipare
i risultati
Il questionario indagava anche alcuni aspetti del-
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I’esame dei brodi di emocoltura, particolarmente

critici in ordine alla tempestivita della risposta e/o

alla possibilita di anticipare informazioni parziali

o preliminari al clinico:

- la frequenza di osservazione dei brodi per rile-
vazione dei segni di crescita, durante la setti-
mana e nel week end,

I’effettuazione dell’esame microscopico sui
brodi con segni di crescita,

- Deffetttuazione di test “diretti”, effettuati uti-
lizzando direttamente la brodocoltura, senza
attendere la crescita di colonie sui terreni soli-
di.

I flaconi vengono esaminati almeno una volta al

giorno da lunedi a sabato in tutti i lab., ma in

molti lab. anche due volte al giorno. Diversa la

situazione nel fine settimana: non esaminano i

flaconi delle emocolture 4 su 101 lab. (4%) il

sabato e 63 su 95 lab. (66,3%) la domenica. Tra i

32 laboratori che esaminano i campioni nei giorni

festivi ci sono laboratori di strutture di varie

dimensioni; la tabella 10 riporta il numero ¢ la
frequenza dei laboratori che esaminano i campio-

ni nei giorni festivi nell’ambito di Laboratori di
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ospedali di analoghe dimensioni.

Tabella 10. Laboratori che esaminano i campioni di emocoltu-
ra: numero e frequenza nellambito di strutture di analoghe
dimensioni

EMOCOLTURE IN ITALIA

Tabella 12. Collaborazione con i medici curanti

NO SI n.r
Indicazioni scritte alle UO per prelievo 16 93 1
Informazioni cliniche sul Modulo di richiesta 35 73 2
Indicazione di sospetta contaminante 31 78 1

. laboratori

Posti letto - - ————— —

Totale Esaminano i campioni nei giorni festivi
n. %

<200 2| 6 28,6

200-400 35 12 34,3

401-700 24 5 20,8

701-1000 16 4 25,0

> 1000 14 5 357

L’esame microscopico (forniscono questa infor-
mazione 108 lab.) viene effettuato routinariamen-
te da 93 lab. (86,1% dei lab.), generalmente dopo
colorazione di Gram (6 lab. usano arancio di acri-
dina, 1 lab, blu di metilene).

L’identificazione diretta, sembra non far parte del
bagaglio colturale, o almeno delle possibilita ope-
rative dei microbiologi italiani: solo 10 su 107
(9,3%) dichiarano di procedere all’identificazione
diretta sul brodo. Il dato deve pero essere critica-
mente perché ¢ possibile che qualche identifica-
zione diretta venga effettuata ancorché¢ non in
modo sistematico e su tutti gli isolati.

I dati sull’antibiogramma diretto sembrano pero
confermare la scarsa propensione dei microbiolo-
gi italiani all’esecuzione di test diretti: solo il
18,6% dei lab. (19 su 102) effettua 1’antibigram-
ma diretto. I metodi utilizzati sono il Kirby Bauer
(12 lab.), lo Sceptor (2), Kirby Bauer e/o
Sensititre (1), Kirby Bauer e/o ATB (1),
Microscan (1). La distribuzione dei laboratori che
effettuano I’antibiogramma diretto, per dimensio-
ne della struttura di appartenenza, ¢ riportata nella
tabella 11.

Tabella I 1. Laboratori che effettuano test “diretti” di sensibilita:
numero e frequenza nellambito di strutture di analoghe dimen-
sioni

n.r. non risponde

Alla domanda “avete fornito ai reparti indicazioni
scritte sulle modalita di prelievo?” rispondono
109 laboratori: si 93 lab. (85.3%), no 16 lab.
(14.7%). 44 colleghi ci hanno inviato copia del
modulo con le indicazioni per la raccolta; la tabel-
la 13 ne riferisce i contenuti.

Alla domanda “il modulo di prevede la trasmis-
sione al laboratorio di notizie cliniche?” rispon-
dono 108 laboratori: si 73 (7.5%), no 35 (24%). 11
contenuto dell’informazione € stato analizzato,
secondo il punto di vista degli AA, rispetto alle
informazioni utili per 1’ottimizzazione della dia-
gnosi microbiologica (tabella 14).

Infine, veniva chiesto “indicate sul referto se il
germe isolato € un probabile contaminante?”: lo
segnalano 78 laboratori (71,6%), non lo segnala-
no 31 (28,4%), non risponde un laboratorio.

Tabella 13. Andlisi dei moduli, prodotti e distribuiti dal lab, con
istruzioni e/o indicazioni sulle modalitd di prelievo per 'emocoltura
Laboratori che la forniscono

Tipo di informazione

n. %

Premessa clinica 5 11,4
Modalita di preparazione cute * 38 86,4
Numero e tempi di prelievo 23 52,3
Quantita di sangue 31 70,5
Tipo di flaconi 24 54,5
Istruzioni per portatori CVC 6 13,6
Modalita di comunicazione dei referti 4 9,1
Modifiche dell’iter diagnostico sulla base

di specifiche situazioni cliniche 12 27,3

* in alcuni casi le indicazioni risultano poco dettagliate

Tabella 14. Analisi dei moduli di richiesta delle indagini micro-
biologiche rispetto alle informazioni richieste al clinico per otti-

Posti letto laboratori mizzare liter dell'indagine microbiologica

Totale Effettuano test “diretti” di sensibilita Livello di completezza Distribuzione dei Laboratori

n. % dell'informazione n. %

<200 21 4 19,0 Esauriente per I'esame I 25,6
200-400 35 2 5,7 Poco esaurienti per I'esame I 25,6
401-700 24 5 20,8 Equivalenti a nessuna notizia 21 48,8
701-1000 16 [ 6,3
>1000 14 ’ 30,0 DISCUSSIONE

Rapporti con i medici curanti

Il questionario chiedeva notizie sullo scambio di
informazioni con i medici curanti: dal microbio-
logo al clinico per la fase pre-analitica (suggeri-
menti per la corretta esecuzione del prelievo) e
nell’interpretazione del referto (segnalazione di
possibili contaminanti), dal clinico al microbiolo-
go (informazioni clinico anamnestiche utili ad
ottimizzare la fase analitica (tabella 12).

Microbiologia
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L’emocoltura ¢ fra gli esami di laboratorio che
vengono richiesti in quantita relativamente scarsa
rispetto alla reale importanza diagnostica. Per
esemplificare vengono riportate qui di seguito le
principali situazioni cliniche in cui ¢ importante
eseguire il test e la % attesa di positivita (3):
Endocarditi ed infezioni endovascolari (85 —
95%), Epiglottite acuta (80 — 90%), Polmonite
batterica (5 — 30%), Piclonefrite ascendente (30 —
50%), Osteomielite ematogena (30 — 50%),
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Meningite batterica (50 — 80%), Ascessi endoad-
dominali e Febbre di origine sconosciuta (varia).
L’importanza di effettuazione dell’emocoltura ¢
ribadita dall’autorevole Linea Guida, prodotta
della Society od Critical Medicine e della
Infectious Disease Society of America, riferita in
verita ai pazienti delle Terapie intensive, che
afferma: “Because the information provided by a
positive blood culture can have such important
prognostic and therapeutic implications, blood
cultures should be performed for patients with
new fever, even when the clinical findings do not
strongly suggest a noninfectious cause (30)”. Ed
aggiungiamo noi, deve essere effettuata in labora-
torio secondo le migliori prassi di laboratorio.
L’emocoltura consente di confermare il sospetto
clinico di sepsi, di accertare 1’agente eziologico in
causa e studiarne la sensibilita in vitro agli anti-
biotici. Il risultato dell’indagine, e il suo impatto
sulla cura del paziente, sono condizionati da mol-
teplici fattori fra cui principalmente il volume del
campione, il momento del prelievo, I’intervallo ed
il numero dei prelievi, I’accuratezza del prelievo
(metodo di disinfezione della cute), le caratteristi-
che del mezzo di coltura, la durata dell’incuba-
zione, la capacita del sistema analitico di eviden-
ziare lo sviluppo batterico, I’interpretazione del
risultato (patogeni vs contaminanti).

Conoscere la situazione nel nostro Paese puo for-
nire utili informazioni: all’Autorita sanitaria ed
alle Associazioni scientifiche per programmare
iniziative di formazione e formulare linee guida,
ai singoli microbiologi per confrontare le proprie
prassi con quelle di altri colleghi, ai clinici per
ottimizzare la richiesta dell’esame e il miglior uso
dei risultati.

L’indagine da noi effettuata ha raccolto informa-
zioni sull’attivita di 110 laboratori, che possono
essere considerati un buon campione della realta
italiana in quanto esaminano circa un terzo
delle emocolture italiane (secondo il rapporto
di Databank, dicembre 2001) e sono distribuiti
su tutto il Paese; un bias potrebbe essere costitui-
to dalla modalita di arruola-
mento (gli iscritti alla

Associazione professionale ni con dati USA (21)
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(11) e di altri Paesi (21, 22).

Dall’analisi delle risposte emergono alcuni aspet-
ti che meritano una riflessione ¢ la formulazione
di proposte indirizzate a migliorare 1’attivita dia-
gnostica microbiologica.

Diversi 1 documenti autorevoli cui attingere — a
cui anche noi faremo riferimento - per la corretta
esecuzione dell’emocoltura (10, 18, 29, 33),
anche se alcuni aspetti sono ancora controversi o
mancano prove di efficacia.

La richiesta di emocoltura

Un punto critico € certamente rappresentato dalla
decisione di effettuare 1I’emocoltura. Pur non
costituendo I’obiettivo primario dell’indagine, i
dati raccolti forniscono informazioni — o almeno
indicazioni - sulle abitudini di ricorso all’emocol-
tura negli ospedali italiani. I dati raccolti eviden-
ziano complessivamente uno scarsa abitudine
all’esecuzione dell’emocoltura negli ospedali ita-
liani (tabella 15), almeno rispetto agli USA (21),
anche se con spiccate diversita nelle diverse real-
ta come indicato dall’ampio range, pur tenendo
conto delle dimensioni degli Ospedali in cui opera
il laboratorio: da 0,03 a 13,4 set di emocoltura per
p.l., da 3,7 a 1183 set per 1.000 giornate di degen-
za, da 0,1 a— 78,2 set per 1.000 ricoveri. L’aspetto
positivo, che merita di essere sottolineato ¢ 1’in-
cremento osservato rispetto alla precedente rile-
vazione, effettuata in ambito AMCLI, con analo-
ga metodologia (tabella 16), anche se non sullo
stesso campione.

Aspetti metodologici

a) Volume di sangue, numero e tempi di prelievo.
Esiste una relazione diretta fra volume di sangue
prelevato, indipendentemente dal numero di fla-
coni inoculati, e positivita (10, 17, 24, 30). La
carica batterica, sia nelle forme di batteriemia
intermittente che in quelle continue per infezione
endovascolare € infatti molto bassa, dell’ordine di
1 — 10 cfu/mL (36). In letteratura si raccomanda
per ’adulto il prelievo di almeno 20 — 30 ml di
sangue (10, 18, 29, 30); in eta pediatrica sono,
invece, sufficienti volumi minori poiché nei bam-

Tabella 15. Distribuzione (%) dei lab. per n. di flaconi esaminati: confronto dei dati italia-

potrebbero essere piu sensibi-
li sulle tematiche) e dalla

Numero di flaconi esaminati

selezione dei rispondenti

(ancora una volta i piu inte-

<1500 1501-3500 3501-8000  >8000
Italia, 109 Ospedali (2001) 39,4 232 222 15,2
USA, 258 Ospedali (1986) 17,1 23,3 37,2 22,5

ressati e motivati).
Riteniamo poi utile confron-

Tabella 16. Distribuzione (%) dei lab. per n. di flaconi esaminati: confronto dei dati del-
l'indagine con analoga indagine effettuata nel 1988 [11]

tare 1 dati relativo al 2001 con

Numero di flaconi esaminati

quelli raccolti in precedenti
indagini italiane, per verifica-

<500  500- 1.001-
1.000 2.000

2.001- 5.001- >10.000
5.000 10.000 0

re gli eventuali cambiamenti,

Italia, 109 Ospedali (2001) /7,1 17,1 10,5

30,5 11,4 13,3

i trend e i problemi irrisolti

Italia, 145 Ospedali (1988)

50,3 22,1 12,4 11,0 2,8 1,4
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bini la batteriemia presenta una carica microbica
piu elevata (29).

I nostri dati sono riferiti al numero di flaconi, for-
nendo una indicazione solo indiretta dei volumi
prelevati (i sistemi piu diffusi prevedono I’inocu-
lo di 5 — 10 ml per flacone); un 40% di laboratori
dichiara di rilevare meno di 4 flaconi per pazien-
te (tabella 6) che potrebbero non assicurare un
volume sufficiente di sangue.

Anche sul numero di prelievi (set) si trovano indi-
cazioni non univoche in letteratura, spesso con
riferimenti e indicazioni diverse in base alla pato-
logia sottostante (18). La totalita degli AA racco-
manda il prelievo di 2 o 3 set di emocoltura.
Ulteriori emocolture, nei giorni successivi,
potrebbero risultare utili nei pazienti in terapia
antibiotica, con febbre di origine oscura (ad esem-
pio, ascessi occulti, tifo, brucellosi) o con sospet-
ta endocardite subacuta (10, 18). Il vantaggio di
piu prelievi ¢ ben illustrato da Lamy et al. in una
recente lettera al CID (19): supponendo una fre-
quenza di contaminazione del 25% per set si
avrebbe una probabilita del 58% di isolare un
contaminante in almeno un set; per contro la pro-
babilita di trovare lo stesso contaminante in due
set scende al 15,6% e in tre set all’1,6%.

Circa i tempi dei prelievi le indicazioni fornite
dalla letteratura parlano di prelievi distanziati di
10 — 20’: non esistono perod prove a supporto (25).
b) Tempo di incubazione

Per quanto riguarda i sistemi manuali la durata
dell’incubazione consigliata, salvo le condizioni
cliniche e microbiologiche che prevedono un pro-
lungamento, ¢ di sette giorni. Per quanto riguarda
1 sistemi assistiti da strumentazione la maggior
parte degli autori suggerisce tempi di incubazione
di 5-7 giorni, sempre escludendo i casi di neces-
sario prolungamento. I dati raccolti appaiono pie-
namente in linea con le indicazioni della letteratu-
ra (10, 18, 29). Nella esperienza di uno degli
Autori dopo 5 giorni si ha crescita del 98,9% dei
patogeni, contro il 99,8% delle crescite dopo 7
giorni (27).

Dall’indagine risulta che molti laboratori prolun-
gano I’incubazione per particolari situazioni clini-
che (sospetta brucellosi, endocardite, AIDS,
micosi sistemiche). E perd il caso di sottolineare
che su questo aspetto, pur sottolineato in tutta la
letteratura, manca un consensus su quali siano le
situazioni in cui prolungare 1’incubazione e quan-
to a lungo.

¢) Controllo della positivizzazione

La grande maggioranza dei laboratori italiani uti-
lizza strumenti che provvedono alla rilevazione in
continuo dei segni di crescita. Chi utilizza sistemi
manuali esamina almeno una volta al giorno le
emocolture per rilevare i segni di crescita; 3 su 17
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esaminano i flaconi due o piu volte al giorno.

Un punto dolente ¢ la mancata effettuazione dei
test microbiologici (esame microscopico, sotto-
colture e test “diretti”), nei giorni festivi da parte
di 63 lab su 93 (66,3%). Curioso che il dato non
sia correlabile con le dimensioni degli Ospedali
serviti dal laboratorio; nei grandi Ospedali sono
ricoverati pazienti a maggior rischio di sepsi seve-
re e la frequenza di riscontro di emocolture posi-
tive ¢ certamente piu alta. La decisone dell’aper-
tura, almeno parziale, della microbiologia non
puo essere decisa autonomamente dai microbiolo-
gi; ma certamente il microbiologo dovrebbe farsi
carico di sollecitarla, anche se, in tempi di grande
attenzione alle spese correnti, potrebbe risultare
difficile trovare interlocutori sensibili.

Nel caso in cui, per carenza di risorse, questo non
sia possibile si raccomanda di accordarsi con i
reparti di degenza in modo che, in caso di gravi
condizioni di pazienti con emocolture in corso, il
clinico possa ricorrere al servizio di reperibilita
del laboratorio.

d) Esame microscopico

Da ogni flacone positivo deve essere effettuato
tempestivamente un esame microscopico (Gram
e/o arancio di acridina) per confermare la positi-
vita e osservare la morfologia presenza di miceti
o batteri, e per questi ultimi, i caratteri tintoriali
(10, 18, 29, 37). Tale prassi risulta ampiamente
diffusa, con una quota pero non piccola di labora-
tori (15 su 108, pari al 13,9%) che dichiarano di
non effettuare 1’esame microscopico: questi ulti-
mi sono variamente distribuiti nel Paese e opera-
no in ospedali di varie dimensioni (da 90 a 1130
p.l.). Largamente utilizzata la colorazione di
Gram (80 lab., pari all’86%); 6 lab. (6,5%) utiliz-
zano la colorazione di arancio di acridina: manca
I’informazione sulle caratteristiche tintoriali, ma
offre una maggior sensibilita (utili in caso di bat-
teriemie sostenute germi che si colorano poco o
con difficolta, quali Brucella spp o
Campylobacter spp).

Il referto deve essere il piu descrittivo possibile
(10, 18). Se la lettura ¢ fatta da un microbiologo
esperto ¢ preferibile specificare “cocchi Gram
positivi a grappolo: probabile stafilococco” piut-
tosto che “cocchi Gram positivi” (29). 1l referto
va comunicato tempestivamente, per telefono o
fax, al medico curante. Il test serve anche come
guida all’esecuzione di eventuale identificazione
ed antibiogramma “diretti”.

Attenzione perd: deve essere chiarito al medico
curante che microscopicamente non possiamo
distinguere lo stafilococco aureo dagli altri stafi-
lococchi per cui occorre molta prudenza nell’in-
terpretazione del risultato perché potrebbe essere
un inquinante!
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e) Sottocoltura su terreni solidi
In letteratura viene raccomandata la sottocoltura
su: Agar sangue (in aerobiosi), agar sangue per
anaerobi (in anaerobiosi). Molti AA (18, 29) rac-
comandano anche la semina su agar cioccolato (in
COy), su un terreno selettivo-differenziale per
Gram negativi e su un terreno selettivo per Gram
positivi (aggiunti di routine, o sulla base del
Gram, risultano particolarmente utili in caso di
batteriemie polimicrobiche).
La realta italiana appare estremamente variegata.
Considerando le sole sottocolture da flaconi aero-
bi, rileviamo una diffusa abitudine all’uso di agar
sangue, con I’eccezione di quattro lab (due semi-
nano pero sempre sa agar sangue per anaerobi, gli
altri due sono piccoli laboratori), un uso solo
nell’83,8% dell’agar cioccolato (necessario inve-
ce per la crescita di germi esigenti, non raramen-
te in causa nelle batteriemie), un ampio uso di ter-
reni selettivi per Gram negativi ¢ Gram positivi,
I’uso ancora di terreni selettivi, diversamente da
quanto indicato in letteratura, per Salmonella spp
(10% dei lab), Pseudomonas spp (10%) e Miceti
(68,7%). Salvo specifiche situazioni epidemiolo-
giche 1’uso nella routine di questi ultimi terreni
non sembra giustificato, soprattutto alla luce dei
maggiori costi.
) Test “diretti” per Uidentificazione e ’antibio-
gramma
E bene dire subito che non ci sono procedure
approvate né standardizzate; cid nonostante molti
Autori ne consigliano I’esecuzione (16, 18). L’uso
dei test diretti viene lasciato alla responsabilita ed
esperienza personale tenendo presente che risulta-
ti scorretti possono fuorviare 1’indirizzo terapeuti-
co e risultare dannosi: quindi massima prudenza
nell’interpretazione del risultato da comunicare al
clinico.
Esistono pero numerosi lavori in letteratura che
propongono modalita affidabili di identificazione
“diretta” (1, 2, 6, 8, 14, 23, 32, 33, 34, 38); un
algoritmo particolarmente dettagliato ¢ riportato
sul testo di Isenberg (18). L’esperienza anche di
colleghi italiani (4, 11), ha dimostrato che gli
errori negli antibiogrammi diretti sono quasi solo
“minor error”.
Anticipare di 24 ore il risultato, almeno dell’anti-
biogramma, dovrebbe avere una positiva ricaduta
clinica (mancano peraltro lavori in letteratura che
lo documentino), tanto piu importante in una
patologia, la sepsi, che puo avere una rapida evo-
luzione clinica e, nelle forme severe o con shock,
una alta mortalita, compresa tra il 20 e il 50% (9,
20, 33).
In altri Paesi molti lab. effettuano test diretti: dal-
I’indagine americana, gia citata (21), risulta che il
31% dei laboratori effettua test diretti per I’iden-
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tificazione e il 75% test diretti per I’antibiogram-
ma. In Italia test diretti sono effettuati per identi-
ficazione ed antibiogramma rispettivamente dal
9.3% e dal 17,9%; poco ¢ cambiato, in peggio,
dalla rilevazione del 1988 quando questi test veni-
vano effettuati rispettivamente dall’8.7% e 25%
dei laboratori. I test diretti risultano effettuati
soprattutto nei laboratori di grandi dimensioni (il
50% dei laboratori in strutture con piu di 1000
posti letto).

g) Collaborazione con i clinici

L’utilita di una stretta collaborazione tra medico
curante e microbiologo ¢ stata spesso enfatizzata
e risulta particolarmente importante nel caso del-
I’emocoltura: Tre gli aspetti considerati dal que-
stionario.

La disponibilita per il microbiologo di informa-
zioni cliniche sul paziente per decidere eventuale
strategie alternative alla routine: ¢ il caso del pro-
lungamento dell’incubazione nel sospetto di par-
ticolari patologie. Tale prassi sembra essere anco-
ra poco diffusa nel nostro Paese: solo due terzi dei
laboratori (73 lab. su 108, pari a 67,6%) riceve
informazioni, che perd solo in una meta dei casi
possono essere utili per ottimizzare 1’esame
(tabelle 10 e 12).

Piu diffusa invece (93 lab. su 109, pari all’85,3%)
la prassi di produrre e distribuire all’utenza indi-
cazioni per la fase preanalitica (tabelle 10 e 11),
segno di una crescente sensibilita del microbiolo-
go ad affrontare temi al di fuori dello stretto ambi-
to analitico. Nell’indagine del 1988 era risultato
che riceveva notizie cliniche il 62.5 % dei lab., ed
aveva prodotto e distribuito indicazioni scritte per
la raccolta il 60%.

Molti lab. (78 su 109, pari 71,6%), di fronte all’i-
solamento di un probabile contaminate, ne danno
indicazione sul referto; tale prassi appare in linea
con le indicazioni della letteratura (16, 18), anche
se l’interpretazione del risultato non ¢ sempre
agevole (40). Assai significativi 1 risultati di
un’indagine effettuata in un Ospedale inglese
(28): 11 97% dei medici ha detto di approvare 1’in-
serimento nel referto di un commento del micro-
biologo (ed esempio: “probabile infezione” o
“probabile contaminazione”). Anche se il giudizio
definitivo spetta al curante, il microbiologo puo
portare un importante contributo rispetto al signi-
ficato clinico del germe isolato, nell’ambito di
una stretta collaborazione tra clinico e laboratori-
sta (7, 31).

CONCLUSIONI

I dati raccolti indicano una sostanziale diffusa
correttezza nell’esecuzione dell’emocoltura, con
una buona adesione ai protocolli diagnostici pro-
dotti dalle societa scientifiche o agenzie sanitarie.
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E perd anche vero che non esistono in letteratura
indicazioni cogenti in molti casi, ma piuttosto
indicazioni; di alcuni aspetti, ad esempio sui
tempi e il numero dei prelievi, si trovano indica-
zioni non sempre concordanti; in altri casi manca-
no evidenze, come per la scelta 0 meno dell’uso
di inibitori degli antibiotici nei brodi (resine o
FAN).

Un aspetto critico, che I’indagine ha evidenziato,
¢ la scarsa attenzione ai tempi di risposta (turn
around time): mancata esecuzione in alcuni casi al
momento della rilevazione della positivita dell’e-
mocoltura, scarsa diffusione dei test diretti, man-
cata effettuazione dei test microbiologici dei cam-
pioni nei giorni festivi. Su questo aspetto ¢ auspi-
cabile un forte impegno delle societa scientifiche
attraverso 1’organizzazione di momenti formativi
e la sensibilizzazione delle autorita sanitarie, ma
anche dei microbiologi per attivare iniziative di
scambio e di confronto con i colleghi clinici.
Infine, un grazie ai numerosi colleghi che hanno
saputo e voluto trovare il tempo per raccogliere e
comunicarci i loro dati.
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PROPOSTE PER I’ESECUZIONE DELI’EMOCOLTURA (SISTEMI IN BRODO)

Il risultato ottimale di questo esame dipende da
molteplici fattori fra cui principalmente il volume
del campione, il momento del prelievo, il numero
dei prelievi, I’accuratezza del prelievo (il metodo
di disinfezione della cute), le caratteristiche del
mezzo di coltura, la capacita del sistema analitico
di evidenziare lo sviluppo batterico, I’interpreta-
zione del risultato (patogeni vs contaminanti).

Di seguito vengono esaminate le principali varia-
bili con indicazioni tratte dalla letteratura piu
recente ed autorevole.

Fase pre-analitica

1. Tempo del prelievo

Effettuare il prelievo prima del rialzo febbrile (60-

90 minuti prima) e, se questo non ¢ prevedibile,

allora prelevare all’inizio del rialzo febbrile.

Effettuare il prelievo prima della prescrizione della

terapia antimicrobica; in caso di terapia in corso,

prima della somministrazione di antibiotico.

Protocolli di prelievo consigliati:

1) Sospetta sepsi meningite, osteomielite, artrite,
polmonite, endocardite acuta, ecc. : due o tre
prelievi diversi nell’arco di 30-60 minuti e
prima di iniziare la terapia antimicrobica.

2) Sospetta endocardite sub-acuta: Come per
I’acuta ma da ripetere eventualmente il giorno
dopo.

3) Sospetta endocardite. sepsi ed altre cause di
batteriemia in paziente sotto trattamento anti-
biotico. Due prelievi diversi nell’arco di 30-
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60 minuti per tre giorni consecutivi e lontano
dalla somministrazione del farmaco.

4) Febbre di origine sconosciuta (es. tifo, brucel-
losi): due prelievi diversi nell’arco di 30-60
minuti per tre giorni consecutivi

2. Numero di prelievi e intervallo tra prelievi
Effettuare almeno due prelievi. Un solo prelievo
puo non evidenziare una batteriemia intermittente
ed inoltre rende difficile interpretare il significato
clinico dell’isolamento di certi microrganismi
(possibili contaminanti cutanei).

Non esistono indicazioni sull”intervallo tra pre-
lievi; molti Autori concordano sull’effettuare i
prelievi a distanza di 10°.

3. Volume di sangue

Esiste una relazione diretta fra volume di sangue
prelevato e positivita: nella maggior parte dei casi
nell’adulto si usa prelevare una quantita di circa
10 ml di sangue per flacone; in eta pediatrica poi-
ché la batteriemia presenta una carica microbica
piu elevata, si prelevano in genere da 1 a 5 ml di
sangue per flacone.

Deve esserci un rapporto ottimale fra volume del
campione e volume del brodo di coltura (di solito
1:5) per cui non superare mai le quantita di san-
gue indicate sul flacone stesso.

4. Quali brodi utilizzare?

Nella normale routine, salvo accordi con il singo-
lo reparto di degenza, fare inoculare, per ogni pre-

o
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lievo, un flacone per aerobi ed uno per anaerobi
(il materiale ¢ provvisto dai singoli laboratori a
seconda della gamma di flaconi e ditte diagnosti-
che prescelte) e quando necessario ricorrere a fla-
coni pediatrici; non esistono evidenze che 1’uso di
flaconi specifici per miceti porti vantaggi di
costo/beneficio.

5. Modalita di prelievo:

1) Selezionare un diverso punto per ogni prelievo.

2) Non aspirare il sangue da cateteri venosi o
arteriosi a permanenza a meno che non sia
possibile effettuare la puntura endovenosa o si
sospetti una sepsi da catetere endovascolare
(in questo caso prendere accordi con il labo-
ratorio).

3) Disinfettare accuratamente la zona della pun-
tura venosa con soluzione di disinfettante bat-
tericida iniziando in cerchi concentrici
coprendo un’area di circa 4-5 cm.

4) Lasciare asciugare e introdurre 1’ago senza
ripalpare la zona disinfettata; se fosse neces-
sario palpare di nuovo la zona disinfettata,
usare guanti sterili.

5) Disinfettare con uguale disinfettante il tappo
di ogni bottiglia e lasciare asciugare.

6) Introdurre il sangue nella bottiglia e agitare
bene per impedire la formazione del coagulo.

7) Porre sul flacone I’etichettatura prevista per
identificare il paziente senza coprire eventuali
codici a barre gia stampati sul flacone stesso.

6. Disinfettante cutaneo

Sono spesso utilizzati: t,povidone iodio 10%, tin-
tura di i0dio2%, clorexidina alcolica 0,5%; gli
ultimi due sono da preferirsi per 1”’azione piu rapi-
da (sufficiente un tempo di contatto di 15-30).
La disinfezione della cute ¢ particolarmente
importante per ridurre

I’inquinamento e contenere il numero dei falsi
positivi che possono produrre aumenti del tempo
di degenza, maggiori costi per la terapia, danno
per il paziente e induzione di resistenze batteri-
che.

7. Quesito diagnostico

Il curante deve specificare nella richiesta (modu-
lo cartaceo o via elettronica) [’esistenza o il
sospetto di condizioni che possono richiedere
modifiche nelle procedure di laboratorio (prolun-
gamento del periodo di incubazione).

8. Invio e conservazione

Dopo il prelievo inviare subito le bottiglie in labo-
ratorio o, se questo ¢ impossibile, conservarle con le
modalita proprie del sistema in uso in laboratorio.
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Fase analitica

9. Accettazione dei campioni e loro incubazione
Appena i flaconi pervengono in laboratorio, dopo
il controllo di idoneitd (biologicamente sicuri,
adeguati in quantita, correttamente etichettati
€CC.), S€ non ci sono i motivi previsti per respin-
gerli (ricordare a questo proposito di avere regole
scritte ben precise e precedentemente comunicate
al clinico) vengono messi in incubazione con le
modalita previste dalla ditta produttrice dei flaco-
ni ed osservando le previste norme di conteni-
mento del rischio infettivo. In caso di vistosa con-
taminazione esterna del contenitore e/o del foglio
di accompagnamento, il campione sara respinto
perché potenzialmente pericoloso per il personale
o adeguatamente disinfettato.

10. Tempo di incubazione

Per quanto riguarda i sistemi manuali I’incubazio-
ne consigliata, salvo le condizioni cliniche e
microbiologiche che prevedono un prolungamen-
to, ¢ di sette giorni ricordando che, nonostante
alcuni autori raccomandino colture cieche a 48,
72 e a fine incubazione, le colture cieche durante
ed a fine incubazione non sembrano giustificate
alla luce delle analisi costi / benefici. Colture cie-
che non sono invece richieste quando si usino fla-
coni bifasici tipo “Castaneda”.

Per quanto riguarda i sistemi assistiti da strumen-
tazione la maggior parte degli autori suggerisce
tempi di incubazione di 5 - 7 giorni, sempre esclu-
dendo i casi di necessario prolungamento per le
ragioni viste sopra. La riduzione a 5 giorni puo
raramente comportare il mancato isolamento di
possibili patogeni, ma riduce certamente anche la
quota di contaminanti.

Non esistono precise indicazioni sui casi per cui si
debba prolungare I’incubazione n¢ sulla durata
della stessa. Per lo piu si consigli di prolungare
I’incubazione a due-quattro settimane nel sospet-
to di endocardite (gruppo HACEK ed altri batteri
a lento sviluppo), di brucellosi e, secondo alcuni
Autori, nel sospetto di micosi profonda o da anae-
robi.

11. Rilevazione dei segni di crescita

Per i sistemi manuali deve essere prevista una
ispezione dei flaconi per evidenziare la crescita
almeno due volte durante il turno lavorativo; per i
sistemi automatici il monitoraggio ovviamente ¢
in continuo. Quando si usino sistemi automatici ¢
opportuno stabilire momenti di esecuzione preci-
si nella giornata: ad esempio all’inizio e fine mat-
tina e, nel pomeriggio.

La rilevazione della positivita deve essere effet-
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tuata anche nei giorni festivi. Nel caso in cui, per
carenza di risorse, questo non sia possibile si rac-
comanda di accordarsi con i reparti di degenza in
modo che, in caso di gravi condizioni di pazienti
con emocolture in corso, il clinico possa ricorrere
al servizio di reperibilita del laboratorio.

12. Procedure in caso di positivita

Ogni volta che vengono evidenziati segni di svi-
luppo (visivamente o segnalati dallo strumento),
si deve procedere all’esame microscopico, alle
subculture e, possibilmente anche all’esecuzione
di test diretti di identificazione ed antibiogramma.

a. Sottocolture
Prendere i flaconi risultati positivi ed in cappa
a flusso laminare preparare uno striscio prele-
vando una quantita di sangue/brodo per 1’ese-
cuzione della parte microscopica e colturale.
Per evitare aghi e siringhe si suggerisce di
utilizzare sistemi di raccordo per farfalle
“vacutainer” che da una parte hanno un tubi-
cino in plastica e dall’altra un ago. Inserire nel
tappo di gomma la parte con 1’ago e far usci-
re la goccia di brodo/sangue direttamente sul
vetrino e piastre: in questo modo si evita di
esporre al rischio di puntura accidentale il
personale addetto a queste manipolazioni.
Sia dai flaconi per aerobi che per anaerobi
devono essere inoculate:
- due piastre di agar sangue (una da incubare
in aerobiosi ed una in anaerobiosi);
- una piastra di agar cioccolato arricchito (da
incubare in CO?)
Puo essere utile anche 1’aggiunta di piastre
selettive per enterobatteri e agar CNA e
Sabouraud (in particolare se lo si ritiene
necessario per avere un orientamento che
faciliti I’interpretazione delle colonie e/o se lo
si ritiene necessario sulla base di quanto
osservato al microscopio).

b. Microscopia

Da ogni flacone positivo deve essere effettua-
to un esame microscopico dopo colorazione
di Gram per confermare la presenza di batteri
0 miceti e osservarne la morfologia ed i carat-
teri tintoriali. Alcune microbiologie effettua-
no lo screening con arancio di acridina, ese-
guendo poi il Gram sui positivi, altre colora-
no con arancio di acridina i vetrini che risulti-
no negatiuvi al Gram.

Il referto dell’esame microscopico deve esse-
re il piu descrittivo possibile (esempio se la
lettura ¢ fatta da microbiologo esperto speci-
ficare streptococchi o stafilococchi piuttosto
che cocchi gram positivi) e comunicato tem-
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pestivamente al medico curante. Attenzione
pero: deve essere chiarito al medico curante
che microscopicamente non possiamo distin-
guere lo stafilococco aureo dagli altri stafilo-
cocchi per cui occorre molta prudenza nell’in-
terpretazione del risultato (patogeno o conta-
minante?).

L’esame microscopico serve anche come
guida all’esecuzione di eventuale identifica-
zione ed antibiogramma “diretti”.

c. Identificazione diretta

Non ci sono procedure approvate né standar-
dizzate per questo test pertanto in questo caso
I’'uso di sistemi di qualunque genere viene
lasciato alla responsabilita ed esperienza per-
sonale tenendo presente che una identificazio-
ne non ragionevolmente certa pud fuorviare
I’indirizzo terapeutico ed essere pertanto dan-
nosa, per cui si consiglia la massima pruden-
za nell’interpretazione del risultato da comu-
nicare al clinico.

d. Antibiogramma diretto

Neanche per questo test ci sono procedure
standardizzate, ma in base all’esperienza per-
sonale ed a quella riportata dalla letteratura, si
raccomanda fortemente di effettuarla perché
pud dare informazioni notevolmente utili in
tempi relativamente brevi e comunque prece-
denti a quelli che saranno eseguiti con le
metodiche standard dalle colonie isolate.
Bisogna infatti ricordare che gli errori nei
“diretti” eseguiti con il metodo della diffusio-
ne sono pochi e nella maggior parte dei casi
sono “minor error”.

Fase post-analitica

13. Trasmissione dei risultati

In caso di positivita, ¢ cura dei laureati del labo-
ratorio avvisare tempestivamente (telefonicamen-
te / fax / rete informatica) il medico di reparto
dando le prime informazioni sul tipo di germe iso-
lato in base alle caratteristiche tintoriali e morfo-
logiche. Se usiamo il telefono (¢ auspicabile per
avere uno scambio diretto di informazioni) dob-
biamo registrare ora, data e il nome del medico a
cui diamo 1’informazione.

Successivamente (normalmente dopo 24 ore) in
attesa del referto finale, vengono inviate al repar-
to (via tel., fax, ecc..) ulteriori informazioni sul-
I’identificazione e antibiogramma dello stipite
isolato.

Nel caso in cui nei giorni festivi il laboratorio sia
chiuso si deve almeno specificare che se, per
motivi di effettiva necessitd dovuti alla gravita
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dello stato del paziente, sia necessario avere noti-
zie di una emocoltura, si puo telefonare al laurea-
to reperibile per la Microbiologia.

14. Interpretazione dei risultati

a. Risultati falsi negativi

In caso di fondato sospetto di infezione

accompagnata da batteriemia con emocolture

negative (falsi negativi), prendere in conside-
razione le seguenti cause:

- Situazioni cliniche: Pregressa terapia anti-
biotica (60% dei negativi), Uremia

- Microrganismi cosiddetti “difficili”

1) Batteri del gruppo HACEK
(Haemophilus, Actinobacillus,
Cardiobacterium, Eikenella, Kingella)

2) Abiotrophia: “Nutritionally variant strep-
tococci”

3) Batteri a lento o lento sviluppo quali:
Miceti, Brucella sp, Nocardia sp.,
Bartonella sp.

- Microrganismi coltivabili solo con metodi-
che specifiche e quindi da prelevare ed
inviare al laboratorio con modalita diverse
dalla normale routine, quali: Micobatteri,
Leptospira sp,. Legionella sp, Borrelia sp

- Microrganismi non coltivabili nei comuni
terreni di coltura per batteri e pertanto evi-
denziabili mediante prove sierologiche, col-
ture cellulari o, se disponibili, tecniche bio-
molecolari (Chlamydia sp, Coxiella burneti
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(febbre Q), altre Rickettsiae, Tropherina
whippleri (Whipple Disease Bacillus)

b. Risultati falsi positivi

Positivita del test legato a contaminazione del

campione. Dal 30 al 50% dei risultati positivi

sono falsi positivi.

Come identificare i falsi positivi:

- aspetti clinici: decorso clinico non tipico,
non riscontrata 1’infezione primaria con lo
stesso isolato,

- aspetti microbiologici: Unico isolamento da
piu flaconi di un microrganismo apparte-
nente ad una delle specie che piu facilmen-
te danno inquinamento (vedi stafilococchi
non aurei), positivita per flora polimicrobi-
ca, positivita che avviene dopo 5-6 giorni di
incubazione,

11 giudizio di positivita vera deriva quindi da mol-
teplici fattori che devono tener conto dei giorni
necessari alla positivizzazione del test, della pre-
senza di positivita in piu flaconi, della classe di
rischio clinico e della categoria di microrganismo.

15. Stipiti isolati

E’ consigliabile, dopo la coltura, conservare i
ceppi isolati almeno per un mese in attesa di altre
eventuali richieste di esami da parte del clinico.
Se possibile istituire una ceppoteca permanente
con gli isolati in questa sede data la loro sicura
importanza clinico-eziologica.
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