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Diagnostica delle sepsi: analisi dei risultati
dell’'indagine nazionale del GdS-Malattie Infettive
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Riassunto

Il gruppo di Studio Malattie Infettive della SIMeL
ha realizzato un’indagine nazionale sulle emocolture
in Italia. Sono stati raccolti dati su: tipologia del-
Pospedale; numero di posti letto; numero di ricoveri;
autonomia della Microbiologia; attivita nei festivi,
protocolli con i reparti; numero di emocolture ese-
guite per anno; percentuale di isolamenti e tipologia;
effettuazione di esame microscopico e comunicazio-
ne dei risultati preliminari; esecuzione di prove diret-
te, di marcatori di sepsi e utilizzo della diagnostica
molecolare; tempo di risposta medio (TAT) delle
emocolture; numero di emocolture singole rispetto a
2 o 3 coppie di prelievi.

Dall’analisi dei risultati ¢ emersa la necessita di defi-
nire protocolli di comportamento sia per la diagno-
stica delle batteriemie e delle sepsi che per la defini-
zione delle situazioni di contaminazione nonche per
il miglioramento della fase post-analitica.

Summary

Sepsis diagnosis: a national survey on blood culture
in Italy

The SIMeL Infectious Diseases Study Group has comple-
ted a national survey on blood culture in Italy. Data col-
lected include the type of hospital, number of beds, num-
ber of hospitalizations; the autonomy of Microbiology
service; the activity during the holidays; the protocols with
clinical departments, the number of blood cultures per
year; the percentage and type of the isolates; the micro-
scopic examination and disclosure of the preliminary re-
sults; direct testing, markers of sepsis and use of molecu-
lar diagnostics; the average turn-around time (TAT) of
blood cultures; the number of individual emocoltures vs
the use of two or three sets.

An analysis of the results showed the need to establish
codes of behaviour for both the definition of contamina-
tion and bacteriemias and sepsis diagnosis.
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Introduzione

L’emocoltura rappresenta uno strumento indispensabile
e una procedura validata per rilevare la presenza di mi-
crorganismi nel torrente circolatorio e indirizzare verso
un’appropriata antibiotico-terapia. I sistemi automatici per
I'esecuzione di questa importante indagine stanno rapida-
mente sostituendo quelli manuali per i numerosi vantaggi
che offrono in termini di standardizzazione del risultato.
L’elevato potenziale diagnostico di questa ricerca puo es-
sere pero influenzato da molteplici fattori in grado di di-
minuirne o aumentarne I'efficacia e che in larga misura di-
pendono da una politica di appropriatezza nelle diverse
fasi'*

1. Fase preanalitica: necessita di protocolli condivisi con i
reparti ed elaborati dalla Microbiologia, che non sem-
pre presidia questo passaggio critico del percorso anali-
tico delle emocolture. Fattori importanti in questa fase
sono rappresentati da:

* Notizie cliniche sulle terapie intercorrenti e sospetto
diagnostico che nell'insieme permettono di mettere in
atto idonei sistemi di incubazione monitoraggio, rile-
vamento della crescita e interpretazione del risultato.

* Corrette tecniche di pulizia e di antispesi della cute per
ridurre il fenomeno diffuso delle contaminazioni.

* Numero dei campioni e tempo di prelievo: il prelievo
deve essere eseguito utilizzando un set di due flaconi,
uno per aerobi e I'altro per anaerobi con un numero
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che va da due a tre set, in rapida successione per au-
mentare le possibilita di isolare il vero agente eziologi-
co. B’ necessario il rispetto dei tempi di campiona-
mento, legati generalmente alla puntata febbrile ¢ al
carattere transitorio continuo o intermittente delle bat-
teriemie; nei pazienti con cateteri venosi e il sospetto di
batteriemia a partenza dal catetere stesso ¢ importante
I'esecuzione di campioni paralleli di sangue da catetere
e da vena periferica controlaterale o direttamente la
coltura della punta per identificare il punto di partenza
dell'infezione™

* Volume dei campioni: la quantita di sangue rappresen-
ta un fattore molto importante ai fini di una corretta
diagnostica di infezione. Il numero di microrganismi
in una batteriemia di un paziente adulto ¢ frequente-
mente basso, spesso <1x10° unita formanti colonie/
L, elemento questo che giustifica la criticita del volu-
me. Il volume raccomandato va da 20 a 30 ml di san-
gue, ma la maggior parte dei sistemi automatici indica
come sufficiente un volume di 10 ml. Nei neonati e
nei bambini la batteriemia, solitamente piu elevata ri-
spetto all’adulto, giustifica un volume di massimo 1-2
ml®.

* Trasporto e conservazione: le emocolture dopo 'ese-
cuzione devono essere trasportate in Microbiologia e
immediatamente processate sia che si utilizzi un siste-
ma manuale che automatico. In caso di impossibilita
alla consegna tempestiva le emocolture possono esse-
re incubate in termostato a 35-37 °C subito dopo il
prelievo. La conservazione a temperatura ambiente puo
essere accettata in assenza di termostato. Se I'esecuzio-
ne dell’esame dovesse essere ritardata ¢ necessario ac-
certarsi al momento della processazione che non vi sia
gia una crescita (torbidita del terreno, esame micro-
scopico) per eseguite subito delle sub-colture®.

2.11 processo analitico delle emocolture deve essere basato

su protocolli validati, ispirato a principi di efficienza ed

efficacia®’, quindi comprendere:

* Valutazione del percorso preanalitico (volume, timing,
quesito etc).

* Condizioni e tempo di incubazione dei campioni: con
Iutilizzo di sistemi automatici i flaconi sono messi in
incubazione in strumenti che mantengono la tempera-
tura di 36 °C (£1 °C) e un tempo di incubazione che
va dai 5 ai 7 giorni, idoneo anche per sistemi manuali.

* Su un campione sospetto di positivita, servendosi di
sistemi di prelevamento standardizzati, deve essere sem-
pre eseguito un esame microscopico con colorazione
di Gram. Questo semplice passaggio permettera di
verificare la presenza di flora, mono o poli microbica,
la morfologia del germe, ed indirizzare idonee sot-
tocolture. Sarebbe importante in questa fase analitica
per incidere positivamente sul TAT, sulla base dell’esa-
me microscopico, servirsi di procedure di identifica-
zione diretta (prova della coagulasi, gallerie di identifi-
cazione) e di rilevazione delle principali resistenze (me-
ticillino-resistenza, beta-lattamasi a spettro esteso), tec-
niche di cui auspichiamo la standardizzazione®. Queste
preziose informazioni sotto forma di risultato preli-
minare scritto o telefonico, con rintracciabilita dell’azio-
ne, devono essere tempestivamente comunicate al cli-
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nico. Un primo risultato in tempi rapidi permettera,
infatti, 'impostazione di una terapia empirica nell’atte-
sa del dato definitivo.

* Ricerca di marcatori ad alta specificita come la procal-
citonina che in una fase precoce di un evento febbrile
puo aiutare a distinguere le sepsi da altre situazioni non
infettive e successivamente essere impiegata per il mo-
nitoraggio.

* Utlizzo di nuove metodiche di diagnostica molecola-
re che possono offrire in tempi brevissimi I'identifica-
zione del germe e alcuni importanti profili di antibio-
tico-resistenza ma che non possono sostituirsi alla dia-
gnostica microbiologica classica e prescindere da un
continuum analitico.

* La valutazione degli isolati come clinicamente signifi-
cativi o come contaminanti ¢/o colonizzanti deve te-
ner conto del rispetto delle condizioni indicate in pre-
analitica, del tipo di germe isolato, su quale numero di
flaconi, delle condizioni di immunocompetenza del
paziente, della presenza di dispositivi protesici. Gli sta-
filococchi coagulasi-negativi (CoNS) pongono spesso
problemi interpretativi e non ¢ sempre facile stabilire
se il ceppo sia in causa nella batteriemia o sia il risultato
di procedure non corrette.

In generale per lattribuzione di una corretta eziologia

della sepsi da CoNS sono validi i seguenti criteri™®:

a. Il ritrovamento di CoNS su piu set di emocolture ese-
guite nella stessa giornata.

b. ’identificazione fenotipica e il profilo di antibiotico-
sensibilita: Stafilococchi epidermidis, schleiferi, haemolyti-
cus, lugdunensis, simulans sono piu coinvolti in sepsi vere
rispetto ad altri fenotipi piu facilmente colonizzanti.

c. Il tempo di positivizzazione: un ruolo eziologico piu
probabile con tempi minori e comunque inferiori alle
72 ore.

d.La positivita dei CoNS su un’emocoltura solitaria, prati-
ca da scoraggiare per linterpretazione sempre difficol-
tosa su un solo campione, puo essere basata anch’essa
sulla valutazione complessiva del percorso, ma il rischio
di fornire identificazione e antibiogramma per un ger-
me non responsabile del processo infettivo ¢ alto.

* La diagnosi di batteriemia catetere-correlata ¢ spesso
problematica e in generale si basa sul riscontro di:

a.Isolamento dello stesso microrganismo dal sangue e
dal sito di inserzione del catetere (con carica >15 CEFU)

b.Sepsi clinica che non risponde alla terapia antimicrobi-
ca, ma si risolve con la rimozione del catetere.

c. Differente carica microbica nella coltura quantitativa
proveniente da catetere (>10 volte) rispetto a quello
da vena periferica controlaterale

d.Con I'utilizzo di sistemi automatici, differente tempo
di positivizzazione dell’emocoltura da catetere, rispet-
to a quella da vena periferica: la precocita della positi-
vizzazione dell’emocoltura dall’accesso venoso (< 2h)
depone per un tuolo attivo nella sepsi™°.

3.La fase post-analitica richiede un intervento valutativo
dell’isolato sulla base di tutte le notizie acquisite di carat-
tere tecnico e clinico™. La risposta dovra contenere
dei commenti o dei messaggi di richiamo, soprattutto
nei casi di dubbia interpretazione, nei quali 'antibiogram-
ma dovra essere eseguito solo se tutte le condizioni pri-
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Fig. 1. Organizzazione del servizio: protocolli con i reparti e risultati
preliminari.

ma esposte sono state soddisfatte. B’ importante altresi
intervenire anche in caso di emocolture negative e persi-
stenza della sintomatologia eseguendo, in accordo con il
clinico, prove supplementari colturali, sierologiche o
molecolari per la definizione dell’eziologia dell'infezio-
ne. Non sara mai sufficiente ripetere che una buona co-
municazione interna ¢ una premessa necessaria per il
miglioramento dell’intero processo clinico assistenziale e
della sicurezza per il paziente.

Materiali e metodi

11 gruppo di Studio Malattie Infettive della SIMeL attra-
verso un’indagine nazionale sulla situazione delle emocol-
ture in Italia ha cercato di fotografare diverse realta opera-
tive, valutando sia gli elementi legati alle strutture che quelli
correlati alle diverse procedure nelle differenti fasi che com-
pongono il percorso diagnostico.

Per le strutture, le caratteristiche richieste sono state: ti-
pologia dell’Ospedale, numero di posti letto, numero di
ricoveri; per i servizi: autonomia della Microbiologia; atti-
vita nei festivi; presenza/assenza di protocolli d’intesa con
i reparti per la corretta esecuzione delle emocolture; nu-
mero di emocolture eseguite/anno; percentuale d’isolamenti
e tipologia; effettuazione di esame microscopico e comu-
nicazione dei risultati preliminari; esecuzione di prove di-
rette, di marcatori di sepsi e utilizzo della diagnostica mo-
lecolare; tempo di risposta medio (TAT) delle emocoltu-
re; numero di emocolture singole rispetto a 2 o 3 set.

Uno degli aspetti piu utilizzati, infatti, per valutare I'uso
improprio delle emocolture e piu in generale della diagno-
stica delle sepsi sono la percentuale di emocolture singole
rispetto a set di almeno due prelievi e/o Ielevato isola-
mento di potenziali contaminanti. Questi elementi critici
correlano con un dispendio economico, uno scarso razio-
nale nell’'uso degli antibiotici e un inutile lavoro di diagno-
stica microbiologica.

Risultati

I principali risultati dell'indagine sono riassunti nelle Fi-
gure 1-3.

Attraverso I'elaborazione dei questionati ¢ stato rilevato
il ricorso ancora alto ad emocolture singole per diagnosti-
care una possibile sepsi nonostante la notevole incidenza
di CoNS. Un elevato utilizzo di tale procedura (oltre i li-
velli soglia definiti critici dal College of American Patho-
logists) indica uno scarso livello di qualita istituzionale che
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Fig. 2. Dati di attivita: numero medio di emocolture effettuate.

richiede un intervento educativo da parte del microbiolo-
go. L’analisi delle risposte ha permesso quindi la stima del
livello di potenziale contaminazione dei campioni singoli
rispetto a 2 o 3 set completi e dunque lo scarso potere del
campione singolo ai fini di una diagnostica di sepsi ad esem-
pio da stafilococchi coagulasi negativi.

Sono emerse anche le difficolta nella corretta assegna-
zione di ruolo (patogeno o contaminante) del germe iso-
lato, nonché la scarsa abitudine al commento e Paffida-
mento in molti casi al solo risultato microbiologico o
molecolare, abdicando alle funzioni specialistica ¢ inter-
pretativa proprie del microbiologo clinico.

11 TAT ancora elevato in numerose realta rappresenta
una criticita importante di tutto il processo che necessita
invece di risultati sempre piu rapidi per incidere positiva-
mente sull’outcome clinico.

Sul fronte della comunicazione interna s’intravede nel-
l'indagine una realta organizzata a compartimenti stagni
dove il lavoro del microbiologo finisce il piu delle volte
con il risultato dell’esame colturale fine a se stesso. Le ra-
gioni di tali comportamenti sono difficili da identificare e
variano di volta in volta dalla scarsa abitudine alla clinica
da parte del Laboratorio, alla diffidenza del clinico nei
confronti di chi si ritiene confinato alla funzione puramen-
te di batteriologo.

Nelle realta dove si ¢ trovato invece un buon equilibrio
tra i due “schieramenti” Iintero processo ne ha guadagna-
to con le rispettive organizzazioni finalmente plasmate sui
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Fig. 3. Valutazione del campionamento: tipo di set utilizzati nei
tre anni.
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bisogni di salute del paziente.

Discussione e conclusioni

Dall’analisi dei risultati ¢ emersa la necessita di definire

protocolli di comportamento che consentano un petcor-
so comune nella diagnostica delle batteriemie e delle sepsi
¢ nella definizione delle situazioni di contaminazione. In
particolare appare fondamentale il rispetto dei seguenti
punti:

Indirizzare la diagnosi con protocolli operativi condivisi
conireparti per il prelievo, la conservazione e il traspor-
to dei campioni per emocolture, allo scopo di trasmet-
tere la logica che governa la pre-analitica e la richiesta
appropriata per Peffettuazione di ogni tipo di indagine
microbiologica.

Investire in programmi di formazione del personale e
farsene parte attiva per presidiare un momento strategi-
co quale ¢ la pre-analitica.

Utilizzare procedure validate per la fase analitica delle
emocolture, che consentano la corretta identificazione
del microrganismo responsabile, la valutazione del ruo-
lo di contaminante (ad esempio, la riduzione drastica del
tasso di emocolture solitarie) ed il ricorso ad indagini di
altro tipo (procalcitonina, metodiche molecolari).
Promuovere protocolli efficaci di comunicazione e col-
laborazione tra microbiologia e clinica, per il migliora-
mento della qualita dell’assistenza e della sicurezza del
paziente ovvero della riduzione del rischio clinico.
Interpretare il risultato colturale correlandolo al quadro
clinico e agli altri elementi a disposizione, nonché facili-
tare 'uso del dato microbiologico attraverso una rispo-
sta commentata, condizioni tutte in grado di influenzare
positivamente la decisione clinica e la scelta terapeuti-
ca.

Diminuire i tempi di risposta sia attraverso l'utilizzo del-
I'automazione e di metodiche piu rapide che ci sono
messe a disposizione, che con l'ottimizzazione dei flussi
di lavoro per una disponibilita piu continua della micro-
biologia, condizione questa che potrebbe, da sola, in-
fluenzare in maniera significativa TAT e qualita del ser-
vizio.

I’emocoltura, nonostante le apparenze, rimane un esa-

me di laboratorio molto difficile da preparare, eseguire e
interpretare.

Le tecniche colturali e i metodi alternativi contribuisco-

no al miglioramento della capacita diagnostica del labora-
torio, ma la competenza del Microbiologo, esercitata an-
che nelle fasi pre-esame e post-esame, non ha sicuramente
un peso inferiore. Al contrario, ¢ 'unico elemento in grado
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di evitare non solo che vadano sprecate le risorse impe-
gnate nella tecnologia e nella componente umana del labo-
ratorio, ma soprattutto che al paziente siano erogate cure
non appropriate per il proprio caso.
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