
 
Emesso da Standards Unit, Microbiology Services, PHE 
 

Batteriologia I B 37 I Emissione no: 8 I Data emissione: 04.11.14  I Pagina 1 di 51 
 
       © Crown copyright 2014 

 
 
 
 
 

Ricerche Microbiologiche Standard del 
Regno Unito  
Ricerca con Emocoltura (per Microrganismi diversi da specie  
Mycobacterium) 

4 

 
  

  
 

  
  
  

 
  
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



Ricerca con Emocoltura (per Microrganismi diversi da specie Mycobacterium)  
 

Batteriologia | B 37 | Emissione no: 8 | Data di emissione: 04.11.14 I Pagina 2 di 51 
       UK Standards for Microbiology Investigations | Emesso da Standards Unit, Public Health England 

 

Ringraziamenti 
Le Procedure Standard del Regno Unito per le Ricerche Microbiologiche (SMI - Standards for 
Microbiology Investigations) sono sviluppate sotto l'egida della Public Health England (PHE) in 
collaborazione con il Servizio Sanitario Nazionale (NHS - National Health Service), la Sanità 
Pubblica del  Galles e con le organizzazioni professionali i cui loghi sono di seguito elencati sul 
sito web https://www.gov.uk/uk-standards-for-microbiology-investigations-smi-quality-and-
consistency-in-clinical-laboratories. Le SMI sono sviluppate, revisionate e controllate da diversi 
gruppi di lavoro che sono supervisionati da un comitato direttivo (consultare 
https://www.gov.uk/government/groups/standards-for-microbiology-investigations-steering-
committee). 

Si ringraziano per contributi forniti i numerosi operatori dei laboratori clinici, gli specialisti e i 
laboratori di riferimento che hanno fornito informazioni e commenti durante lo sviluppo di questo 
documento. Si ringraziano i Revisori Medici per le modifiche apportate ai contenuti clinici. 
Ringraziamo inoltre il Dr Shabnam Iyer, il dottor Mike Weinbren e Ian Sturgess per il loro notevole 
apporto specialistico. 
Per ulteriori informazioni contattare:  
Standards Unit 
Microbiology Services 
Public Health England 
61 Colindale Avenue 
London NW9 5EQ  
E-mail: standards@phe.gov.uk  
Website:https://www.gov.uk/uk-standards-for-microbiology-investigations-smi-quality-and-
consistency-in-clinical-laboratories   

Le Procedure Standard del Regno Unito per le Ricerche Microbiologiche sono sviluppate con la 
collaborazione di:  

 
    Loghi modificati al momento della pubblicazione 



Ricerca con Emocoltura (per Microrganismi diversi da specie Mycobacterium)  
 

Batteriologia | B 37 | Emissione no: 8 | Data di emissione: 04.11.14 I Pagina 3 di 51 
       UK Standards for Microbiology Investigations | Emesso da Standards Unit, Public Health England 

 

Contenuti 
RINGRAZIAMENTI ..................................................................................................................... 2 

TABELLA MODIFICHE .............................................................................................................. 4 

SMI DEL RU: SCOPO E OBIETTIVO ........................................................................................ 5 

SCOPO DEL DOCUMENTO ...................................................................................................... 7 

INTRODUZIONE ......................................................................................................................... 9 

INFORMAZIONE TECNICA/LIMITAZIONI ............................................................................... 25 

1 CONSIDERAZIONI SULLA SICUREZZA ....................................................................... 27 

2 PRELIEVO DEL CAMPIONE .......................................................................................... 28 

3 TRASPORTO E CONSERVAZIONE DEL CAMPIONE .................................................. 29 

4 PROCESSO/PROCEDURA SUL CAMPIONE ................................................................ 29 

5 PROCEDURA DI REFERTAZIONE   .............................................................................. 34 

6 NOTIFICA ALLA PHE O EQUIVALENTE ....................................................................... 35 

APPENDICE 1:PUNTI CRITICI DI CONTROLLO NELLA RICERCA CON EMOCOLTURA .. 36 

APPENDICE 2: FINETRA TERAPEUTICA .............................................................................. 37 

APPENDICE 3: RICERCA CON EMOCOLTURE (PER MICRORGANISMI DIVERSI DA 
SPECIE MYCOBACTERIUM) ......................................................................................... 39 

BIBLIOGRAFIA ........................................................................................................................ 40 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

NICE ha accreditato la procedura usata dalla Public Health England per elaborare gli Standards for 
Microbiology Investigations. L’accreditamento è valido per 5 anni dal Luglio 2011. Informazioni più 
dettagliate sull’accreditamento possono essere consultate: www.nice.org.uk/accreditation.  

Per ulteriori informazioni sul nostro accreditamento consultare: : www.nice.org.uk/accreditation 

 



Ricerca con Emocoltura (per Microrganismi diversi da specie Mycobacterium)  
 

Batteriologia | B 37 | Emissione no: 8 | Data di emissione: 04.11.14 I Pagina 4 di 51 
       UK Standards for Microbiology Investigations | Emesso da Standards Unit, Public Health England 

 

Tabella delle Modifiche 
Ciascun metodo SMI possiede una registrazione separata delle correzioni. Quelle attuali sono 
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Sezione(i) interessate Modifica. 

Documento intero . Collegamenti ipertestuali aggiornati a gov uk.  

Pagina 2 Aggiunti loghi per aggiornamento 

Scopo  

Aggiunta valutazione su test diagnostici rapidi. 

Aggiunta nella Tabella 3 interpretazione per quanto 
riguarda il rilascio dei risultati seguendo le caratteristiche 
gestionali locali  

Introduzione 

Inclusione della valutazione per quanto riguarda l'utilità 
dello screening di sorveglianza nelle unità neonatali. 

Aggiunto al testo quanto riguarda la rimozione dalla SMI 
del tempo differenziale di positività e cultura quantitativa 
differenziale  

Aggiornati i collegamenti web nella sezione della 
Identificazione Rapida . 

Considerazioni sulla Sicurezza Aggiunto testo per quanto riguarda le considerazioni di 
sicurezza per N. meningitidis  

Prelievo campione 
Specificato il tempo ottimale di prelievo dei campioni per 
includere la possibilità di prelevare il sangue in qualsiasi 
momento. 

Terreni di coltura, Condizioni e 
Microrganismi 

Aggiunta di nota a piè pagina per quanto riguarda 
l'incubazione prolungata di flaconi per emocoltura per 
ricerca dii specie Cryptococcus e Histoplasma  

Aggiunta di cisteina per organismi dipendenti quali quelli 
bersaglio dell’agar MacConkey/CLED   

Procedura di Refertazione  Aggiunte al testo riguardante le strategie per il rilascio dei 
risultati concordate a livello locale. 

Bibliografia Bibliografia aggiornata 
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 SMI del RU#: Scopo e Obiettivo  
 

Utilizzatori delle SMI 
 

Nel Regno Unito le SMI sono principalmente destinate come risorsa generale ai professionisti che 
operano nel campo della medicina di laboratorio e delle malattie infettive. Le SMI forniscono ai 
clinici informazioni in merito allo standard dei servizi di laboratorio riferibili alle ricerche per la 
diagnosi delle infezioni nei loro pazienti e le documentazioni forniscono indicazioni che facilitano la 
prenotazione elettronica di test appropriati. I documenti forniscono gli standard per le ricerche 
microbiologiche anche ai responsabili della sanità pubblica che devono considerarle come parte 
delle procedure da adottare per la salute sia clinica che pubblica per la propria popolazione 
Informazioni di Base per le SMI 
 

Le SMI comprendono algoritmi e procedure raccomandate che riguardano tutte le componenti del 
processo diagnostico dalla fase pre-analitica (sindrome clinica) alle diverse fasi analitiche (prove 
di laboratorio) e post-analitiche (interpretazione e comunicazione dei risultati).Gli algoritmi delle 
sindromi sono corredati da informazioni più dettagliate contenenti consigli sulle indagini per 
specifiche malattie e infezioni. Note orientative riguardano il contesto clinico, la diagnosi 
differenziale e indagini appropriate per particolari condizioni cliniche. Le note orientative descrivono 
metodologie di laboratorio essenziali che sono alla base della qualità, ad esempio la validazione 
della prova, la garanzia della qualità, la definizione dell'incertezza della determinazione. 
 

La Standardizzazione del processo diagnostico conseguente all'adozione delle SMI consente di 
garantire in tutto il Regno Unito strategie d’indagine equivalenti nei diversi laboratori ed è una 
condizione essenziale per interventi nel campo della sanità pubblica, della sorveglianza, e per le 
attività di ricerca e di sviluppo.   

Collaborazione Paritaria 
 

La preparazione e stesura delle SMI è effettuata mediante collaborazione paritaria fra PHE, NHS, 
Royal College of Pathologists e le organizzazioni professionali.L'elenco delle organizzazioni 
partecipanti può essere trovato su sito https://www.gov.uk/uk-standards-for-microbiology-
investigations-smi-quality-and-consistency-in-clinical-laboratories. L'inclusione del logo di una 
organizzazione in una SMI implica il sostegno degli obiettivi e del processo di preparazione del 
documento. I rappresentanti delle organizzazioni professionali fanno parte del comitato direttivo e 
dei Gruppi di Lavoro che sviluppano le SMI. Le opinioni dei rappresentanti possono non essere 
rigorosamente conformi a quelle dei membri delle organizzazioni a cui appartengono né a quelle 
delle loro organizzazioni. I rappresentanti prescelti rappresentano uno strumento bidirezionale per 
la consultazione e dialogo. Le opinioni espresse sono ricercate con un processo di consultazione. 
Le SMI sono sviluppate, revisionate e aggiornate tramite una vasta rocedura di consultazione 
 

Assicurazione di Qualità 
 

 Il NICE (National Institute for Health and Care Excellence) ha accreditato la procedura utilizzata 
dai Gruppi di Lavoro per produrre le SMI L’accreditamento è applicabile a tutte le linee guida 
prodotte dall’Ottobre del 2009. La procedura per lo sviluppo delle SMI è certificata dalla ISO 
9001:2008. Le SMI rappresentano una procedura standard di buona qualità pratica alla quale si 
devono attenere per la propria attività tutti i laboratori di microbiologia clinica e di sanità pubblica  

 
                                                 
# Microbiologia è usato come termine generico per includere le due specialità di Microbiologia Medica riconosciute dal GMC (General 
Medical Council), (che comprende Batteriologia, Micologia e Parassitologia) e la Virologia Medica.  
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del Regno Unito. Le SMI sono accreditate dal NICE e non rappresentano gli standard minimi di 
attività, e neppure il più alto livello di complesse indagini di laboratorio disponibili nel Regno Unito. 
Utilizzando le SMI, i laboratori dovranno tenere conto delle esigenze locali e intraprendere ricerche 
addizionali qualora opportune. Le SMI aiutano i laboratori a soddisfare i requisiti ell’accreditamento 
con la promozione di procedure d’elevata qualità che possono essere verificate. Le SMI forniscono 
inoltre un punto di riferimento per lo sviluppo del metodo. Queste stesse devono essere utilizzate in 
associazioni con altre SMI.Le prestazioni della SMI dipendono dal personale ben addestrato e 
dalla qualità dei reagenti e delle attrezzature utilizzate. I laboratori dovrebbero assicurare che tutti i 
reagenti di tipo commerciale e quelli messi a punto in laboratorio siano stati validati e risultati idonei 
allo scopo. I laboratori devono partecipare a programmi di valutazione di qualità esterni ed 
eseguire le relative procedure del controllo di qualità interno. 

Coinvolgimento del Paziente e della Comunità 
 

Nello sviluppo delle SMI i rispettivi Gruppi di Lavoro sono impegnati per favorire il coinvolgimento 
dei pazienti e dell’opinione pubblica. Grazie al coinvolgendo pubblico, di operatori sanitari, 
ricercatori e organizzazioni di volontariato la SMI risultante sarà strutturalmente valida e atta a 
soddisfare le esigenze dell'utente. L’opportunità di partecipazione per contribuire alla 
consultazione è estesa al pubblico con l’accesso libero al nostro sito web 

Informazione della Gestione e dei Dati Sensibili 
La PHE è un’organizzazione che condivide le direttive Caldicott. Ciò significa prendere ogni 
possibile precauzione per prevenire la diffusione non autorizzata di informazioni sui pazienti e di 
garantire che le informazioni relative agli stessi siano mantenute in condizioni di sicurezza.Lo 
sviluppo di metodi SMI è assoggetto agli obiettivi PHE di Uguaglianza 
https://www.gov.uk/government/organisations/public-health-england/about/equality-and-diversity.    
I Gruppi di Lavoro SMI sono impegnati a raggiungere gli obiettivi di parità di consultazione 
efficace con gli appartenenti al pubblico, i partner, le parti interessate ed i gruppi specialistici 
coinvolti. 

Dichiarazione Legale 
Mentre ogni cura è stata intrapresa per la preparazione delle SMI, PHE e ogni altra  
organizzazione di sostegno, deve, per quanto possibile in base a qualunque legge vigente, 
escludere la responsabilità per tutte le perdite, costi, reclami, danni o spese derivanti da o 
connessi all'uso di una SMI o con qualsiasi informazione ivi contenuta. Se si apportano modifiche 
a una SMI, si deve porre in evidenza dove e da chi sono state effettuate tali modifiche. 
Le conoscenze di base e la tassonomia microbica per la SMI sono le più complete possibili, al 
momento della pubblicazione. Eventuali omissioni e nuove informazioni saranno considerate nel 
corso della prossima revisione. Queste procedure standard (SMI) possono essere sostituite solo 
da revisioni dello standard, azione legislativa, o in seguito ad indicazioni da parte dell’ente 
accreditato NICE. 
I diritti d’autore delle SMI sono della “Crown” e questi dovrebbero essere riconosciuti quando 
appropriato. 

Citazione Suggerita per questo Documento 
 

Public Health England. (2014). Investigation of Blood Cultures (for Organisms other than 
Mycobacterium species). UK Standards for Microbiology Investigations. B 37  Emissione 8. . 
https://www.gov.uk/uk-standards-for-microbiology-investigations-smi-quality-and-consistency-in-
clinical-laboratories  
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Scopo del Documento  
Tipo di campione:   
 
Sangue 
 

Nei flaconi per emocoltura, quando appropriato, possono essere processati altri tipi di campioni  
(consultare B26 – Investigation of fluids from Normally Sterile Sites e B 38 – Investigation of Bone 
Marrow). 

Scopo 
 

Questo metodo descrive la procedura e la ricerca batteriologica per emocolture e tende a 
stabilire standard per ciascuna fase del processo di ricerca. Per le emocolture positive sono 
disponibili test di diagnosi rapida, e questi devono essere considerati idoeial l'uso dopo la loro 
validazione. Le tecniche molecolari dirette su campioni clinici non sono trattati in questa SMI. La 
SMI non affronta il rilevamento di parassiti, virus  (consultare  V 10 - Blood Borne Virus Testing in 
Dialysis Patients), o specie Mycobacterium (consultare B 40 – Investigation of specimens for 
Mycobacterium species) e non riferisce dettagli specifici sui sistemi commerciali disponibili.  . 
Questa SMI deve essere utilizzata contemporaneamente con le altre SM.   
 

Standard 
  
Per ottimizzare l'utilità clinica dei risultati dell’emocoltura, deve essere ridotto al minimo 
l'intervallo intercorrente tra la raccolta dei campioni e la refertazione dei risultati. Il tempo di 
risposta consigliato (TAT - turnaround time), dal prelievo alla refertazione è compreso tra uno e 
cinque giorni (più a lungo se si sospetta una infezione fungina, se è richiesta incubazione più 
prolungata, o se gli isolati sono inviati per conferma a un laboratorio di riferimento)1. 
Suddividendo il processo, è possibile individuare i punti critici di controllo in cui si possono 
verificare ritardi o potenziali condizioni per ridurre il TAT (Appendice 1) e per migliorare la 
prognosi dei pazienti (Appendice 2)2. La procedura può essere suddivisa in fase pre-analitica, 
analitica e post-analitica, tutte queste dovrebbero essere completate entro il tempo 
raccomandato. 
 
Una volta adottati, gli standard devono essere regolarmente verificati per assicurare che questi 
siano rispettati e per valutare la prestazione del servizio predisposto3. Questi standard sono 
finalizzati a enfatizzare la natura critica dell’emocoltura per la gestione del paziente; questi non 
presuppongono che il servizio di patologia deva investire in attrezzature specifiche, ma 
incoraggiare l'uso ottimale delle risorse già esistenti. 
 
Riassunto Tabella 1: Standard pre-analitici1,2,4-8 
 
I flaconi delle emocolture devono essere incubati il più presto possibile, entro un massimo di 
quattro ore. 
 

Fase della ricerca: Standard:  

Pre-Analitica  Periodo di Tempo  

Dal prelievo all’Incubazione ≤4 ore 

 
Il tempo limite di quattro ore dalla raccolta all’incubazione delle emocolture riiflette il loro 
significato clinico. 
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Riassunto Tabella 2: Standard Analitici7-11 
 
I risultati della seguente identificazione e le prove di sensibilità (se eseguite) dovrebbero essere 
completati entro le seguenti frazioni di tempo dalla comparsa del segnale di positività: 

 

Fase Investigativa  : Criteri: Standard: 

Analitica 

Da segnale Positivo a 
Identificazione Microscopica, e 
Prove di Sensibilità 

Test (se eseguito) Tempo per Risultato  

Colorazione Gram  ≤2ore 

Test Rapido per Antigene ≤2ore 

Saggi Molecolari alcuni giorni 

Identificazione isolato 
(Diretta/Automatizzata) ≤24ore 

Identificazione isolato 
(Metodi Convenzionali) 24-48ore 

Sensibilità Isolato 
(Diretta/Automatizzata) ≤24ore 

Sensibilità Isolato                 
(Metodi Convenzionali)  24-48ore 

 
Riassunto Tabella 3: Standard Post-Analitica12-19 
 
Gli Standard sono stati pure impostati per il tempo di ritorno del risultato dal laboratorio (tempo 
che intercorre tra il ricevimento del campione in laboratorio e la refertazione): 
 
Fase di Ricerca: Criteri:Criteri Standard: 

Post-Analitica 

Referto Negativo  

(da ricevimento in laboratorio a 
referto negativo) 

Tipo di Referto Turnaround time 

Referto Preliminare Negativo 
48ore * 

(dipende dalla gestione  
locale) 

Referto Negativo Finale 
≤5 giorni 

(o superiore per richiesta di 
incubazione prolungata) 

Referto Positivo   

(da ricevimento in laboratorio a 
referto negativo) 

Referto Preliminare Positivo 

(Telefono/Fax/Email/Elettronica) 

Immediatamente, entro 2 
ore da disponibilità di 
identificazione/sensibilità.  

(consultare Riassunto della 
precedente Tabella 2)  

Referto Positivo Finale 

 

≤5 giorni 

(o maggiore per richiesta di 
incubazione prolungata, o 
se gli isolati sono stati 
inviati per conferma al 
laboratorio di riferimento) 
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*Fare riferimento alla sezione della sepsi neonatale per disporre di altre informazioni per quanto 
riguarda la refertazione negativa dell’emocoltura neonatale18-20. 
 

Introduzione 
 

  
L’emocoltura è considerata "standard di riferimento" per la rilevazione dei microrganismi nel 
sangue21. La cultura dei microrganismi isolati dal sangue è essenziale per la diagnosi 
microbiologica di batteriemia, fungemia, endocardite infettiva, e molte situazioni infettive 
associate a una condizione clinica di febbre di origine ignota (PUO - pyrexia of unknown 
origin)21,22. E 'anche importante nella diagnosi delle infezioni del materiale protesico (ad esempio 
articolazioni e trapianti vascolari) e nella sepsi intravascolare associata a catetere. Le emocolture 
possono anche rilevare l'infezione ematica associata ad altre malattie infettive, quali polmonite, 
artrite settica e osteomielite. 
 
La resistenza agli antibiotici presente negli agenti patogeni (in particolare Gram negativi) è la 
causa più frequente dell’inefficace trattamento empirico dell’infezione del sistema circolatorio. 
L'identificazione precoce e la sensibilità agli antibiotici degli isolati dall’emocoltura forniscono 
preziose informazioni diagnostiche su cui si può impostare un’appropriata terapia antimicrobica, 
in modo da contribuire a ridurre la morbilità e la mortalità, migliorare l’assistenza al paziente e 
ridurre i costi sanitari23,26. Si raccomanda quindi la riduzione dei tempi di risposta (TAT) in ogni 
fase del processo, dal trasporto dei campioni alla refertazione dei risultati21. 

Infezione del Sistema Circolatorio 
 
Il sangue circolante contiene numerosi componenti ad azione antimicrobica costituiti da lisozima, 
leucociti, immunoglobuline e complemento. I batteri possono penetrare nel sangue da un focus di 
infezione presente in una sede corporea, da una superficiale colonizzata da flora normale, 
tramite la rottura della cute o delle membrane mucose, dal tratto gastrointestinale o per 
introduzione diretta nel sistema vascolare di materiale contaminato23. Questi batteri sono 
solitamente rimossi dal sangue circolante in pochi minuti; solo quando le difese dell’ospite sono 
sopraffatte o eluse, si evidenzia l’infezione sistemica. La mortalità dipende dal tipo di 
microrganismo infettante e dalla natura della malattia soggiacente27,28. L’infezione circolatoria è 
causata da batteri (batteriemia) o funghi (fungemia) nel sangue e può essere transitoria, 
intermittente o continua12. 
 

Transitoria  
 
La batteriemia transitoria esprime una condizione correlata alla presenza di batteri o funghi nel 
sistema circolatorio per pochi minuti, può essere conseguente a manipolazioni di, o procedure 
chirurgiche in tessuti infetti o a manovre strumentali su superfici mucose colonizzate. Sono 
esempi di tipo frequente l’estrazione dentale e la cateterizzazione delle vie urinarie. Può anche 
essere determinata dalla masticazione in caso di scarsa igiene dentale. La defecazione può 
essere associata all’ingresso di un esiguo numero di batteri nel sistema circolatorio. La pressione 
su foruncoli o eruzioni cutanee (spremitura di foruncoli) possono indurre una batteriemia 
transitoria. I tossicodipendenti per via endovenosa possono avere come sorgente d’infezione 
aghi contaminati o droghe. La batteriemia transitoria può anche manifestarsi in corso d’infezioni 
localizzate quali la polmonite pneumococcica e la pielonefrite. 
 

Intermittente  
 
La batteriemia intermittente esprime una condizione “transitoria ricorrente” ed è associata in 
modo caratteristico ad ascessi intra-addominali non drenanti. Si manifesta precocemente in 
corso di numerose infezioni localizzate o sistemiche, quali la batteriemia pneumococcica nella 
polmonite da pneumococco. Le colture prelevate in fase febbrile e dopo l’insorgenza di brividi 
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possono non rilevare la batteriemia intermittente perché i microrganismi tendono a scomparire 
prima del prelievo in seguito all’attivazione dei meccanismi di difesa dell’ospite.  
 

Continua  
La batteriemia continua suggerisce la presenza di una grave infezione che ha superato le difese 
dell’ospite. E’ inoltre una caratteristica delle infezioni endovascolari, quali l’endocardite infettiva e  
la tromboflebite suppurativa. Occasionalmente, la batteriemia continua si manifesta associata a 
sorgenti extra vascolari, in modo particolare nei pazienti immunosoppressi. 
 

Pseudobatteriemia  
 

La pseudobatteriemia si riscontra quando gli isolati colturali originano da sedi diverse da quelle 
del torrente circolatorio del paziente. La contaminazione dell’emocoltura si può realizzare in 
qualsiasi fase compresa fra il prelievo ematico e le procedure di laboratorio e può originare da 
sorgenti di tipo diverso. Sono state descritte epidemie da pseudobatteriemie imputabili a 
microrganismi ambientali che hanno contaminato liquidi e strumentazione in corsia e laboratorio, 
o a prelievo non corretto del sangue29-30. 

Sepsi31-33 
  
Il termine Sindrome da Risposta Infiammatoria Sistemica (SIRS- Systemic Inflammatory 
Response Syndrome) descrive la risposta precoce dell’organismo a lesioni che possono essere 
di origine infettiva o non infettiva34. La SIRS si manifesta quando sono presenti due o più delle 
seguenti condizioni cliniche34: 
 

• Temperatura corporea <36 °C o> 38 °C. 
 
• Frequenza cardiaca > 90 battiti minuto. 

 
• Iperventilazione > 20 atti respiratori minuto. 

 
• Conteggio leucocitario >12.000 cellule per µL  o <4000 cellule per µL. 

 
La sepsi, in precedenza nota come setticemia, descrive un paziente con SIRS in cui la causa è di 
tipo infettivo. E’ definita come l'infezione con risposta sistemica a, o manifestazioni 
dell’infezione31,34. Circa il 20% dei casi di sepsi sono associati a batteriemia, il resto è secondario a 
infezione in altri sedi corporee34. L'incidenza della sepsi continua ad aumentare con percentuale 
segnalata di mortalità associata del 35 - 65%35. La precoce terapia antibiotica empirica è associata 
alla riduzione della percentuale di mortalità e a una migliore prognosi clinica24,35. Nella sepsi grave 
ogni ora di ritardo del trattamento antibiotico determina in un aumento di mortalità26,36. 
 
La sepsi dell’ospite immunocompromesso è definita come SIRS con una o più delle 
caratteristiche cliniche presenti, associata a eziologia infettiva. 
 

Sepsi Grave 
 
La sepsi grave è definita come sepsi più sepsi-indotta da disfunzione d'organo o di un tessuto 
ipoperfuso31. 
 

Shock settico 
 
Lo shock settico è definito come sepsi-indotta da ipotensione che persiste nonostante la 
somministrazione adeguata di liquidi31.I sintomi clinici sono di solito causati da componenti 
batterici tossici e/o dalla risposta dell'ospite a questi. Lo shock è più frequentemente osservato 
nella setticemia da Gram negativi, ma può anche essere associato a microrganismi Gram-
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positivi, in particolare con infezione pneumococcica fulminante, streptococchi di Gruppo A di 
Lancefield e batteriemia da stafilococco33. 
 
Gli agenti antimicrobici sono di scarso aiuto nel combattere gli effetti acuti dello shock; si 
raccomanda la terapia antibiotica endovena entro la prima ora dal riconoscimento dello shock 
settico e della sepsi severa31. Sono essenziali altri interventi di supporto, come la terapia con 
liquidi, ventilazione meccanica e mantenimento della pressione sanguigna. 

Sepsi Neonatale37,38 
 
La sepsi neonatale è definita come SIRS clinicamente diagnosticata, causata da infezione che si 
manifesta entro le prime quattro settimane di vita. L'incidenza della sepsi neonatale aumenta con 
il basso peso alla nascita o la prematurità e può essere diviso in due tipi: 
 

Insorgenza precoce della sepsi neonatale18,37 
 
L’esordio precoce della sepsi neonatale avviene nelle prime 72 ore di vita e di solito è causata da 
un’infezione ascendente dal tratto genitale materno o, meno frequentemente, per via placentare. 
 

Insorgenza tardiva della sepsi neonatale37 
 
L’esordio tardivo sepsi neonatale avviene dopo le prime 72 ore di vita e i microrganismi possono 
essere acquisiti dall'ambiente esterno (ad esempio, ospedale o casa). L'infezione è spesso 
trasmessa dalle mani degli operatori sanitari; i microrganismi colonizzano inizialmente le sedi 
superiori delle vie respiratorie e progrediscono fino a causare sepsi diffusa, polmonite o 
meningite. 
 
I microrganismi isolati dalle sedi superficiali, aspirato gastrico e liquido amniotico sono indice di 
colonizzazione e possono comprendere gli agenti patogeni responsabili della sepsi neonatale. 
Tuttavia, questi non inducono un'infezione sistemica attiva. L’isolamento di microrganismi dal 
sangue rappresenta la diagnosi di riferimento dell’infezione batterica sistemica nei neonati. I 
microrganismi associati alla sepsi neonatale includono37,38: 
 

• Streptococchi β-emolitici, in particolare streptococchi di gruppo B. 
• Enterobatteriaceae. 
• S. aureus. 
• Stafilococchi coagulasi negativi. 
• Listeria monocytogenes. 
• Specie Enterococcus. 
• Pseudomonadi.  
• Lieviti. 

 
La Sepsi neonatale causata da batteri anaerobici è segnalata nella maggioranza dei casi come 
sostenuta da specie Bacteroides, specie Clostridium o Peptostreptococcus39. 
 
L’utilità dello screening di sorveglianza è controversa40. La sorveglianza con lo screening di 
routine è eseguita in molte unità di patologia neonatale e può essere utilizzata per monitorare le 
tendenze della flora resistente e definire la politica degli antibiotici41. 
 
Seguendo le linee guida della NICE, l'uso precoce degli antibiotici all’insorgenza dell’infezione 
neonatale, può essere usato in considerazione della sospensione del trattamento antibiotico. E'  
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stato suggerito che 36 ore sono un periodo d'incubazione sufficiente per escludere la sepsi nei 
neonati asintomatici, tuttavia le emocolture prelevate a neonati nati da <72 ore potrebbero 
richiedere un’incubazione più prolungata 18,20,42. 

Infezione Batteriemica in Pazienti Immunocompetenti 
 

Acquisita in comunità  
 
La batteriemia acquisita in comunità insorge spesso nel paziente in precedenza in buona 
condizione di salute, solitamente in associazione con infezioni focalizzate evidenti quali la 
polmonite pneumococcica. I microrganismi possono entrare in circolo ache provenendo dalla 
flora commensale propria del paziente o da una sede infetta non rilevabile e causare infezioni di 
tipo metastatico (come talvolta in corso di osteomielite da Staphylococcus aureus). Altre malattie 
con batteriemia generalizzata includono la febbre enterica (quale la tifoidea) e la brucellosi. 
 
I microrganismi più comunemente isolati negli adulti con batteriemia acquisita in comunità 
includono: 
 

• Escherichia coli 
• Streptococcus pneumoniae 
• S. aureus 
• Altre Enterobatteriaceae 
• Neisseria meningitidis  
• Streptococchi β-emolitici 

 

Batteriemia acquisita in ospedale 
L’aumentato ricorso alle procedure invasive quali cateterizzazione, terapia immunosoppressiva, 
terapia antibiotica, e misure di sostegno alla sopravvivenza, hanno determinato un consistente 
aumento delle batteriemie, candidemie e altre fungemie acquisite in ospedale. Queste procedure 
possono consentire l’ingresso di microrganismi nel sangue o indebolire le difese dell’ospite. I 
microrganismi più frequentemente isolati negli adulti con infezione circolatoria acquisita in 
ospedale dipendono dalla tipologia del paziente e mutano con la durata della permanenza in 
ospedale. I microrganismi comprendono43: 
 

• Stafilococchi coagulasi negativi 
• E. coli 
• S. aureus 
• Altre Enterobatteriaceae 
• Pseudomonas aeruginosa 
• Enterococchi 
• Anaerobi 
• S. pneumoniae 
• Lieviti 

 
Molti altri microrganismi sono stati implicati nelle batteriemie acquisite in ospedale e in 
comunità44-52. 
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Infezioni associate ad Assistenza sanitaria –(HCA-Healthcare 
Associated Infection  

Le HCAI si manifestano dopo interventi sanitari tra cui l’assistenza o il trattamento fornito a 
domicilio, presso l'ambulatorio del medico o la clinica, in case di cura o da assistenza successiva 
a quella ospedaliera. Nei pazienti che ricevono cure regolari, è spesso difficile determinare con  
precisione se l'infezione è comunitaria o associata all'assistenza sanitaria; la cooperazione tra la 
Public Health e il Gruppo dell’Infection Control è quindi essenziale ai fini investigativi ed 
epidemiologici. 
 

Batteriemia anaerobica 
 
Recenti studi hanno dimostrato che i microrganismi anaerobi rappresentano dall’uno al 
diciassette per cento delle emocolture positive; i microrganismi anaerobici sono quindi ancora 
una importante causa di batteriemia e dovrebbero essere ricercati di routine39,53-55. Quelli più 
frequentemente associati a batteriemia anaerobica includono39: 
 

• Bacilli Gram negativi, comprese le specie Bacteroides e Fusobacterium. 
• Peptostreptococcus. 
• Specie Clostridium. 
 

Infezione del sistema circolatorio nei bambini  
 
L’eziologia della batteriemia pediatrica è mutata negli anni recenti. Le infezioni da Haemophilus 
influenzae di tipo b sono diminuite in modo significativo in seguito al programma di vaccinazione 
Hib, mentre sono aumentate le infezioni nosocomiali di tipo sistemico. I microrganismi di più 
frequente riscontro isolati dai bambini con batteriemie di tipo comunitario includono: 

• S. pneumoniae 
• N. meningitidis 
• S. aureus 
• E. coli 

I microrganismi implicati nelle infezioni nosocomiali pediatriche sono simili a quelli isolati negli 
adulti; le batteriemie polimicrobiche e quelle da anaerobi sono comunque meno frequenti56. 
 
Le batteriemie occulte si possono manifestare nei bambini con sintomatologia moderata o 
assente, di solito associate a infezione del sistema circolatorio57. La febbre può essere il solo 
sintomo presente, ma non è specifica. I microrganismi responsabili sono in modo predominante 
S. pneumoniae, ma sono state segnalate infezioni occulte da H. influenzae, specie Salmonella e 
pure da N. meningitidis. 
 

Batteriemia correlata a catetere 
 
La conferma che il catetere rappresenti la sorgente di un’infezione in corso di batteriemia o 
fungemia correlata a catetere endovenoso (CEV) è sovente difficile. Spesso non esiste evidenza 
d’infezione nella sede d’inserzione del catetere, e i microrganismi interessati appartengono di 
solito alla flora cutanea normale e possono essere comuni contaminanti delle emocolture  
 
La diagnosi di batteriemia correlata a catetere di solito si avvale di58,59: 
 

• Isolamento dello stesso microrganismo dal sangue e dall’inserzione purulenta del CEV o 
dalla sua punta.  

 

• Sepsi clinica, non rispondente alla terapia antimicrobica, che si risolve con la rimozione 
del catetere. 
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Il tempo differenziale di positività e la cultura quantitativa differenziale (intesi come mezzo per 
diagnosticare la batteriemia catetere correlata) sono stati rimossi da questa SMI per i dubbi 
sull’affidabilità di questi metodi. Questi si basano sul presupposto che se un catetere è la fonte 
dell’infezione, il sangue prelevato attraverso di esso avrà una carica batterica elevata, e quindi un 
tempo più breve di positività rispetto al sangue periferico60-62. I risultati degli studi sono stati 
contrastanti, con alcuni di questi che riportano differenze statisticamente significative di carica 
microbica, e altri che segnalano differenze non significative63-65. Con il progressivo miglioramento 
della tecnologia utilizzata nei sistemi di coltura a monitoraggio continuo del sangue, è probabile 
che la sensibilità di rilevazione migliorerà, rendendo l'uso del tempo differenziale quantitativo di 
positività discutibile59. Oltre a ciò, il tempo differenziale di positività non può essere applicato nei 
casi di infezione polimicrobica60. 
 

Donna gravida  
 
La Listeria monocytogenes può causare nella gravida un’infezione grave. La setticemia da 
L. monocytogenes si presenta come malattia acuta febbrile che può coinvolgere il feto66,67.  
Questa può indurre un’infezione sistemica (granulomatosis infantisepticum), nascita di feto morto 
o meningite neonatale. I prodotti del concepimento, la placenta e i tamponi dello screening 
neonatale devono essere processati per la ricerca di questo microrganismo, La coltura di routine 
dei tamponi vaginali per L. monocytogenes non è di solito eseguita sebbene possa essere utile 
nei casi sospetti66. 
 
L’aborto settico può determinare una morbilità materna grave, talvolta infausta. Le cause 
d’infezione sono imputabili a perforazione dell’utero, presenza di residui necrotici e prodotti di 
ritenzione placentare; la maggior parte delle infezioni sono polimicrobiche è coinvolgono gli 
anaerobi. La sepsi da Clostridi che complica l’aborto è potenzialmente letale. In alcune donne le 
specie Clostridium appartengono alla flora vaginale residente.   
 

.Endocardite infettiva (EI)68 
 
L’endocardite infettiva rappresenta l’infezione delle valvole cardiache e/o di altre aree 
dell’endocardio. Si manifesta di solito in sedi predisposte alle lesioni cardiache o nei difetti 
congeniti ove si generano flussi ematici turbolenti che favoriscono il danneggiamento 
dell’endocardio e l’adesione delle piastrine69-71. Sulla superficie endocardica danneggiata si 
deposita un coagulo di fibrina che è poi colonizzato da microrganismi penetrati nel torrente 
circolatorio, formando in tal modo delle vegetazioni infette. Nella parte profonda della 
vegetazione possono essere presenti microrganismi vitali e così pure sulla loro superficie; questa 
condizione rende difficile il trattamento con antimicrobici72.  
 
Storicamente l’endocardite è stata classificata in “acuta” o “sub-acuta”, con riferimento 
all’andamento della malattia non trattata. Attualmente ci si riferisce ai criteri diagnostici, di Duke, 
proposti nel 199469. Questi sono più indicati a descrivere la malattia facendo riferimento al 
microrganismo infettante o alla sede anatomica coinvolta. 
 

Endocardite primitiva delle valvole 
 
La malattia cardiaca reumatica cronica (MCR) è stata il principale fattore predisponente nella EI 
ma ora è stata sostituita da altre forme morbose quali malattie cardiache congenite, prolasso 
della valvola mitrale, e malattie valvolari degenerative dell’anziano. L’endocardite infettiva si può 
manifestare su valvole anatomicamente e funzionalmente normali come sequela di alcune 
batteriemie. I microrganismi più frequentemente isolati includono72:  
 

• Streptococchi orali 
• Stafilococchi (circa l’80% di questi sono S. aureus) 
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• Enterococchi 
• Streptococcus bovis (S. bovis biotype 1 può anche essere indicato come S. gallolyticus 
subsp. gallolyticus)73 

 
Le infezioni fungine sono rare, tranne che nei tossicodipendenti per via endovena e nei pazienti 
affetti da soggiacenti malattie gravi, e richiedono immediato trattamento chirurgico74,75 . Sono 
stati segnalati numerosi altri microrganismi, inclusi quelli esigenti che raramente determinano 
malattia nell’uomo diversa dall’endocardite (gruppo HACEK: Haemophilus aphrophilus, specie 
Aggregatibacter, specie Cardiobacterium, Eikenella corrodens e Kingella kingae); (Consultare ID 
12 – Identification of Haemophilus species and the HACEK Group of Organisms)69,76. E’ stata 
studiata l'utilità di una prolungata incubazione dell’emocoltura per questi organismi; diverse 
ricerche hanno dimostrato che non è necessaria quando si utilizzano sistemi di monitoraggio 
continuo76-78. Le specie Bartonella sono in progressivo aumento come agenti eziologici di 
endocardite e assumono particolare importanza nei pazienti con infezione da HIV71 

 

Endocardite della protesi valvolare (EPV) 
 
Oltre ad una terapia antimicrobica, le valvole infette richiedono la rimozione chirurgica e la loro 
sostituzione per eliminare l’infezione o per problemi d’insufficienza. L’infezione della protesi 
valvolare si può manifestare in qualsiasi momento dopo la chirurgia valvolare ma, con il 
trascorrere del tempo, diviene sempre meno frequente e coinvolge differenti gruppi di 
microrganismi. Nel primo anno il rischio di EPV è dell’1,5%, e dopo un anno diminuisce a circa 
l’1%72. La protesi valvolare aortica è la più esposta all’infezione.  
 
L’EPV “precoce” si manifesta di solito entro 60 giorni dall’impianto, ma la malattia caratteristica 
può non rendersi evidente se non dopo 4-6 mesi dalla sostituzione valvolare. Quest’infezione 
rappresenta una contaminazione della protesi valvolare insorta nel periodo peri-operatorio. 
Questa si realizza di solito nella fase intra-operatoria. L’EPV “precoce” ha un’elevata percentuale 
di mortalità rispetto alla manifestazione “tardiva” e i microrganismi responsabili sono spesso più 
resistenti agli antibiotici, suggerendo la loro probabile origine ospedaliera e l’uso della profilassi e 
terapia antibiotica peri-operatoria. 

 
I microrganismi di più comune riscontro sono72: 
 

• Stafilococchi coagulasi negativi 
• S. aureus 
• Bastoncini gram negativi 
• Specie Candida 
• Streptococchi ed enterococchi 
• Specie Corynebacterium 

 
L’EPV “tardiva” si può manifestare alcuni anni dopo l’impianto valvolare. Si ritiene che la sorgente 
dell’infezione sia una batteriemia o fungemia transitoria che coinvolge la valvola con lo stesso 
modo d’insediamento che si realizza sulla valvola naturale, sebbene possa essere anche una 
manifestazione tardiva di un’infezione nosocomiale. I microrganismi implicati sono molto simili a 
quelli coinvolti nell’endocardite della valvola naturale e includono: 
 

•    Streptococchi orali  
•    Stafilococchi. 
•    Bastoncini Gram negativi. 
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•    Specie Candida. 
•    Enterococchi. 
• Specie Corynebacterium 

Infezione del Sistema Circolatorio in Pazienti Immunocompromessi   
  
I pazienti immunocompromessi includono quelli con anomalie del sistema immunitario di tipo 
ereditario, acquisito o farmaco dipendente. Le deficienze correlate a fagocitosi, complemento, 
produzione di anticorpi e immunità cellulo-mediata sono spesso associate a particolari disfunzioni 
o malattie quali forme maligne, infezione da HIV, malattia a cellule falciformi e nei pazienti con 
trapianto d’organo, terapia con farmaci immunosoppressivi o steroidei79. Il rischio d’infezione è 
massimo nei pazienti con neutropenia, nei quali i batteri Gram negativi determinano sepsi grave 
con elevata percentuale di mortalità80. 
 
Nei pazienti immunodepressi esiste un’elevata incidenza d’infezione causata da microrganismi 
che non sono virulenti nell’ospite normale e che appartengono alla flora residente. Questi sono 
solitamente considerati dei contaminanti nell’ospite immunocompetente80. Stafilococchi 
coagulasi-negativi, enterococchi e streptococchi viridanti rappresentano tipici esempi. 
 
I pazienti iposplenici o privi di milza sono esposti a setticemia fulminante causata da una grande 
varietà di microrganismi, in modo particolare da batteri capsulati quali S. pneumoniae, H. 
influenzae e N. meningitidis, ma anche microrganismi meno frequenti quali le specie 
Capnocytophaga52,81. 
 
Negli anni recenti lo spettro dei microrganismi isolati si è modificato. Ciò probabilmente riflette il 
prolungamento dei periodi di neutropenia e la durata della degenza ospedaliera, l’aumento del 
ricorso al cateterismo venoso centrale (CVC) e la somministrazione di antibiotici ad ampio 
spettro. In questo gruppo di pazienti Le infezioni polimicrobiche sono più frequenti ed è anche 
aumentato il numero di’infezioni da Gram positivi e da batteri opportunisti, in modo particolare 
quelle causate da funghi e da specie Mycobacterium52. Oltre ai microrganismi associati alle 
infezioni del sistema circolatorio dei soggetti immunocompetenti, gli isolati includono81: 
 

• Bastoncini Gram negativi non fermentanti 

• Listeria monocytogenes 

• Specie Corynebacterium 

• Specie Candida  
 

Altri organismi d’insolito isolamento comprendono una grande varietà di batteri e funghi, molti dei 
quali hanno esigenze di crescita molto specifiche81-83. 
 

Emocolture Post Mortem    
 
Le emocolture post mortem hanno dimostrato di essere associate a percentuali di positività molto 
più elevate rispetto a quelle prelevate in vita. Tuttavia, provvedendo alla conservazione delle 
salme in condizioni refrigerate controllate e eseguendo l’accertamento dopo 2 – 10 giorni dal 
decesso, è stato dimostrato che non si registra  alcun aumento delle percentuali delle colture 
positive84,85. I risultati delle emocolture post mortem e il loro significato clinico devono essere 
interpretati con cautela, ma possono comunque essere utili per l’accertamento della morte 
improvvisa nei neonati e nei bambini (SUDI  Sudden  Unexpected Death in Infants)84-87. 
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Microrganismi Inusuali che possono essere coinvolti in caso di  
Diffusione Deliberata o Accidentale d’Infezione (Bioterrorismo o Guerra 
Biologica) 
 
In assenza di qualsiasi altro fattore di rischio (ad esempio, viaggi all'estero, lavoro in laboratorio 
clinico e veterinario che implicano un pericolo di infezione), casi singoli o multipli sostenuti dai 
microrganismi di seguito elencati, potrebbero suggerire la possibilità di un loro rilascio volontario 
o accidentale. Questi eventi richiedono una risposta immediata; il sospetto di una diffusione 
volontaria o accidentale di microrganismi deve essere comunicata con urgenza alla Public Health 
England 24hr Duty Doctor at Microbiology Services Colindale. L’elenco dei microrganismi di 
seguito segnalato non è completo; i microrganismi sono oggetto di informativa alla PHE secondo 
(Notifica) della  Reulation della HPA 2010; un elenco completo degli agenti causali soggetti a 
denuncia alla PHE è disponibile presso il: https://www.gov.uk/notifiable-diseases-and-causative-
organisms-how-to-report.  
 

Esistono altri accordi in Scotland88,89, Wales90 e Northern Ireland91. 
Se si sospettano i seguenti organismi, l’indagine dovrebbe essere eseguita a livello di 
contenimento 3, se non altrimenti specificato. Gli isolati sospetti devono essere inviati 
all’appropriato laboratorio di riferimento per la caratterizzazione. 
 

• Bacillus anthracis (Antrace). 

• Specie Brucella (Brucella). 

• Francisella tularensis (Tularemia). 

• Burkholderia mallei (Morva). 

• Burkholderia pseudomallei (Melioidosi). 

• Clostridium botulinum (Botulismo). 

Fare riferimento a  ID 8 - Identification of Clostridium species .   
 

• Coxiella burnetii (Febbre Q). 
 

• Yersinia pestis (Peste). 
 
Nota: Le specie Brucella, B. mallei, B. pseudomallei e Y. pestis sono elencate nelle banche dati 
di alcune confezioni commerciali disponibili, dotate di sistemi d’identificazione; i risultati devono 
comunque essere interpretati con cautela. 
 
Nota: B.anthracis, specie Brucella, C. botulinum e Y. pestis sono tutti agenti causali di malattia 
da segnalare al Local Authority Proper Officer under the Health Protection (Notification) 
Regulations 2010. L’elenco completo delle malattie da denunciare alla Local Authority Proper 
Office under the Health Protection (Notification) Regulations 2010 è disponibile presso:  
https://www.gov.uk/notifiable-diseases-and-causative-organisms-how-to-report 
Nota: La brucellosi è oggetto di informativa ai sensi del decreto sulle zoonosi 1989. 

Aumento della Resistenza agli Antibiotici92-94 
 
La resistenza agli antibiotici è aumentata sopratutto tra i batteri Gram negativi negli ultimi 15 
anni87. Prima di questo periodo, i batteri Gram negativi erano, in génere, sensibili ad 
aminoglicosidi, cefalosporine di terza generazione e ai chinoloni fluorurati. Tuttavia, i meccanismi 
di resistenza si sono evoluti simultaneamente non solo per una, ma per diverse classi87. Sono 
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fonte di preoccupazione le Enterobatteriaceae, le Enterobatteriaceae produttrici di β-lattamasi ad 
ampio spettro (ESBL), le Enterobatteriaceae, produttrici di le i ai carbapenemi e le Pseudomonas  
 
aeruginosa multiresistenti92,95. L'incidenza di multiresistenza ai farmaci in organismi Gram positivi 
quali S. aureus, stafilococchi coagulasi negativi ed enterococchi è aumentata negli ultimi anni92. Il 
risultato conseguente ha determinato un numero crescente di pazienti per i quali la terapia 
antibiotica empirica iniziale 24.non è inefficace24. 
 
La prevalenza negli anni recenti dei batteri multi resistenti Gram-negativi, S. aureus resistenti alla 
meticillina (MRSA), enterococchi resistenti alla vancomicina (VRE) e di altri organismi resistenti 
evidenzia la necessità di emocolture accurate e tempestive per garantire che sia somministrato 
un adeguato trattamento antibiotico e per ridurre l'utilizzo complessivo di antibiotici ad ampio 
spettro25,26,92,96. 

Sistemi di Emocoltura 
 
Il sistema ideale di emocoltura deve produrre il massimo riscontro del patogeno nel più breve 
tempo possibile, al fine di avere la migliore possibilità d’influenzare la gestione del paziente, 
consentendo in tal modo il raggiungimento di risultati ottimali. 
 
L'introduzione dei sistemi commerciali completamente automatizzati con monitoraggio continuo 
dell’emocoltura ha consentito la diagnosi precoce e una migliore identificazione degli agenti 
patogeni. Ciò è particolarmente vero per i microrganismi ritenuti maggiormente patogeni, quali S. 
aureus, bacilli Gram negativi e streptococci12. Tuttavia, l’emocoltura ha i suoi limiti. 
  

Pre-analitica6 
 
La fase pre analitica, dal prelievo all’inserimento nel sistema analitico, dipende da molti fattori: 

 
• Sede del laboratorio in relazione al reparto (in sede/fuori sede). 

 

o Modalità di trasporto esterne (frequenza, ore fuori servizio, ecc.) 
 

o Accordi di trasferimenti interni (frequenza, disponibilità di trasporto con posta pneumatica, 
ore fuori servizio, ecc). 

 
• Livello di operatività del Laboratorio oltre le ore di prestazione dei servizi (carico di 

frequenza fuori orario, ecc.) 
 

• Attrezzature disponibili e sviluppi della tecnologia attuale (disponibilità di sistema di 
emocoltura con monitoraggio continuo, termostato per pre incubazione ecc). 

 
Con il monitoraggio continuo dei sistemi per emocoltura, i flaconi dovrebbero essere 
teoricamente inseriti nello strumento 24 ore il giorno, il più presto possibile dopo la raccolta ed 
entro un massimo di 4 ore. 
 
Tradizionalmente, dove non è possibile il posizionamento diretto nello strumento, le emocolture 
sono state pre-incubate in un termostato separato. Una conseguenza involontaria di questa 
procedura è che una percentuale di colture positive non può essere rilevata una volta inserito il 
flacone nello strumento dopo la pre-incubazione (consultare Informazioni Tecniche/Limitazioni). 
Di conseguenza, molti laboratori non eseguono la pre-incubazione delle emocolture lasciandole a 
temperatura ambiente per una notte; ciò comporta un aumento del tempo di rilevamento (tempo  
dall’inserimento al segnale di positività) una volta posizionato il flacone nello strumento 
(consultare Informazioni Tecniche/Limitazioni/Appendice 1). Si richiede il raggiungimento di un 
equilibrio tra emocoltura con risultato falso negativo e ritardo della disponibilità del risultato della 
colorazione Gram. 
 

Una diminuzione del tempo di positività (tempo che intercorre tra il prelievo e segnale positivo) 
può essere realizzato in vari modi in funzione delle strutture e delle risorse locali6. 
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• …. prendere in considerazione le modalità di trasporto interno ed esterno per diminuire ill 

tempo fra prelievo e inserimento 
 

• prendere in considerazione la tipologia dei turni di lavoro o la copertura di laboratorio 
fuori orario.per diminuire ill tempo fra prelievo e inserimento) 

 

• prendere in considerazione l'uso di personale non in carico alla Microbiologia (es. 
Centro Trasfusionale) per l’inserimento fuori orario nella strumentazione per emocolture. 

 

•      prendere in considerazione l'uso delle attrezzature. Per esempio, controllo del tempo di 
funzionamento dei pre-incubatori utilizzando un timer programmabile per sette giorni, Le 
(emocolture ricevute al di fuori del normale orario di lavoro sarebbero inserite 
nell’incubatore durante la notte, ma questo sarebbe alimentato solo per un numero 
limitato di ore, per esempio da mezzanotte alle 9:00).Ciò riduce ill tempo di positività) 
 

•       Prendere in considerazione i nuovi sviluppi/progressione nella tecnologia attuale. 
per la diminuzione del tempo di positivizzazione dal prelievo al caricamento) 

 

Analitica 
 
Il tempo di rilevamento (TTD, time to detection) dopo che i campioni sono stati inseriti dipende 
dal tempo necessario alla moltiplicazione per ottenere una concentrazione significativa; i 
microrganismi esigenti e non coltivabili possono non essere in grado di crescere e la sensibilità 
del sistema può essere diminuita quando i campioni sono prelevati direttamente dopo 
trattamento antibiotico2. 
 
I sistemi di emocoltura devono quindi avere lo scopo di raggiungere i seguenti obiettivi: 
 

• …. terreno di coltura il più ricco possibile per consentire il recupero di un numero esiguo di 
una grande varietà di microrganismi esigenti. 

 

•      .neutralizzazione o rimozione di sostanze antimicrobiche, sia componenti naturali del 
sangue sia di agenti antimicrobici. 

 

•       riduzione al minimo della contaminazione. 
 

•       rilevamento il più precoce possibile di batteri e funghi. 
 
I sistemi di emocoltura si avvalgono di numerosi principi di rilevazione e condizioni culturali per il 
riscontro dei microrganismi. Molti sistemi e i loro relativi terreni sono stati fra loro confrontati, 
ognuno di loro presenta limiti e vantaggi12,78, 97-101. I sistemi con monitoraggio continuo 
completamente automatizzato sono semplici da usare rispetto ai sistemi manuali e a quelli semi-
automatici. 
 
La maggior parte dei sistemi utilizza flaconi aerobi e anaerobi per gli adulti, ma fornisce una sola 
bottiglia aerobica per uso pediatrico; per questi i volumi dei campioni di sangue sono spesso 
ridotti102. 

Fattori che Condizionano l’Isolamento dei Microrganismi Causali 
 
Un certo numero di fattori clinici e tecnici possono influenzare l'isolamento del microrganismo 
infettante, indipendentemente dal sistema utilizzato12,52 
  

Clinici: 
 
Metodo di prelievo 
 
Il prelievo del sangue dal paziente deve essere eseguito seguendo la Department of Health 
guidance103. 
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Le ricerche hanno dimostrato che anche scartando la prima aliquota di 10mL di sangue prelevato 
da cateteri vascolari, non si ottiene alcun effetto sulla percentuale di contaminazione di questi 
campioni, anche rispettando severe precauzioni di sterilità; i campioni prelevati da cateteri venosi  
centrali hanno percentuali più elevate di contaminazione rispetto a quelli ottenuti dai cateteri  
periferici o arteriosi104,105. Il sangue arterioso non offre alcun vantaggio rispetto a quello venoso 
per individuare la maggior parte dei microrganismi, anche se è stato segnalato essere migliore 
nella rilevazione dell’infezione fungina disseminata106. Il cambio degli aghi tra prelievo venoso e 
inoculazione delle bottiglie non è raccomandato perché può comportare il rischio di punture con 
l’ago. Secondo alcuni autori, il cambio dell’ago non riduce le percentuali di contaminazione, ma 
secondo risultati ottenuti con la metanalisi, la riduce lievemente30,59,107-109. 
 
Numero e Tempi di Prelievo dei Campioni 
 
Per la maggior parte dei pazienti, sono raccomandati due set di emocolture. Un secondo o terzo 
set preso da una sede diversa non solo aumenta la resa, ma permette anche il riconoscimento 
della contaminazione110. Nella maggior parte delle condizioni diverse dall’endocardite, la 
batteriemia è intermittente, essendo correlata alla febbre e a brividi che si manifestano 30-60 
minuti dopo l'ingresso di microrganismi nel flusso ematico. I campioni devono essere prelevati il 
più presto possibile dopo il picco di febbrile. Tuttavia, alcune ricerche hanno dimostrato poca 
differenza nelle percentuali d’isolamento fra sangue prelevato a intervalli o al momento della 
comparsa dei picchi febbrili111. Certamente, il momento del prelievo è meno importante per la 
batteriemia continua, come riscontrato nell’endocardite infettiva. 
 

Terapia Antimicrobica Precedente2 
 
In condizioni ottimali, i campioni di sangue devono essere prelevati prima del trattamento 
antimicrobico. Quando è già in corso il trattamento, l’emocoltura deve essere prelevata poco 
prima della dose successiva, quando la concentrazione degli antibiotici nel sangue è più ridotta. 
Qualsiasi terapia antimicrobica recente può avere un effetto significativo sulle emocolture, 
diminuendo la sensibilità dell’accertamento. Ciò può essere particolarmente importante nei 
pazienti che hanno ricevuto la profilassi antibiotica e che sono ad alto rischio di infezioni del 
sistema circolatorio. Se i pazienti hanno ricevuto un precedente trattamento antimicrobico la 
batteriemia deve essere considerata, anche quando i risultati delle emocolture sono negativi. 
 
Volume di sangue 
 
Il Volume di sangue per l’emocoltura rappresenta il fattore più importante per il rilievo dei 
microrganismi in un'infezione circolatoria. Esiste un rapporto diretto tra il volume del sangue e il 
risultato, con circa un incremento del 3% per ml di sangue posto in coltura. Se per l’esame 
colturale sono inviati volumi di sangue insufficienti. possono verificarsi falsi negativi112. 
 
Il numero di microrganismi presenti nella batteriemia dell'adulto è spesso ridotto, spesso <1 x 103 
unità formanti colonia per litro (ufc/L)113. Per i pazienti adulti si raccomanda la coltura di 20-30 
mL di sangue per set54,114. I sistemi commerciali più moderni consentono la semina di 10mL di 
sangue per ogni flacone. Le indicazioni ottimali dei produttori per il volume di sangue sono 
diverse; leggere queste informazioni prima dell’uso.  
 
I dati riguardanti il volume ottimale del sangue totale per set per i neonati e per i bambini sono 
limitati. I criteri per il calcolo dei volumi totali per l’emocoltura sono spesso riferiti al peso, 
piuttosto che all'età e tengono conto del volume totale del sangue del paziente112. Nei neonati e 
nei bambini l'entità della batteriemia è di solito superiore a quella degli adulti; quindi, la sensibilità 
di rilevamento non è ridotta in modo significativo dal basso rapporto sangue-terreno. È stato 
suggerito che il volume di sangue prelevato dovrebbe essere non più di 1% del volume totale di 
sangue del paziente115,116. 
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Nei neonati e nei bambini con microrganismi clinicamente significativi si possono verificare basse 
concentrazioni di batteriemia (<4 x 103cfu/L); uno studio suggerisce che per un ricerca affidabile 
di batteriemia a bassa concentrazione, il volume totale del sangue del paziente da seminare nella 
coltura dovrebbe essere del 4-4,5%, e non dell'1%117  
 

Tecnici: 
 
Terreni utilizzati 
 
La maggior parte dei sistemi utilizza diversi terreni per l'isolamento di microrganismi aerobi e 
anaerobi, e alcuni di questi sono specificamente progettati per la rilevazione di microrganismi 
quali funghi e specie Mycobacterium. In commercio è disponibile una grande varietà di terreni e 
di sistemi per emocoltura che sono stati valutati97,118-121. I terreni si differenziano per tipo e 
percentuale dei vari integratori e anticoagulanti, volume di brodo, atmosfera nello spazio 
superiore del flacone e presenza di agenti antimicrobici neutralizzanti. I flaconi aerobi ora 
richiedono raramente la ventilazione durante il monitoraggio continuo nei sistemi completamente 
automatizzati122,123. I flaconi aerobi che utilizzano altri sistemi e possono richiedere una 
ventilazione transitoria per aumentare il contenuto di ossigeno nello spazio superiore per 
microrganismi aerobi stretti quali P. aeruginosa e Candida albicans12,124-126. 
 
E’ richiesto un rapporto sangue brodo di circa 1:15 per eliminare gli effetti antibatterici del sangue 
umano normale, questo può essere ridotto a 1:5 - e1:10 aggiungendo 0,05% di sodio polianetol 
sulfonato (SPS)12,54,110. Il mancato mantenimento di questo rapporto può comportare cultura 
falsa negativa. Il SPS ha un effetto inibitorio sulle specie Neisseria, cocchi anaerobi, 
Streptobacillus moniliformis e Mycoplasma hominis127. Gli effetti inibitori del SPS possono essere 
ridotti con l'aggiunta al brodo di gelatina128,129. In alcuni flaconi in commercio il terreno è 
arricchito con sostanze che migliorano il recupero microbico assorbendo le sostanze 
antimicrobiche e che lisano i globuli bianchi per liberare i microrganismi nella miscela sangue 
brodo12. 
 
Neutralizzazione degli agenti antimicrobici 
 
Al momento del campionamento dell’emocoltura il 28-63% dei pazienti è in attesa di ricevere un 
trattamento antimicrobico che può svolgere un effetto negativo sull’isolamento del 
microrganismo120. Per contrastare l'effetto degli antimicrobici sono stati sviluppati terreni 
contenenti resine inattivanti e altri materiali assorbenti, tra i quali il carbone120,121. Per la 
neutralizzazione dell’antimicrobico alcuni terreni si avvalgono tuttavia del rapporto ottimale della 
diluizione sangue-brodo121. Sono state utilizzate tecniche di lisi-centrifugazione, ma le 
informazioni sono contrastanti per quanto riguarda la loro efficacia e l'importanza clinica delle 
migliori percentuali d’isolamento loro attribuite130-133. 
 
Tempo e Temperatura d’Incubazione 
 
Per le emocolture di routine si consiglia una temperatura di 35-37°C12. Se si usano sistemi 
automatizzati cinque giorni di incubazione sono solitamente sufficienti per il riscontro della 
maggior parte dei microrganismi13,14. Se si sospettano malattie quali la brucellosi, sono di solito 
sufficienti 2-5 giorni di incubazione. Tuttavia questo periodo può essere prolungato a 10 giorni in 
funzione del terreno usato, e può essere richiesta una sottocoltura terminale15-17. E consigliabile 
che, nel caso si sospettino questi batteri, tutte le culture e i campioni annessi siano inviati al 
laboratorio di riferimento. 
 

Il periodo d’incubazione può essere prolungato in alcuni casi di sospetta endocardite, per pazienti 
in terapia antimicrobica, o quando si sospetta un'infezione da funghi o microrganismi insoliti, 
esigenti o a lenta crescita134. Tuttavia, l'aumento della resa è modesto per alcuni microrganismi  
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(HACEK) e piuttosto che tempi d’incubazione prolungati, metodi specifici possono avere maggiori 
probabilità di migliorare il riscontro di questi microrganismi12,23,76,77,135. 
 
Agitazione dei Terreni 
 
Gli effetti dell’agitazione comportano di solito un aumento della resa e un recupero più precoce 
nei flaconi aerobi. L’agitazione dei flaconi anaerobi non aumenta la resa, mentre l'agitazione delle  
emocolture dei micobatteri diminuisce il loro riscontro136,137. I sistemi di monitoraggio continuo 
dispongono di diversi  tipi e velocità di agitazione. I sistemi semi-automatici prevedono un 
periodo iniziale di agitazione per i flaconi aerobi. Nei sistemi manuali convenzionali dovrebbe 
essere considerata l’agitazione del flacone aerobico. 
 
Atmosfera dello spazio superiore del flacone 
 
L’atmosfera dello spazio superiore del flacone dipende dal sistema utilizzato, ma può influenzare 
la percentuale di crescita di alcuni microrganismi. Lo spazio superiore dei flaconi aerobi contiene 
di solito aria con diverse concentrazioni di CO2 e può richiedere la ventilazione per incrementare 
il contenuto di O2. In funzione della tipologia del sistema, lo spazio superiore delle bottiglie 
anaerobiche contiene di solito combinazioni di CO2 e azoto. 

Suttocoltura  
 
Se si utilizzano sistemi manuali o semi-automatici, la sottocultura di entrambe i flaconi di un set in 
cui solo una ha rilevato segnale positivo pone in evidenza la positività in entrambi in circa il 50% 
dei casi. E’ probabile che non sia necessario eseguire sottocolture dei sistemi di monitoraggio 
continuo. Nelle sottocolture dei flaconi anaerobi dotati di un'unità di subventilazione, l’uso di ansa 
o pipetta consentirà l’ingresso di aria nello spazio superiore se la procedura non eseguita in una 
cabina anaerobica; ciò potrebbe influenzare negativamente la successiva crescita dei 
microrganismi anaerobi. I sistemi difasici hanno il vantaggio di una semplice sottocoltura chiusa, 
realizzata inclinando la bottiglia, ma il riconoscimento delle colonie può essere compromesso 
dallo spessore del vetro12. 
 

Sottocultura cieca o terminale 
 
Quando si usano sistemi automatizzati per emocolture la sottocultura cieca o terminale non è 
raccomandata di routine (devono essere seguite le istruzioni del produttore), ma può essere 
indicata per i sistemi manuali14,122,138. Alcuni microrganismi, come le specie Neisseria, specie 
Brucella, specie Francisella, H. influenzae e specie Legionella possono fornire segnali deboli o 
questi batteri possono essere presenti nei terreni di coltura contenente sangue senza mostrare 
segni visibili di crescita. Sono stati segnalati effetti simili per P. aeruginosa e specie Candida. 
Può essere presa in considerazione la sottocultura cieca (a livello di contenimento adeguato) di 
flaconi provenienti da pazienti in cui l’esordio clinico o l’anamnesi fa sospettare la presenza di 
questi microrganismi. 

Identificazione Rapida e Prova di Sensibilità Diretta94,139-142  
 
Seguendo la procedura convenzionale, l'identificazione e la sensibilità dei microrganismi 
resistenti potrebbero non essere disponibili nelle 24-48 ore successive al segnale di positività; 
possono quindi essere notevolmente ritardate importanti informazioni, causando successivi ritardi 
nel trattamento antimicrobico diretto verso il patogeno specifico7. Utilizzando i test rapidi è 
possibile ottenere risultati di’dentificazione e sensibilità entro 24 ore dal segnale positivo. 
 
Per ridurre i tempi di consegna dei risultati, i test rapidi d’identificazione e di sensibilità devono 
essere eseguiti in associazione ai metodi di routine, quando appropriato143. Sono stati valutati 
numerosi metodi rapidi d’identificazione e sensibilità; questi comprendono coagulasi in provetta, 
lattice per antigene, tecniche molecolari e  recentemente è stato sviluppato il Matrix Assisted 
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Laser Desorption Ionisation Time-of-Flight MALDI-TOF22,23,37,140,144,145. Per evitare di refertare 
risultati fuorvianti è importante garantire che siano saggiate colture recenti di singoli isolati puri. 
 
I laboratori devono seguire le istruzioni del produttore, e prima del loro uso tutti i test rapidi 
devono essere validati e avere dimostrato di essere idonei allo scopo. 
 
Identificazione rapida  
 
Test di agglutinazione per antigene 
 

I saggi di agglutinazione per l’antigene sono utilizzati per identificare un microrganismo non noto 
usando antisieri conosciuti. Per esempio, sono usati nella sierotipizzazione delle specie 
Salmonella e per l’identificazione di gruppo degli streptococchi146,147. Fare riferimento a TP 3 - 
Agglutination Test for Salmonella species. L’identificazione diretta dalla cultura del gruppo degli 
Streptococchi di Lancefield è utile e clinicamente importante e può condizionare il trattamento 
antimicrobico. La ricerca dell'antigene è pure utile nelle emocolture per confermare la presenza di 
S. pneumoniae che ha subito autolisi. Fare riferimento a ID 4 - Identification of Streptococcus 
species, Enterococcus species and Morphologically Similar Organisms. 
 

Test della Coagulasi 
I componenti del genere staphylococcus si differenziano per la capacità di coagulare il plasma 
mediante l'azione dell'enzima coagulasi. Sono ben documentati i test rapidi che differenziano gli 
stafilococchi coagulasi positivi (compresi S. aureus) e gli stafilococchi coagulasi negativi145,148-
150. Il test della coagulasi, di agglutinazione, le tecniche convenzionali di PCR e quelle molecolari 
con sonde marcate fluorscenti hanno dimostrato d’identificare lo stafilococco coagulasi positivo 
direttamente nell’emocoltura. Sono state riscontrate sensibilità e specificità variabili, che possono 
essere dipendenti dal terreno12. Fare riferimento a TP 10 – Coagulase Test. 
 
Metodi di identificazione automatizzati 
 
Sono disponibili diversi sistemi automatizzati in grado di eseguire l'identificazione (e test di 
sensibilità) su isolati positivi usando tecniche di microtitolazione in brodo diluizione8,9,151. Studi 
comparativi hanno dimostrato che i risultati ottenuti con questi metodi sono affidabili (soprattutto 
per i microrganismi Gram-negativi) e possono fornire risultati in metà del tempo richiesto dai 
metodi convenzionali152. 
 
Metodi molecolari21,23,80,94,153 
 
Esiste  un crescente interesse per l'utilizzo del saggio Polymerase Chain Reaction (PCR) e per 
altre tecniche di amplificazione degli acidi nucleici (NAAT) per l'identificazione di batteri presenti 
nei campioni di emocoltura positivi10,154. La PCR riconosce i geni bersaglio conservati nel 
genoma batterico e permette la rapida identificazione dei microrganismi, compresi quelli a lenta 
crescita o non coltivabili. I risultati sono disponibili entro breve tempo, in modo particolare se si 
usa la PCR multiplex real time155. Sono disponibili alcuni saggi, compresi quelli per patogeni 
specifici (progettati per rilevare un bersaglio in un campione di sangue positivo), saggi con ampia 
possibilità (utilizzano primer che riconoscono sequenze conservate codificate nel DNA 
ribosomiale del patogeno) e test multiplex (progettati per rilevare gli agenti patogeni più frequenti 
con un’unica reazione)11. 
 
MALDI-TOF Spettroscopia di Massa21 
 
Recenti sviluppi nella identificazione di batteri, lieviti e funghi includono l'uso di profili proteici 
ribosomiali 16s e 18s ottenuti con spettroscopia di massa con Matrix Assisted Laser Desorption 
Ionisation -Time of Flight (MALDI-TOF)155. I picchi di massa ottenuti dai ceppi in accertamento 
sono confrontati con quelli di riferimento noti. È possibile che il microrganismo sia identificato da  
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una colonia isolata in breve tempo e che lo strumento sia sempre più utilizzato nei laboratori 
perché fornisce un sistema di identificazione sicuro. L'uso del MALDI-TOF-MS per 
l'identificazione dei microrganismi direttamente dall’emocoltura positiva è stato valutato142,155-159. 
Gli studi hanno dimostrato che l'identificazione diretta dei batteri Gram-positivi (in particolare 
stafilococchi) è meno affidabile rispetto ai batteri Gram negativi e che la composizione del terreno 
(ad esempio inclusione di carbone) può influenzare l’identificazione155-159. Altri studi hanno 
dimostrato che l'identificazione rapida mediante MALDI-TOF porta ad una diminuzione del tempo 
di identificazione, e determina altresì un aumento della percentuale di pazienti adeguatamente 
trattati con terapia antimicrobica142. 
  
Sensibilità diretta 
Per migliorare la qualità dei test di sensibilità si è sviluppato un interesse generale al di fuori 
dell’accertamento diretto su campioni clinici.La British Society for Antimicrobial  
Chemotherapy (BSAC) ha comunque riconosciuto che la procedura è eseguita in molti laboratori 
come un mezzo per fornire risultati rapidi160. Per ridurre i tempi di risposta, si raccomanda che i 
saggi di sensibilità diretti siano eseguiti su flaconi di emocolture positive quando appropriato, 
specificando che talvolta possono essere identificati microrganismi diversi dai flaconi della stessa 
coppia. I risultati devono essere interpretati con cautela, specialmente se l'inoculo è scarso o 
eccessivo rispetto a quello che consente la crescita semi-confluente raccomandata. 
 

Metodo di Disco Diffusione dell’Antibiotico  
 

La disco diffusione diretta non è un metodo nuovo, ma è rapido, facile da eseguire ed 
economico161. Sono emerse elevate percentuali di discrepanza dal confronto fra disco diffusione 
e metodi automatizzati9. 
 

Saggi per Concentrazione Minima Inibente (MIC) 
 

Per determinare la minima concentrazione di un agente antimicrobico in grado di inibire la 
crescita in condizioni di prova si possono usare i metodi di brodo e agar diluizione. Il valore MIC 
può essere usato per determinare la sensibilità agli antibiotici di un ceppo specifico verso un 
particolare farmaco. Sono state recentemente sviluppate strisce che possono valutare la MIC con 
antibiotico distribuito a gradiente utilizzate per acquisire risultati rapidi162. 
 

I risultati dei test rapidi ottenuti da tali metodi possono influenzare la gestione del paziente, 
migliorare il flusso di lavoro del laboratorio e ridurre i costi. E 'importante che i risultati di 
identificazione e i saggi di sensibilità delle emocolture che utilizzano prodotti commerciali o di 
altro genere, siano valutati con cautela se non sono sono stati validati. Quando la coltura è mista 
o l’inoculo del test di sensibilità non è corretto è richiesta la ripetizione della prova160. 

Contaminazione 
 

La contaminazione delle emocolture complica l'interpretazione e può comportare terapia 
antimicrobica inutile e aumento dei costi. In generale, le percentuali di contaminazione sono 
inferiori al 3% 103,163,164. Per distinguere tra contaminazione e vera batteriemia e determinare il 
significato clinico di un risultato positivo si utilizzano criteri diversi. Questi includono: tipo di 
microrganismo identificato, numero di set positivi, numero di flaconi positivi compresi in un set,  
qualità della crescita, dati clinici e di laboratorio (inclusa la sede di prelievo della coltura)59.165. La 
prevenzione della contaminazione può essere ottenuta con un’adeguata preparazione della cute 
e del flacone, prelevando le colture da vena periferica e non da cateteri vascolari, e con la 
formazione del personale e misure d’intervento163,165,166. 
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Informazione Tecnica/Limitazioni 
 

Limitazioni delle SMi del RU 
 

Le raccomandazioni formulate nelle SMI del RU sono basate su prove (ad esempio sensibilità e 
specificità), se disponibili, opinioni degli esperti e pragmatismo, tenendo in considerazione anche  
le risorse disponibili. I laboratori dovranno tenere in considerazione le esigenze locali e 
intraprendere ricerche addizionali, se appropriato. Prima del loro uso, i laboratori devono 
assicurare che tutti i saggi commerciali e in-house sono stati validati e siano idonei allo scopo 

Contenitori per Campioni167,168 
 

Le SMI usano Il termine '' contenitore a chiusura ermetica con marchiatura CE ” per descrivere 
quelli contrassegnati con la marchiatura CE per la raccolta e il trasporto dei campioni clinici. I 
requisiti per i contenitori dei campioni sono riportati nella Direttiva UE per i Dispositivi Sanitari 
Diagnostici in vitro (98/79/CE allegato 1 B 2.1) in cui si stabilisce:'' La progettazione deve 
consentire un'agevole manipolazione e, se necessario, ridurre per quanto possibile la 
contaminazione dei, e perdite dal dispositivo durante l'uso e, nel caso di recipienti per campioni, il 
rischio di contaminazione degli stessi. Le procedure di fabbricazione devono essere adatte a 
questi scopi''. 

Pre-Incubazione delle Emocolture  
 

Il riconoscimento che alcuni Gram-negativi non fermentanti, come Pseudomonas aeruginosa, 
specie Streptococcus e lieviti può non essere rilevato dai sistemi di emocoltura a monitoraggio 
continuo se i flaconi sono pre-incubati a 35-37° C; ciò ha prodotto effetti consistenti nella pratica  
analitica di laboratorio, determinando in molti di loro ritardi nella conservazione e trasporto dei 
campioni mantenuti a temperatura ambiente2,169,170. 
 

Questi microrganismi possono non superare l'algoritmo di soglia dello strumento a monitoraggio 
continuo dell’emocoltura. Il riscontro della loro presenza nelle emocolture positive dipende da 
modificazioni biochimiche prodotte durante la fase di crescita. Quando la pre-incubazione è 
sufficientemente prolungata, il microrganismo può aver superato la fase di crescita e trovarsi in 
fase stazionaria o declinante; i flaconi contenenti questi organismi non saranno rilevati come 
positivi dallo strumento. 
 

Se i flaconi sono pre-incubati, si stima che possa essere perso il 2-5% dei campioni positivi. 
Tuttavia, se conservati a temperatura ambiente prima dell’inserimento nello strumento, il tempo 
fra prelievo a risultato con segnale di crescita (tempo di positività o TTP time to positivity) per 
molti microrganismi può essere raddoppiato o triplicato2,4,5,35. 
 
Tutte le culture consegnate in ritardo devono essere controllate per segnali di crescita tra cui 
ingiallimento del sensore, emolisi, produzione di gas o presenza di torbidità. Se la crescita 
microbica è confermata dalla colorazione Gram, il flacone deve essere trattato come positivo  
con esecuzione della sottocoltura nel modo appropriato. 
 
I laboratori dovrebbero ricercare recensioni di letteratura e manuali di laboratorio clinico su 
valutazioni analoghe ai metodi utilizzati e validarli in sede, oppure seguire le istruzioni del 
produttore. 
 

Risultati discordanti 
Aspetto in apparenza positivo/segnale positivo con striscio colorato Gram 
positivo, ma sottocoltura negativa 
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Ciò può avvenire con specie Abiotrophia (variante nutrizionale degli streptococchi), S. 
pneumoniae che hanno subito un certo grado di autolisi, e microrganismi esigenti, che non sono 
in grado di crescere sui terreni solidi di coltura utilizzati di routine71,171,172. In funzione dei risultati 
microscopici e delle indicazioni cliniche devono essere considerati terreni addizionali  o arricchiti, 
incubazione prolungata o in alternativa, atmosfera di crescita . I microrganismi possono 
includere: 

• Specie Campylobacter. 

• Specie Helicobacter. 

• Microrganismi Capnofili. 

• Anaerobi a lenta crescita. 

Per ridurre l'autolisi di S. pneumoniae sono stati segnalati alcuni terreni173. Se la microscopia o la 
valutazione clinica fanno sospettare S. pneumoniae, può essere utile inoculare parte della 
miscela sangue/brodo lisato in nuovi flaconi di emocoltura nel tentativo di recuperare 
microrganismi vitali o considerare il test diretto per la ricerca dell’antigene sul brodo del flacone 
con metodo validato. 

Aspetto positivo/segnale positivo, striscio colorato con Gram negativo, ma 
sottocoltura negativa 

E’ importante esaminare la curva di crescita dei sistemi automatizzati prima di ritenere il segnale 
come falso-positivo e per escludere la possibilità di un falso negativo. 

I motivi di una falsa positività sono spesso multifattoriali. I sistemi automatizzati possono 
incorrere in problemi riguardanti la strumentazione, valori della soglia impostati troppo bassi, 
superamento del volume massimo di sangue raccomandato, o per saggio su sangue con elevato 
conteggio leucocitario. Nei sistemi convenzionali, la torbidità può essere correlata all’aspetto del 
siero del paziente e non alla crescita microbica. Tuttavia, se le curve indicano crescita microbica, 
può essere utile una colorazione alternativa con carbol fucsina, Giemsa o Sandiford per 
dimostrare la presenza e la morfologia dei microrganismi presenti174. Ciò può fornire indicazioni 
per selezionare terreni appropriati per le sottoculture. 

Aspetto negativo/segnale negativo con striscio positivo al Gram e sottocultura 
positiva. 

Fare riferimento alla sezione sulla sottocultura. 
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1    Considerazioni sulla sicurezza167,168,175-189 

1.1  Considerazioni sulla sicurezza167,168,175-178 
 

Usare tecnica asettica. 
 

Raccogliere i campioni in appropriati contenitori a tenuta ermetica con marcatura CE 
(secondo le istruzioni dei costruttori se si utilizza un sistema di coltura di monitoraggio 
continuo del sangue) e trasportarli in sacchetti di plastica sigillati. 
 

Ispezionare i flaconi per emocoltura per danneggiamenti. 
 

Assicurarsi che i flaconi per emocoltura non abbiano superato la data di scadenza. 
 

Non reincappucciare gli aghi. 
 

E’ essenziale la conformità alle normative postali, di trasporto e di conservazione.  

1.2  Procedura sul Campione167,168,175-189  
 

Livello di contenimento 2. 

Tutti i campioni devono essere processati a livello di contenimento 2, tranne quando si sospetta 
infezione con Gruppo di Rischio 3 (es. Mycobacterium tuberculosis, specie Brucella, specie 
Francisella, Y. pestis, B. mallei, B. pseudomallei) o in caso di sottocolture da flaconi di sangue in 
casi sospetti di febbre tifoide o paratifo. In queste situazioni la manipolazione deve essere 
eseguita in cabina microbiologica di sicurezza in condizioni di Contenimento di Livello 3. 

Le procedure di laboratorio che generano aerosol infettivi (tra le quali la ventilazione dei flaconi 
per emocoltura) devono essere eseguite in cabina di sicurezza microbiologica (MSC - 
microbiological safety cabinet )181. In teoria tutte le culture del sangue devono essere 
subcoltivate in una MSC perché possono mancare le informazioni cliniche e non evidenziare la 
possibilità di rischio da microrganismi appartenenti al Gruppo 3. 

N. meningitidis causa malattie gravi e talvolta fatali. Sono state segnalate infezioni acquisite in 
laboratorio. Il microrganismo infetta principalmente per via respiratoria. Si dispone di un efficace 
vaccino per alcuni gruppi menongococcici 

N. meningitidis appartiene al gruppo di Rischio 2 e la procedura della maggior parte del lavoro 
diagnostico può essere eseguita a livello di Contenimento 2. 

A causa della gravità della malattia e dei rischi associati alla generazione di aerosol del 
microrganismo, qualsiasi manipolazione su isolati sospetti di N. meningitidis deve sempre essere 
effettuata in cabina microbiologica di sicurezza fino a quando N. meningitidis sia stata esclusa 
(come lo si deve fare per ogni procedura di laboratorio che generi aerosol infettivi).  

Si deve essere consapevoli che alcuni funghi appartenenti al Gruppo di Rischio 3 sono 
termicamente dimorfi e che crescono come lieviti nei flaconi per emocoltura e nelle sottocolture 
incubate a 37 °C, ma come muffe molto infettive se posti in sottocolture di agar incubate a 28-30° 
C. Si deve porre attenzione se i soggetti da cui sono stati gli isolati i lieviti hanno un’anamnesi 
positiva di viaggio, soprattutto nei pazienti con infezione da HIV. 

Evitare l'uso di oggetti taglienti, ove possibile. Sono preferibili aghi di aereazione per la 
ventilazione delle sub-unità per eseguire la sottocoltura dai flaconi, salvo che il sistema utilizzi un 
tappo a vite, in questo caso si raccomanda l'uso di una pipetta di plastica. 
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Inserire i flaconi dei pazienti "ad Alto Rischio" secondo le istruzioni del produttore e dei protocolli 
locali. 

Fare riferimento alla linea guida corrente sulla sicurezza delle manipolazioni di tutti i 
microrganismi presentati in questa SMI. 

 
Le linee guida precedentemente esplicitate devono essere supplementate con la COSHH locale 
e con la valutazione del rischio.   

2 Prelievo del Campione 

2.1 Tipo di Campione 
Sangue  

2.2 Tempo Ottimale e Metodo di Prelievo190 
Per la Sicurezza fare riferimento alla Sezione1.1 

Il campionamento di sangue deve essere effettuato secondo le linee guida del Department of 
Health103 

Prelevare i campioni prima della terapia antimicrobica se possibile190.   
 
Prelevare i campioni il più presto possibile dopo la comparsa dei sintomi clinici. Sebbene il 
sangue possa essere prelevato in qualsiasi momento, è considerato ottimale eseguire il prelievo 
durante, o immediatamente dopo una puntata febbrile, tranne in caso di endocardite, in cui il 
momento del prelievo è meno importante111. 
 
Raccogliere i campioni in appropriati contenitori impermeabili con  marcatura CE e inserirli in 
sacchetti di plastica sigillati. Appropriate flaconi per emocoltura devono essere utilizzati per gli 
strumenti specifici quando si utilizzano sistemi di coltura a monitoraggio continuo del sangue e si 
dovrebbero seguire le istruzioni del produttore.  
 
Nota: L’uso di disinfettanti a base di iodio non è raccomandato per la disinfezione del tappo di 
gomma butilica usato in alcuni sistemi commerciali perché si può influenzare l'integrità del setto. 
 
Nota: Non è raccomandato l'uso di contenitore per la raccolta del sangue privo di set 'a farfalla' 
perché non è possibile valutare con precisione il volume del campione ed esiste il rischio 
potenziale di riflusso del sangue dai terreni di coltura alle vene del paziente. 
 
Nota: Se con il sangue prelevato e con lo stesso prelievo venoso si devono eseguire altri esami, 
quali gas-analisi o Ves, per evitare la possibile contaminazione, inoculare per primi i flaconi per 
emocoltura. E' comunque preferibile prelevare separatamente il sangue per la cultura. 
 

2.3 Quantità Adeguata e Numero Appropriato di Campioni190 
 
L’emocoltura è una cultura di sangue prelevata da un’unica sede venosa inoculata in uno o più 
flaconi. 
 
Un set di emocoltura è definito come un flacone aerobico e uno anaerobico. Per i bambini e i 
neonati può essere richiesto un solo flacone aerobico. 
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Quantità 
 
Adulti 
 
Dovrebbe essere prelevato preferibilmente un volume di 20-30mL per ciascun set di emocoltura. 
 
Nota: Possono essere richiesti più di 2 flaconi per set. 
 
Bambini e neonati 
 
Non più di 1% del volume totale del sangue. 
 
Nota: Per ogni flacone non superare il volume massimo raccomandato dal produttore. Alcuni 
produttori commercializzano diverse tipologie di flaconi. 
 
Nota: Se il volume di sangue è insufficiente per due bottiglie, il flacone aerobico dovrebbe essere 
inoculato prima e poi il resto inoculato nel flacone anaerobico. 
 

Numero 
 
Il numero e la frequenza della raccolta dei campioni dipendono dalle condizioni cliniche del 
paziente. 
 
Prelevare due set consecutivi da due sedi di prelievo venoso separate durante un periodo di 24 
ore per ciascun episodio settico110. Per i neonati, prelevare un solo flacone aerobico o un flacone 
speciale con volume ridotto. 
 
Nei casi di sepsi grave, prima di iniziare un trattamento antibiotico, prelevare due set durante la 
prima ora, purché ciò non ritardi in modo significativo la somministrazione di antibiotico31. 
 
Nel paziente con sospetta endocardite infettiva prelevare almeno tre set nel corso di 24 ore. 
 

3    Trasporto e Conservazione del Campione167,168 
3.1  Condizioni Ottimali di Trasporto e Conservazione 

 
Per considerazioni sulla Sicurezza fare riferimento alla Sezione 1.1 
 

I flaconi inoculati dovrebbero essere trasportati e processati il più presto possibile190.  
 
I flaconi seminati dovrebbero essere inseriti il più presto possibile nei sistemi di coltura a 
monitoraggio continuo, entro un massimo di quattro ore1,2,4-6. 
 
Si raccomanda alla direzione del laboratorio di stabilire e gestire il trasporto dei campioni al fine 
di garantire il loro arrivo in un lasso di tempo adeguato al tipo di campione e per evitare il loro 
deterioramento3. 
 

I campioni non devono essere refrigerati190 
 
Il personale di laboratorio deve essere consapevole che i flaconi di emocoltura arrivati in ritardo 
devono essere verificati per rilevare segni di crescita prima del loro inserimento nello strumento 
Se questi sono presenti, si deve eseguire una colorazione di Gram e la sottocoltura del 
flacone169,170. 

4 Processo/Procedura sul Campione167,168 
 4.1 Selezione della Prova 
 
N/D  
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4.2 Aspetto 
 

Controllare visualmente i flaconi per rilevare segni di crescita microbica.   

4.3  Preparazione del Campione 
 
 4.3.1 Pretrattamento 
 

N/D 
 

4.3.2 Procedura sul campione 
 
 

Standard 
 
Flaconi positivi da tutti i sistemi 
 

Disinfettare il setto del flacone di emocoltura strofinandolo con appropriato disinfettante e lasciare 
asciugare. 
 

Con un dispositivo di pre-areazione parziale o con una pipetta di plastica, in funzione del tipo di 
flacone utilizzato, rimuovere alcune gocce della miscela sangue/brodo (o di sopranatante) e 
inoculare una goccia su ciascuna piastra di agar. 
 

Per l’isolamento di singole colonie diffondere l’inoculo con un’ansa sterile (Q 5 – Inoculation of 
Culture Media for Bacteriology). 
 

Eseguire sottocolture per la prova diretta di sensibilità. Se non si ottiene un inoculo appropriato la 
prova dovrà essere ripetuta.  
 
Nota: Al fine di minimizzare il rischio di autolisi di alcuni organismi come S. pneumoniae, i flaconi 
e dovrebbero essere posti in subcoltura il più presto possibile dopo il rilievo del segnale di 
positività173 
 
Flaconi positivi da sistemi manuali 
 
Eseguire le sottocolture da tutti i flaconi del set, come descritto in precedenza, anche se appare 
positivo un solo flacone  
 
Flaconi negativi da sistemi di monitoraggio continuo 
 
Sottocultura cieca dei flaconi di pazienti, se clinicamente indicato. 
 
Flaconi negativi da sistemi manuali 
 
Eseguire sottocultura cieca per ogni flacone aerobico negativo dopo 24 – 48 ore191. 
 
Prove supplementari 
 
Segnale/aspetto positivo ma esame colturale negativo – tutti i sistemi 
automatizzati 
 
Controllare la curva di crescita. 
 
Se possibile escludere i falsi positivi correlati da elevati conteggi di globuli bianchi.  
 

In relazione al quadro clinico e ai risultati dello striscio colorato con Gram, considerare la 
possibilità di una dipendenza nutrizionale, crescita lenta o microrganismo esigente. Eseguire 
sottocolture su terreni appropriati, o se sussiste incertezza sulla possibile eziologia, eseguire  
sottocolture supplementari come riportato nella Sezione 4.5.1. Fare riferimento a Informazioni 
Tecniche/Limitazioni per ulteriori indicazioni. 
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4.4 Microscopia 
 
Flaconi positivi - tutti i sistemi 
 
Eseguire l’esame microscopico su brodo da ogni flacone che attiva il "segnale", positivo o che è 
visivamente positivo (setto arcuato, sangue lisato o cambiamento di colore dell'indicatore). 
 
Se si utilizza un terreno difasico, preparare uno striscio colorato con Gram dal sopranatante e 
dalla superficie dell’agar. 
 

1. Miscelare il flacone delicatamente per capovolgimento, se questo non è già stato fatto 
automaticamente. 
 
Nota: Alcuni sistemi possono non richiedere la miscelazione, ma i produttori possono 
raccomandare la sottocultura del sopranatante. 

 
2.   Disinfettare il tappo del flacone di emocoltura con un prodotto appropriato e lasciare 

asciugare. 
 
3.   Con un’unità di sub-ventilazione o pipetta di plastica, secondo il tipo di flacone, 

rimuovere alcune gocce di miscela sangue/brodo (o sopranatante), e porlo su un 
vetrino da microscopio pulito. 

 
 Nota: Fare riferimento alle istruzioni del produttore per quanto riguarda la 

preparazione di strisci da bottiglie contenenti carbone. 
 

4.   Diffondere con un'ansa sterile per ottenere uno striscio sottile per la colorazione di 
Gram. 

 
      Nota: I microrganismi Gram-negativi possono essere osservati più facilmente se come 

contrasto si usano Sandiford o carbolfucsina174. (TP 39 --- Staining procedures).  
 
Se non si rilevano microrganismi al microscopio: 
I 

1 Verificare la curva di crescita (sistemi automatici). Se i parametri di crescita indicano 
sviluppo microbico positivo, può essere utile la preparazione di altri strisci con 
colorazioni alternative. 

 

2 Eseguire sottocolture in piastre di agar (consultare 4.5.1) e reinserire il flacone nel 
sistema automatico, seguendo le istruzioni del produttore per la successiva 
incubazione e accertamenti. 

 

3 Considerate specie Mycobacterium B 40 – Investigation of Specimens for 
Mycobacterium species. 

 

Nei sistemi automatizzati i segnali falsi positivi possono essere causati da eccesso di volume di 
sangue o da elevato numero di globuli bianchi. 

4.5   Coltura e Ricerca    
 

Semiare ciascuna piastra usando una pipetta steriile (Q 5 - Inoculation of Culture Media for 
Bacteriology). 
 
Per l’isolamento di colonie separate diffondere l’inoculo con ansa sterile 
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4.5.1Terreni di coltura, condizioni e microrganismi 
 

Aspetti clinici/ 
condizioni 
 

Campio
ne 

Terreni 
standard  
 

Incubazione Lettura  
colture 

Microrganismo(i)
ricercati 

Temp 
°C 

Atmos Tempo 

Qualsiasi 
condizione clinica  
 

Sangue  Agar 
sangue† 

35 -37 5 – 0% 
CO2 
 

40-48 
ore* 

Giornalie
ra  

Ogni organismo
considerato 
significativo 
 
 

Agar per 
anaerobi 
esigenti 
 

35 –37 anaero
bica 

40-48 
ore*     

≥40 ore 
e fino a 
5g 

Ogni organismo
Considerato 
 significativo 

 

Per queste situazioni aggiungere: 
 

 
Aspetti clinici/ 
condizioni 

  
Campio 
ne 

Terreni 
supplementar
i 

Incubazione 
Lettura 
Culture 

 
Microrganismo(i) 
ricercati 

Temp 
C° 

Atmosf
. 

Tempo 

Sospetta 
meningococciemia 
o  
meningite 
 
Piccoli bastoncini 
Gram negativi i o 
diplococchi 
osservati al  
microscopio 

Sangue Agar† 
cioccolato 

 

 

 

35-37 5-10% 
CO2 

40-48 
ore 

Giornalie
ra 

Specie Haemophilus  

N. meningitidis 

N. gonorrhoeae 

 

 

 

 
Bastoncini Gram 
negativi osservati 
al  microscopio 
 

Sangue Agar 
MAc/Conkey/
CLED o  
agar 
cromogeno  

35-37 air 16-24 
ore  

≥16 ore Enterobacteriaceae 

Microrganismi non 
non–fermentanti 

Specie Pseudomonas  
 

 Esame 
microscopico  
indicativo di 
infezione mista o 
anaerobica  
 

Sangue 
 

Agar 
neomicina per 
anaerobi 
esigenti con 
disco di 
metronidazolo 
da 5μg  

35-37 anaero
bica 

5-7d ≥40 ore 
e a 5g 

Anaerobi 

Infezioni fungine 
sistemiche 

Sangue Agar 
Sabouraud 

28-30 aria 5g 2 e a 5g Fungi 

Muffe 

 
Coltura primaria 
negativa e curva di 
crescita positiva‡ 
 
 
 
 
Sottocolture da  
tutti i flaconi 

Sangue   
Agar sangue  
 

35 -37   
 
 

micro-   
aerobica 
 
 

5 g ≥3 g e 
5 g 

 
Specie 
Campylobacter 
 
Specie Helicobacter 
 

Agar sangue 
con semina 
strisciata di S. 
aureus 
(NCTC 6571)

35-37 5-10% 
CO2 

40-48 
ore 

≥40 ore Specie Abiotrophia   

Agar anerobi 
esigenti 

35-37 anaero
bic  

5d ≥40hr 
and at 5d  

Microrganismi 
cisteina-dipendenti  

Agar Mac 
Conkey/ CLED 

35-37 air 16-24 
ore  

≥16 ore Microrganismi 
cisteina-dipendenti 
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Altri microrganismi da considerare – Mycobacterium (B 40) e specie Brucella: considerare anche microrganismi che 
possono essere coinvolti nella diffusione volontaria. 
 

 
† Si può aggiungere un disco di optochina se al microscopio sono stati osservali Streptococchi 
 
* il periodo di incubazione può essere prolungato a 5 giorni per presunti falsi negativi o se richiesto per sospetto clinico; 

in questi casi le piastre dovrebbero essere lette a ≥40 ore e lasciate nell’incubatore/termostato fino al 5°giorno 
 

#ove clinicamente indicato, l’emocoltura può richiedere un’incubazione prolungata fino a tre settimane per specie 
Cryptococcus  e fino a sei settimane per specie Histoplasma 19,192-194. 

‡  si possono eventualmente considerare altri microrganismi.  
 

4.6   Identificazione     
 
Per l’identificazione del microrganismo fare riferimento alle singole SMI. 
 

Livello minimo di identificazione in laboratorio 
 
Tutti gli isolati clinicamente significativi devono essere identificati a livello di specie. 

 
Nota: Qualsiasi microrganismo considerato come contaminante potrebbe non richiedere 
l’identificazione a livello di specie. 
 
Si raccomanda che gli isolati clinicamente significativi siano conservati per almeno una 
settimana. Conservare gli isolati su becchi di clarino di terreni appropriati o a temperatura da – 20  
a  – 80°C in caso di periodi più prolungati, se è probabile che possano essere richiesti successivi 
accertamenti (quali la tipizzazione degli isolati da infezione nosocomiale). 

4.7   Prova di Sensibilità agli Antimicrobici     
 

Per ridurre i tempi di consegna, si raccomanda che i saggi di sensibilità diretti siano eseguiti su 
tutti gli isolati da emocoltura quando appropriato. 
 
Fare riferimento alle linee guida.della  British Society for Antimicrobial Chemotherapy (BSAC) e/o 
EUCAST 

4.8   Invio per Ricerche su Focolaio Epidemico 
 

N/D 

4.9  Invio ai Laboratori di Riferimento 
 

Per informazioni sulle prove disponibili, tempi di risposta, procedure per il trasporto e altre 
richieste al laboratorio di riferimento, click here for user manuals and request forms. 

Microrganismi con resistenze insolite o inattese, o qualora sussista un problema clinico o di 
laboratorio, o anomalie che richiedano approfondimenti devono essere inviati agli appropriati 
laboratori di riferimento. 
 
Contattare l’appropriato laboratorio nazionale di riferimento per informazioni sulle prove 
disponibili, tempi di consegna, procedure di trasporto ed eventuali altri richieste per ‘invio del 
campione:  
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Inghilterra e Galles   
https://www.gov.uk/specialist-and-reference-microbiology-laboratory-tests-and-services  

Scozia 

http://www.hps.scot.nhs.uk/reflab/index.aspx  

Irlanda del Nord 
http://www.publichealth.hscni.net/directorate-public-health/health-protection  

5  Procedura di Refertazione 
Le modalità concordate in sede locale per il rilascio dei risultati devono essere scritte in base ai 
requisiti del LIMS locale.( Laboratory Information Management Systems) e alle richieste 
dell’utilizzatore. 

5.1  Microscopia 
  
Colorazione di Gram  
 
Refertare il microrganismo rilevato.    

 

Altre colorazioni supplementari 
 

Segnalazione verbale dei microrganismi rilevati se significativi (oltre a referti scritti se richiesti dai 
protocolli locali). 
 

5.1.1  Tempo di refertazione Microscopia 
 
I risultati positivi dovrebbero essere trasmessi immediatamente, entro due ore, secondo la 
direttiva locale.La refertazione scritta o computerizzata successiva alle informazioni 
preliminari/segnalazione verbale entro 24 ore.   

5.2   Coltura 
 
Refertare tutti i risultati nel modo seguente: 
 

• Tutti gli organismi che sono stati isolati (con commento se l’isolato è di dubbio significato). 
• Assenza di crescita. 
• Risultati delle prove supplementari. 

 

5.2.1 Tempo refertazione della coltura 
 
I referti culturali preliminari positivi devono essere trasmessi per via telefonica o informatica, 
segnalando, se appropriato, che sarà inviata una nuova refertazione. I referti finali scritti o 
generati dal computer devono seguire le informazioni preliminari/verbali nello stesso giorno, 
come conferma, ove possibile, ed entro un massimo di 24 ore24. 
 
I risultati preliminari negativi devono essere inviati dopo 36 ore dal prelievo per neonati e dopo 48 
ore per tutti gli altri pazienti (o come da accordi locali)18,20. E’ previsto che i referti preliminari 
negativi siano generati automaticamente per evidenziare in modo preciso il tempo reale 
d’incubazione. Le refertazioni finali devono essere generate entro cinque giorni dal ricevimento in 
laboratorio (con un tempo maggiore se l’incubazione è stata protratta, o se gli isolati sono stati  
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inviati a un laboratorio di riferimento per la conferma), il più presto possibile, e comunque entro 
un massimo di 48 ore dopo il referto preliminare. 
 

Risultati clinicamente urgenti devono essere inviate per via telefonica o informatica secondo i 
protocolli locali.    

5.3  Sensibilità agli Antimicrobici 
 . 
Refertare le sensibilità come clinicamente suggerito. Usare in modo prudente gli antibiotici 
secondo i protocolli locali e nazionali raccomandati 

 
6   Notifica al PHE195,196 o Equivalente88-91 
 
Le Norme di Denuncia del 2010 rendono obbligatorio ai laboratori diagnostici di denunciare alla 
Public Health England (PHE) tutti i casi nei quali s’identificano gli agenti causali elencati nella 
Scheda 2 della Direttiva. Le denunce devono pervenire per scritto, su carta o per via elettronica, 
entro sette giorni. I casi urgenti devono essere notificati il più presto possibile verbalmente: si 
raccomanda entro le 24 ore. Questi stessi devono essere in seguito denunciati in forma scritta 
entro sette giorni. 
 
Secondo la Notification Regulations il laboratorio ricevente la notifica è l’ufficio locale della PHE. 
Se il caso è già stato notificato da un professionista medico abilitato, al laboratorio diagnostico è 
ancora richiesta la denuncia del caso qualora si riscontrino evidenze d’infezione imputabili ad 
agenti causali soggetti a tale disposizione.   
 
La denuncia secondo la Direttiva dell’Health Protection (Notification) Regulations 2010 non 
sostituisce l’informazione volontaria alla PHE. La maggior parte dei laboratori del NHS segnala 
spontaneamente al PHE gran parte delle diagnosi di laboratorio sostenute da vari agenti 
eziologici e molte sezioni della PHE hanno definito accordi con i laboratori locali per segnalazioni 
urgenti di alcuni tipi d’infezione. Queste iniziative devono continuare. 
 
Nota: La linea guida dell’Health Protection Legislation Guidance (2010) include la segnalazione 
per Human Immunodeficiency Virus HIV & Sexually Transmitted Infections STIs, Healthcare 
Associated Infections e HCAIs e Creutzfeldt–Jakob disease CJD da includere nel ‘Notification 
Duties of Registered Medical Practitioners’, e non al ‘Notification Duties of Diagnostic 
Laboratories’. 
 https://www.gov.uk/government/organisations/public-health-england/about/our-
governance#health-protection-regulations-2010  

Esistono accordi diversi in Scotland88,89, Wales90e Northern Ireland91. 
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Appendice 1: Punti Critici di Controllo nella Ricerca 
con Emocoltura 
 
 
Suddividendo le fasi della procedura dell’emocoltura è possibile identificare i punti critici di 
controllo in cui si possono verificare ritardi o la possibilità di migliorare i tempi di consegna dei  
risultati(TAT)2. 
 
Il termine TAT in questo contesto si riferisce al tempo impiegato dal prelievo dell’emocoltura al 
momento della refertazione. Il TAT di Laboratorio è riferito al tempo compreso fra ricevimento del 
campione in laboratorio e la refertazione dei risultati. Il tempo necessario per raggiungere 
ciascuna delle seguenti fasi del processo ha un effetto complessivo sul TAT. 
 

• Tempo dal prelievo al ricevimento in laboratorio - Tempo di trasporto2,6 (TT). 

• Tempo dal ricevimento all’inserimento dell’emocoltura nello strumento2. 

• Tempo fra inserimento e registrazione della positività97,197 - Tempo di rilevamento TTD   

• Tempo fra rilevamento della positività e risultati dell’identificazione e della sensibilità4,24. 

• Tempo fra risultati dell’identificazione e della sensibilità alla refertazione.  
 

Escluso il tempo dall’inserimento dell’emocoltura nello strumento per il rilevamento (TTD), 
ciascuna fase del processo dipende da molteplici fattori esterni, comprese le infrastrutture di 
trasporto, priorità e velocità della procedura da parte del personale, tempo di consegna oltre le 
ore di servizio e tempestiva comunicazione dell’identificazione positiva e dei risultati di sensibilità 
al personale medico. Una volta che la coltura è inserita nello strumento, poco può essere fatto 
per accelerare la procedura fino alla comparsa di una crescita nel flacone sufficiente a produrre 
un segnalare positivo. Il tempo che intercorre fra la comparsa del segnale positivo e la 
disponibilità dei risultati d'identificazione e di suscettibilità può essere ulteriormente suddiviso in 
due fasi; il tempo dalla comparsa del segnale positivo e la rimozione della coltura dallo strumento 
e quello fra la rimozione del campione e i risultati della colorazione Gram, l’identificazione e la 
sensibilità. I risultati preliminari possono essere trasmessi verbalmente prima della generazione 
del referto finale. 
 
Cronologia – Punti Critici di Controllo2 
 

 
 
La riduzione del TAT consente migliori risultati clinici perché le emocolture positive offrono una 
seconda opportunità con la refertazione e il collegamento clinico per ottimizzare il trattamento 
antibiotico quando la terapia empirica iniziale ha ottenuto effetto subottimale25,35.  
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Appendice 2: Finestra Terapeutica25,28,35  
 
Per ciascun paziente si dispone di un periodo entro il quale l'infezione e il paziente possono 
essere entrambi trattati con successo. Questo lasso di tempo può essere considerato come 
‘Finestra Terapeutica’. Esiste peraltro un punto esterno al periodo finestra in cui, anche se 
l'infezione può essere posta sotto controllo o eradicata, il paziente non sopravvivere in 
conseguenza dell’attivazione di cascate infiammatorie o danneggiamenti d'organo andati oltre la 
fase di reversibilità26. L'obiettivo è quindi quello di fornire una terapia adeguata, compresi gli 
antibiotici, entro il periodo finestra. La dimensione della finestra terapeutica varia in modo 
considerevole e può essere molto breve o lungo senza limiti, dipendendo dai microrganismi e dai 
pazienti coinvolti. L'approccio ottimale comprende la prescrizione precoce di antibiotici ad ampio 
spettro, seguito da risposte tempestive dei risultati microbiologici e clinici come e quando 
divengono disponibili25. 
 
Le seguenti quattro situazioni dimostrano la potenziale influenza dei risultati dell’emocoltura sulla 
prognosi del paziente28: 
 
1. Trattamento appropriato ricevuto all'interno della finestra terapeutica e 

sopravvivenza del paziente 
 
La finestra terapeutica definisce un periodo entro cui l'infezione e il paziente possono essere 
trattati con successo. La dimensione della finestra terapeutica varia in modo consistente. Per 
esempio, in un giovane paziente con cistite, la finestra può essere lunga in modo indefinito. Per 
contro, nel paziente gravemente settico, “la finestra terapeutica” può essere molto breve. 
Qualsiasi ritardo a un trattamento iniziale adeguato oltre questo periodo è associato a prognosi 
sfavorevole. Gli andamenti delle sepsi riconoscono l'importanza della terapia antibiotica 
tempestiva considerandoli d’importanza fondamentale. 
 

 
2. Il paziente riceve terapia antibiotica empirica inappropriata durante tutta la 
finestra terapeutica e non sopravvive. 
 
La durata della” finestra terapeutica” può in questo caso essere stata molto breve, estesa per 
alcuni giorni. La sepsi evolve oltre questo periodo. Così, quando il paziente è stato visitato la 
prima volta, la sua condizione avrebbe potuto essere stabile, con un periodo di “finestra 
terapeutica” relativamente lungo. E’ stata prescritta una terapia antibiotica non corretta e nelle 
prime 24 – 48 ore si è perso tempo per valutare la sua efficacia. Per una serie di motivi il 
trattamento appropriato non è stato prescritto e il paziente è muore. 
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3. Il paziente riceve un trattamento appropriato all'esterno della finestra 
terapeutica e non sopravvive. 
  
I risultati di una dell’emocoltura identificano che il paziente sta ricevendo un trattamento 
inappropriato. Tuttavia, il risultato dell’emocoltura è stato ricevuto troppo tardi, al di fuori della 
'finestra di opportunità'. Anche se si inizia un trattamento adeguato la prognosi del paziente è già 
definita. Mentre l'infezione batterica può essere eliminata con antibiotici, l'effetto dell'infezione sul 
paziente è divenuto irreversibile. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

4. Il paziente riceve un trattamento appropriato all'interno della finestra terapeutica 
e sopravvive. 
 
 
Il risultato dell’emocoltura è stato ricevuto all'interno della finestra terapeutica con conseguente 
somministrazione di una terapia appropriata e un esito positivo. La condizione clinica del 
paziente è risultata stabile al momento del ricovero, ma è peggiorata rapidamente con il 
trattamento inappropriato avvicinandosi alla fine della finestra terapeutica. 
 

 

  
Nelle illustrazioni tre e quattro sono illustrati 'periodi critici', il tempo che intercorre tra la fine della 
finestra e la disponibilità del risultato dell’emocoltura. Il periodo critico è molto variabile, ma è 
anche noto che potrebbe essere molto breve per alcuni pazienti. Diversamente, la procedura 
rapida dell'emocoltura (illustrazione quattro) può accelerare un risultato di 24 o più ore, in modo 
sufficiente per spostare per alcuni pazienti la somministrazione di un’appropriata terapia all’intero 
del periodo finestra. 

 

Trattamento inappropriato
Trattamento Appropriato

Inizio
Sintomi

Paziente 
richiede il 

medico , inizio 
trattamento

Fine
Trattamento 

Paziente
Sopravvi

ve  

Tempo
CriticoFinestra Terapeutica

Tempo

Risultato 
Emocoltura 

Rapido

Tempo variabile paziente
dipendente. Non

opportunità di migliorare.

 Inizio 
Sintomi

Paziente 
richiede visita  

medica, 
Inizio

 trattamento  

Risultati 
emocoltura 

ritardati

Variabile tempo paziente 
dipendente

Nessuna possibilità di 
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Trattamento inappropriato Trattamento 
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Finestra Terapeutica

Tempo
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trattamento

Tempo 
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Appendice 3: Ricerca con Emocolture (per Microrganismi diversi da specie 
Mycobacterium) 
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