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Diagnosi eziologica dei processi infettivi

e Batteri

e Miceti

e Parassiti

e Virus o i loro antigeni

= Indiretta

e Ricerca Anticorpi




RAPIDITA” WHY NOT?

v'Da sempre la microbiologia & stata

penalizzata nella sua efficacia

. sull'outcome clinico del paziente dai
tempi lunghi

| v'Una risposta (referto) completo e
necessario, ma se arriva tardi non e utile
né al clinico né al malato ed alla lunga
nemmeno al laboratorio
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BFigure 20 Culture positivity and mortality. © P = .0624.

ITable 10
Differences in 99 Pairs of Patients by TAT for Laboratory Results

TAT

Time to detection (h)
Gram stain TAT (h)
Mortality rate (%)

Length of stay (d)

Positive length of stay (d)"
Variable costs (§)

Male sex (% of group)
Age (y)

Difference




“FURN-AROUND TIME




FLUSSO DI LAVORO

Campionatura al letto del paziente
Invio / trasporto

Ritorno al
clinico

Referto ragionato
“step by step”




FASE PREANALITICA

Fase piu critica di tutto il processo microbiologico
(46-70% degli errori)

> Rappresenta un momento fondamentale di
interfaccia tra laboratorio e le altri “attori”
(clinico-infermiere-osa, ecc)

> Significa preoccuparsi di come il laboratorio sia in
grado di rispondere ai bisogni e di come si integri
all'interno del processo aziendale




richiesta del clinico

scelta degli esami
- preparazione del paziente
_-raccolta del campione primario

_~trasporto del campione

CRITICITA’

» Dati anagrafici del paziente (sesso e data di nascita)
» Tipo di campione (sito anatomico del prelievo)

» Data e ora della raccolta del campione

» Esami da eseguire sul campione

» Nome del medico richiedente

Informazioni cliniche rilevanti

msospetto diagnostico
mmotivo dell’'esame
= terapia antibiotica

m Stato di immudepressione




Campionamento

prima della terapia antibiotica (campione biologico)

nella sede dell’infezione
utilizzo di presidi sterili e tecniche asettiche per evitare le
contaminazioni

in quantita sufficiente




CONTENITORE

Il contenitore ideale deve rispondere a vari requisiti:

il prelievo

la conservazione

il trasporto

la standardizzazione delle procedure colturali e molecolari
(ossia adattabile alle varie procedure di laboratorio)

La tracciabilita




Tempi morti? No Grazie

Consegna al laboratorio

Adozione di idonee modalita di conservazione alternative

alla consegna immediata




La Microbiologia cambia.....

Il cambiamento e avvenuto, non per essere cool, ma per
soddisfare alcune necessita oggettive:

v' Fornire risultati utili in tempi utili

v' riduzione del personale,

v/ La necessita di essere “multi-tasking” e “multi-
function” nel senso che liberare le mani dal lavoro

manuale significa:

Standardizzare passaggi cruciali

Alleggerire percorsi “noiosi e ripetitivi. (ora destinati alle
macchine)

Ma soprattutto essere liberi, mentre le macchine operano, di
fare altro e quindi migliorare [l'efficienza del processo
microbiologico a vantaggio dell’'outcome




IL CAMBIAMENTO
-Innovazione Tecnologica-

 LBM




 LBM

Liquid-based microbiology. Il primo: ESwab
(Copan) e poi prodotti similari

In cui il campione non e associato al tampone
ma al medium di conservazione/trasporto/ e
mantenimento

Il campione in mezzo liquido puo essere aperto
a qualsiasi utilizzo dal Gram alla biologia
molecolare

Ma soprattutto si presta ad entrare nel circuito
dei walk away specimens processor
(automazione)




>Flocked Swab raccoglie e rilascia il campione (oltre 90%)

>Liquid Amies sostiene la vitalita dei microrganismi per la coltura e preserva:
»Componenti cellulari per il Gram
>Gli antigeni per test rapidi (ad es: SPYO)

>Gli acidi nucleici per i saggi molecolari

>Inoltre molti testS})ossono essere effettuati su una stessa provetta (si riduce sostanzialmente
ad un solo prelievo/tubo)

»Consente una eccellente conservazione del campione




Copan: Company’s name is an acronym from the expression

“Collection and Preservation for Analysis”

invention of Flocked Swabs,
FLOQSwabs ™ by Copan
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soft brush,
that allows
improved
‘ specimens

collection and
release

FLOQSwabs™ have no

inside: the sample is

Instantlé' and entirely

released.




TRADIZIONALE

Le fibre siano esse di cotone o rayon
del tampone tradizionale agiscono
come una carta  assorbente,
intrappolando una grande porzione
del campione che di fatto rimane
adesa alle fibore medesime.

FLOCCATO

Al contrario | tamponi floccati, sui
quali sono adese microfibre di
nylon trattengono il campione
(uptake idraulico) ma ne rilasciono
oltre il 90% a contatto con liquidi o
superfici




Disporre di un unico mezzo di prelievo e trasporto adatto a piu
metodiche

Elevata efficienza (maggiore sensibilita della coltura con
rilascio totale del campione)

Standardizzazione (un unico prelievo, un unico mezzo liquido il
cui il campione appare omogeneo)

Elevata efficienza nella conservazione e nel mantenimento
della vitalita dei microrganismi

Mezzo liquido estremamente versatile per le diverse
tecnologie




La conservazione

> ESwab dovrebbero essere consegnati al laboratorio
immediatamente o in un tempo massimo di 2 h.

> Se per varie ragioni la consegna deve essere
posticipata i campioni devono essere refrigerati a 4 —
82C (per >14gg) oppure conservati a temperatura
ambiente controllata (20 — 25°C) per 72h (con la sola
eccezione della coltura per Neisseria gonorrhoeae
che deve avvenire entro 24 hours).

> Ovvero conservati -20°C per 6 mesi

> Periodi piu lunghi a -70°C
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11 ways to say

Hurry up!

There's no time to lose.
Let's pick up the pace.
Let's go faster. N
Let's speed up.

Come on!

Move along.

Move it!

Get a move on.
Chop-chop!

Shake a leg! VK / YouTube / EnglisherESL
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Swab or Double Swab in Amies Agar Gel

Vacutainer™ Plus No Additive Transport Tube BD Affirm = VPIII
Ambient Temperature

Sterile Body Fluid Culture Transport System
|

Gen-Probe APTIMA® Unisex
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Vaginitis/Vaginosis by DNA Probe

| Port-A-Cul™ Anaerobic |8 (1111 Swab in Liquid Stuart’s Medium
Transport Tube

Stool Transport Without Preservative
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How liquid based microbiology can change the workflow in
the microbiology laboratories

Carla Fontana®, IV
Department of Experimental hWedicine and Surg

Clinical Microbiology Laboratories, Foundation Polyclinic Tor Vergata, V.le Oxford 81, 00133 Rome, Italy

Figure 1. Central role of LBM devices in a multidirec-
tional and multi-tasking laboratory
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| 1 set (1 bottiglia aerobi/anaerobi)
- 8/10 ml di sangue a flacone (20/30 ml)

Un prelievo emocolturale
completo

40/60 ml)

Non sapremo distinguere le contaminazioni
Perdiamo in termini di sensibilita 60 vs 97%




EMOCOLTURA
Ottimizzazione della procedura

(] Personale che effettua il prelievo
(] Sede del prelievo

[l Sterilizzazione della cute

(J Numero dei prelievi

 Momento del prelievo

J Volume del sangue

] Mezzo di coltura




EMOCOLTURA DA VENA PERIFERICA PER GERMI
COMUNI

- Set emocoltura (anaerobi e aerobi) b - j
— Set prelievo a circuito chiuso (vacutainer)
-~ Garza sterile

- Antisettico
(clorexidina alcolica
o soluzione alcolica 70%

o soluzione iodata)

—~ Guanti




Tempo del prelievo

Prima di iniziare |a terapia antibiotica
Prima della somministrazione dell’antibiotico

Prelievi in rapida successione, a distanza di 5-10 minuti (sigle sampling

strategy)

Nell’endocardite subacute, 2 o 3 set a distanza di 30-60”, se negativi dopo

24h ripetere la campionatura




Numero di emocolture

Prelevare 2 - 3 set

(anaerobi + aerobi):

per aumentare la possibilita di isolare il microrganismo in causa

differenzia la vera batteriemia dalle contaminazioni




Quanto sangue prelevare ed immettere in ogni
flacone ?

“The volume of blood is the single most
important factor for successful recovery of

microorganisms from the blood stream of patients”




Volume per flacone

ETA QUANTITA/FLACONE B8 & |
neonati 1-3 ml | |
2-12 anni 3-5 ml i
adolescenti ': o
adulti il :

* estrarre ago e gettarlo nel porta aghi S s
8 v
: = = 01 ”‘I‘/\im Diagnostic = e z ulwvvl:)rm Diagnostic =
* agitare gentilmente per evitare la R e ey
formazione di coaguli. nee ;
| |L
Invio tempestivo in M & V e conservato a [ | | -ezeefS
L gama / 0GB :

temperatura ambiente
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MATERIALE RACCOLTO DALLE ALTE VIE

»ESSUDATO FARINGEO

»>TAMPONE NASALE

»>TAMPONE ORALE




MATERIALE RACCOLTO DA VIE RESPIRATORIE
PROFONDE (basse vie)

(escreato, lavaggio bronco-alveolare, broncoaspirato)




Espettorato indotto

Risciacquare la bocca con fisiologica sterile per limitare le

contaminazioni

Far precedere la raccolta da aerosol con soluzione salina

Raccogliere il materiale con un colpo di tosse

direttamente nel contenitore sterile




Espettorato indotto

Per la diagnosi di M.tuberculosis inviare
almeno n°3 campioni in giorni diversi




| campioni respiratori

> Hanno una doppia validazione:
— Esame microscopico (Murray Washington =5)

— Conta microbica 107 Esp

10° BAS

10% BAL

> Recente modifica per BAL pazienti ICU anche con carica non
significativa ma Microscopico rilevante si procede con ID + AST

| campioni che non rientrano nei criteri seppure con patogeni

potenzialmente rilevanti vanno conderati contaminanti/colonizzanti




CAMPIONI| DESTINATI ALLA RICERCA DI
MICOBATTERI

Broncoaspirato
BAL

Sangue
Escreato Liquor

Urine Pus
Tessuti
Linfonodi
Feci




RICERCA MICOBATTERI

urine - -

La prima urina del mattino (almeno 15
ml) raccolta in piu contenitori sterili

Eseguire il prelievo per TRE giorni
consecutivi




RICERCA MICOBATTERI
sangue

i o . .
- Eseguire il prelievo con le stesse
- modalita del prelievo per germi

{

- comuni

: Utilizzare flaconi dedicati




INFEZIONI VIE URINARIE

MITTO INTERMEDIO

CATETERE VESCICALE




Mitto intermedio

prima urina del mattino

lavare accuratamente le mani con acqua e sapone
pulire accuratamente e ripetutamente i genitali esterni con acqua e sapone
risciacquare con acqua corrente

urinare scartando il primo getto (circa 20 ml) e, senza interrompere la

- minzione, raccogliere direttamente nel contenitore il mitto intermedio
riempire non oltre la meta avendo I'accortezza di non contaminare, con le mani
. 0 conigenitali, i bordi o I'interno del contenitore

richiudere il contenitore




inflated
retaining
balloon

Urine da catetere

bladder

~ 1) lavare le mani con antisettico
. 2)indossare guanti monouso

raccordo con PVP iodio o derivati del cloro
5) aspirare con una siringa sterile almeno 10 ml di urina
~ 6) versarla nell’apposito contenitore sterile

Luer-Lok
needieless
synnge

Suprapudic
catheter

- 3)chiudere il catetere appena sopra la giunzione col tubo di raccordo
4) disinfettare il tratto di catetere appena sopra la giunzione col tubo di

~ 7) non raccogliere 'urina dalla sacca o staccando il catetere
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Sacchetto adesivo

deftergere accuratamente la regione
sovrapubica, perianale e i genitali esterni
con soluzione saponosa

risciacquare a lungo e asciugare

applicare il sacchetto, facendolo
aderire al perineo ed alla regione
sovrapubica

appena avvenuta la minzione rimuovere
il sacchetto e versare l'urina nell'apposito
contenitore sterile o inviarlo in
Laboratorio dopo averlo accuratamente
chiuso

non lasciare “in situ” per pit di 45-60

minutii




| cut-off

>=10° per urine da mitto intermedio
>=10% per UCAT




Tratto urogenitale
(vaginale, cervicale, uretrale)

Ricerca di :
Gardnerella vaginalis,
Trichomonas vaginalis,
Streptococcus agalactiae,
Candida spp.
su richiesta specifica Micoplasma  hominis,
Ureaplasma urealyticum,

Chlamydia trachomatis

Neisseria gonhorroeae




LBM

> Un solo campione m

CSnal




Secreto prostatico
metodo di Meares e Stamey

S o o

1° getto

URETRA =)

S O o

Mitto
intermedio

VESCICA =)

O OO THO o

Secreto
prostatico

PROSTATA

O o o

1 getto post
massaggio
prostatico




Tamponi rettali /coprocolture

Le modalita di raccolta si differenziano in base all’indagine richiesta, per
garantire la vitalita dei microrganismi ricercati:

* Enterite Adulto : tampone rettale

* Enterite Bambino < 2a. : feci + tampone rettale

e Enterite Pseudomembranosa : feci

e Enterite Emorragica : feci

* ric. Salmonella / Shigella : tampone rettale

e ric. Miceti : tampone rettale

* Ric. Antigene H.pylori : feci




Un caso particolare

> Le colture di sorveglianza

Es:

> TR per CRE (circolare ministeriale 2013, PNCAR)
> TP AB




Nel paziente non deambulante

Raccolta delle feci in barattolo :
1. raccogliere le feci su una "padella" pulita;
2. trasferire nel barattolo una quantita di feci pari ad un cucchiaino;




La regola dei tre giorni!!!l

Ricordiamo che dopo i 3 gg di ricovero
non ha senso ricercare i patogeni
comunitari nelle feci (Salmonella Shigella
Campylobacter)

Cercare C.difficile

Cercare Norovirus




PRELIEVO DI LIQUIDI DA
CAVITA" CHIUSE

pus da raccolta profonda, ascessi, aspirati, liquido
pleurico, peritoneale, ascitico, da drenaggio ,ect)

Dopo aver disinfettato con antisettico con una siringa aspirare
almeno 10 ml di materiale

Trasferire il campione in wuna provetta sterile (senza
anticoagulanti) o in un contenitore sterile con tappo a vite

In situazioni particolari si pu0o inoculare parte del liquido
direttamente in flaconi da emocoltura




LCR

WU oo o
: : : : : - 5 \é\ Carabrospinal fud
Puntura lombare o rachicentesi, pratica chirurgica utilizzata 5 ~j§
per poter estrarre il LCR contenuto nel canale midollare della : _ ... ‘. ® 3
colonna vertebrale '2:" pI- \
Derivazione ventricolare L /{\'




Conclusioni

1.Una buona fase preanalitica determina il

ouon esito del test
2.Permette di avere il campione piu idoneo alla

ricerca che andiamo ad eseguire
3.Migliora gli outcomes
4.Riduce i TA.T.




Nel XX secolo gli uomini
hanno perso la paura di
Dio e acquisito una paura
del microbi.
(Anonimo)




GRAZIE PER L'ATTENZIONE




