La diagnostica molecolare delle malattie sessualmente trasmesse
(non HIV): nuovi percorsi di appropriatezza analitica e clinica.

Percorsi organizzativi, dalla fase
preanalitica alla gestione del referto

Manuela Avolio
Microbiologia Clinica e Virologia
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An innovation usually has two identifiable components:

Jan idea or theory, which posits a particular outcome.

J atechnologic component, which facilitates a change in
circumstance

Booth A and O'Rourke A. Getting Research Into Practice, University of Sheffield, School of Health and Related Research (2000).



“.. Owvero, l'Implementazione di una

nuova tecnologia puo costituire |l

oresupposto per cambiare (in meglio)
‘assetto organizzativo e gestionale di un

nercorso analitico/diagnostico.”

A.Camporese



Uan idea or theory, which posits a particular outcome.

LEAN HEALTHCARE

e“creare valore”, ottimizzando le risorse

rapportate all’obiettivo da raggiungere.
eeliminare dal processo tutto cio che non

concorre alla creazione di valore (spreco)

LA SFIDA: migliorare 'outcome clinico e “SNELLIRE” la gestione dell’intero percorso
diagnostico delle MST, dalla fase preanalitica alla fase postanalitica,riconoscendo,
utilizzando ed interpretando la storia clinica, praticando una medicina che abbia
al centro il paziente e i suoi reali bisogni.




0 a technologic component, which facilitates a change in circumstance

Anyplex™ 1l STI-7 Detection

Il kit Anyplex Il STI-7 Detection é sviluppato sulla tecnologia base DPO® e la nuova
tencologia TOCE e rileva 7 agenti patogeni responsabili di infezioni trasmesse
sessualmente (STI) e un controllo interno (IC) per la conferma di estrazione del DNA

e inibizione della PCR in real-time PCR.

7 Patogeni in un tubo

* Controllo Interno (IC) “\g-. .'g
* Chlamydia trachomatis (CT) g . kimian
* Neisseria gonorrhoeae (NG) & "
* Mycoplasma genitalium (MG]; .
* Mycoplasma hominis (MH) | 24 A
* Trichomonas vaginalis (TV) 4, o

* Ureaplasma urealyticum (UU) = E' .
L J| B Ei

* Ureaplasma parvum (UP) %

Campioni

* Urina g li|'

* tamponi
(uretrale, vaginale e cervicale)
* Campioni citologici liquidi

(es. Thin-Prep” and SurePath™) ‘ | ,
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Test Procedures

/- Specimen

-

L]

Urine and Swab Sampler
\quuid based cytology specimen

i==\H

[Automation]
DNA Extraction &
PCR setup (3Hrs)

NIMBUS
(48 samples)

STARIlet
(96 samples)

[Manual]
DNA Extraction
(1Hrs)
1) Qiagen manual prep kit
2) GeneAll Ribo_spin vRD kit

\_(12 samples) )

= Real-time PCR &
V/ Detection(3Hr 20 min)

\ CFX96 (Bio-Rad) /
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o Mycoplasma & Ureaplasma DNA
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Schema di Valutazione Esterna di Quaiita (VEQ)
a supporto del controllo dei test molecolari per
M. genitalium, M. hominis, U. urealyticum, U. parvum

DicoCARE VEQ Mycoplasma & Ureaplasma DNA (Cod. CA-ABBMUD)

Controfio VEQ of Torza Parte
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Arvew Diagnosties 8.rl.
T ia Rollal6 - 1° piamo 16152 Genova (GE), Tel: OLO 6671706 Fax: 01061208971

dlagrostcs E-mal: sapportotecnico@arrow diagnostesit Web: www avrow diagnosticsit
CARE Sal (Gruppo Fmsystemns 811) Via Adamek, 441 161635 Genova {Italy)
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Valutazione Esterna di

Qualita (VEQ) per
Micoplasmi

*Distributore esclusivo : Arrow Diagnostics
*Invio quadrimestrale di 2 campioni
*Materiale genetico naturale

*1 ml liquido pronto all’'uso

*Presenza / Assenza DNA di M. genitalium e/o M.
hominis efo U. urealyticum efo U. parvum

*Rapporti periodici ( 1 per esercizio ), riepilogo di fine
ciclo per Sistema e Metodo




0 a technologic component, which facilitates a change in circumstance

Liquid-based microbiology and automation:
a new frontier in the management
of bacteriology laboratory

Proper transport of clinical specimens for
culturing infectious agents may be the most
important factor affecting the successful
evaluation of these specimens.

Because many samples are submitted from
sites distant from clinical microbiology
laboratories, it is essential that viability of the
organism be maintained.

Deake C, et al.J Clin Microbial, 2005.
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Prelievo liquido e automazione: ) '
una nuova frontiera nel management | i

del laboratorio di microbiologia

1struction on the Information Highway

importanti fattori che possono influire sull’efficacia
diagnostica microbiologica.
@ Deake C, et al.] Clin Microbiol, 2005.

‘ Il corretto trasporto dei campioni clinici € uno dei piu
e
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LEAN THINKING

E NUOVE TECNOLOGIE NEL PERCORSO

DI MIGLIORAMENTO DI EFFICIENZA ED EFFICACIA DELLA
DIAGNOSTICA DELLE MALATTIE SESSUALMENTE TRASMESSE

Manuela Avolio, Shamanta Grosso*, Graziano Bruschetta*, Nilla Tosoni, Paola Zigante,

Paola Diamante*, Maria Luisa Modolo*, Rita De Rosa* Paola Stano e Alessandro Camporese*
SOC di Microbiologia Clinica e Virologia, Azienda Ospedaliera S.Maria degli Angeli - Pordenone
*Componentl Gruppo Qualita SOC di Microbiologia Clinica e Virologia

Background. La logica del Lean Thinking. anche guando
applicata al piansta sanitd, & gquelia d ‘oreare valore”,
cttimizzando e dsorse rappodate allobistivo da raggiungers.
implementanda al tempo sesso il livello di-qualits & sicurezza dei
process, fispandenda in modo efficace ed effciente ai bisogni del
pazients. Farendo dd presuppasic che tutto cié che non
concome alla creaziona di valore &, pemid. considerato uno
“spreco” (muda in giapponess, & waste in ingless), esm va,
guanto pii possbile, elminata dal processo, che deve viceversa
fisuitare meattivo, veface, essenziale, per appunto "lesn”. ovwers
“snallo”. Per conganere al compimento di &li pindpi, il Lean
Thinking pué confare si unampia gamma di  srumenfi,
metodologie e tecndogie, mirodofti e swiluppai per essre
utifzzat in modo combinalo e sinewgice, con lo sopa di
contibuire a creare alors’ 3 cominciare gal Value Stesm
Mspping, per amivare ai Lean Froduct Development. owvers allo
siiluppo di un nuovo ‘prodotto”. Ml processo deszitc nel
presents lavam, | prindpi cel Lean Thinking sono Sati appiicat
nel nosiro |abosmlonio per individuare nuowi perord omanizzativi
& un nuovo modo o suttare fe risorse esstenti, Atenuti necessan
nel perorss di implementazione di
molecolare mulfipiex {Anyples™ Il
e

o
dele maaite ssssuslmente trasmesse (MST), con ['obistivo nen
solo di migliorare I'outcome diinico, ma di crears anche una nuova
& pits snells gesiione dellntens percorss diagnosiico, dalla fase
preanalifca aila fase postanaliica, a fronte di un aumeni quali-
quanfitativo dei parameti analizzati & dela complessia della
teznologia sppiicata.

Risultati Un'snalis dei risultsi conssguii postupdate, in
confionto afla situazione pra-update nei divers contesti del
processo disgnostica delle MST, dalla e preanalifca alla fass
posanaiitica, sono saf fassunti nele dus Tabels & fatere, rferit
all'analis del seoreio vaginalelcenical del sooreto uretrale
Per quanto riguarda la fas ifca. con I delle

Materiali & metodi. In tutte |2 sue diverss fas, s diagnosica radizionaie delie MST & fabour intensive, & pravede un nofevale dissendio di
risorss. oon una dispersione dei diversi momenti della disgnos in temini di spazi, di organizzazione  di fuss. Tale problema tende ad
ampificars. in laboraton sllocst in reslts datats = sruturaiments posn flesdbill I nosiro |aberatoric & un 2smpic
di una continua i di spazi & diag ai sosite azisndal & che ha candatic a una
forzata distibuzione dei perors analitio su due i piani di uno gesso padiglione, con ewdent difficolta nella gestione o compion: che.
nichiedano una particalare diversfisazions anaitica, tradizionale & molecolare, come nel casm delle MST. Lipotes di nvedere 7 princiio
analtice dedicato alla dagnoshics delle MST, afla luce della recent a di nuave t=cral: lecolari in grado d mighorare I'outcome
dlinico. & <ata persid I'oocasione per awwiare un processo di tvalutadione e d modfca delliniro percorso, dalla fase preanalifica alla Bee
postanalitica, ulizzando i princpi del Lesn Thinking. Una pima fse & sata dedicata dal Gruppo Cualits del'l.0. alla Value Stream ispping,
partendo dalla necessits i migiorars |a qualits del sultato, alia luce dells [l receni avidenze df |stterstura, che indicano neils diagnosica
molscdare il nuove gold standard per migfiorare I'accuratezza della diagnosi di MST. con paricalare nguardo alle infegoni da mcoplasm.
Mgonomhosae, T.vaginals, ot a quelle da Ctmchommfis, per le quali gié S utizza da ami la PCR. Contegualments alo po del
metodo STH7 {Ssegene, Horeal. gesito s una piatafoma d estrazions Mimbus (Hamiiton Robadcs, Svizzers) che, oltre ad nperare da
provetts pimana (oon processaziona automatica dei campioni, fGwd hanaling & PCR setup), & ssquenzialmante integrats con [0 Suments
per Real Time PCR CFXBE™ (Biorad, USA) s £ deciso di prendere in esame la possbilita di ivistare tufto il percorso diagnodico, partenda da
una riorganizzazione & semplificazione defe modaiita di prelievo, per giungere a una diversa distibuzicna del workflow = delle aree dedicate
alla diagnos tadizonale = molecolars. 5 & dato, poi. inzio alla fase di Lean Product Development, nen prima d un'atienta andis dei fluss
attuai e prospetiic, anche mediarte I'ufilizzo di esemplificazicn: grafiche dei mowment (apaghetfi giagrane), nell'ambito dai spazi disponibili,
<on lintento di definire megiols s#udi cricita = le passbili modiiche ison sorss" apportasili all uilizza deglh azi. in raporta alla tecnalogia
daimplemantars.

Percorsa di revisione dell esame del secreto vaginale
PREUPDATE POST-UPDATE RISULTATI POST-URDATE

nde floosate, che gamniiscono | massmo recupera di
materiais biclagico, & dsi relativ device con temen liquid specifici
(Copan, Brescia, Malia). prospeticamente gesibili anche su
piattaforme preanaliiche automatizzate, sono <ab ridoth del 50%
i campionament, implementanda @ fempa stesso l'eficenza
defe ativita ambulatoridi, dei trasporti (anche dai centn spoke) e
el sorfing dei matenal. Contestusimente s & procedute dla
revidonelestensione dei profl disgnostici fvedi  Tabele),
coinvolgendo | medic & madcina generale (efiera prot. MIC
27/2012). con lo wopo di giusificare Faumento d spess per il
pazients. peraitro nan paricalaments ssoso rispetio  quanto gia
corisposio nel cam di riciede integrate anche solo con |a
ricerca di C.frachonstis, a fronte perd di un notevole valors
aggiunio pereguibile in femini soprathutic di maggore
endbili, specificita = valore preditive. Si sono cos creafi i
presupposii per una diagnos pit efiicace di inzion (sd esempio
6a Ngonomioess) dificim ievatili in coltura. a causa di
eventuai terapie gid inssurate pima del preiievo, & per una pid
efficace dagnos d guela qucta piutlosto frequente d infezioni
ssniomatichs, soprattutto da Cémchomatic, I ci Hlevazions &
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Percorsa di revisione dell esame del secreto uretrale
FREUFDATE POSTUPDATE FUSULTATI POST-UPDATE

paricalamnents importants per mati di = d siue
pubblios. Al tempa stesso, l'estensone della ficera dei divers
target genomici dei micoplasmi urgenitali, o ha podo dora in
avanti nelle miglod condizioni perun it efficace inquadramento
de! loro effetivo ol eziclogico nei divers contest deil'apparsto
genitale, Per quanio nguarda |'otimizzazions degi sazi = dei
movimeni, rapponati slle nisorss disondill. § & fuscti a
concentrare s un unico piano, &in sn'e due sianzs atigue. futta
la d delle MST con 1a sola
esdusions dela ricerca di winus (usv & adenovius), con una
fiduzions del 41.6% dei mowmeni dovf ad ativita pima
dispers in arse/piani divers. Nonosiants questi noteval Asuliati
anaiific e gesional, deswith nei particolar ndle dus Tabdle, e 2
fronte dellimplementazione d 8 nuow fagef genomici, il casto
deliintera procedurs, dopo I'mplmentazone def progetio, &
fimasto pressoché invariato per il laberatorio,

Conclusioni. || Lean Thinking, basato sulla fiosofia delle
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non & una fijosofia votats alla riduzione del cost fout court. ma a
una maggors efidenzs =d sficacia de process, contesuale 3
una mighcre sllocazions & Snttamento delle fsrse umane.
strutturali & tacnologiche, esso S & dimosrata effetivaments in
grade di rendare pil snsllo (Yean’) lintero processo, creanda |
presupposii per un concret valore aggiunto sa per il laboratoric,
in temini di un migliore controllo @ gestions e di un miglore
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MST: percorsi diagnostici- FASE PRE-ANALITICA

PRE-UPDATE POST-UPDATE
Attivita ambulatoriale 1.1 tampone per Ph 1.1 tampone per Ph
2.1 tampone per vetrino 2.1 Eswab per microscopia e semina
3.1 tampone per semina (anche N.gonorrhoeae)
/I 1 +tAarmnannms nar Al nnnnnn lnnnnn 3 1 IITI\II noay M;I‘f\l’\l"\l‘m:

-50% prestazioni da eseguire in ambulatorio
Sorting improvement: riduzione numero campionamenti e
miglioramento della qualita del trasporto (spazio e

conservazione) da centri spoke all’hub di Pordenone

9.Misura pH
10.Allestimento striscio per
es.microscopico

Avolio et al. Poster NEWMICRO 2013 Lean thinking e nuove tecnologie nel percorso di miglioramento di efficienza ed efficacia della diagnostica delle malattie ] te tr



MST: percorsi diagnostici- FASE ANALITICA

PRE-UPDATE

POST-UPDATE

Diagnostica
batteriologica
(microscopia/

* Microscopia: Gram e T.vaginalis
* Lettura gallerie micoplasmi
e Lettura colturali (compresa

* Microscopia: Gram
e Lettura colturali (compresa N.gonorrhoeae)
*Eventuale antibiogramma per N.gonorrhoeae

colturale) N.gonorrhoeae)

* Eventuale antibiogramma per

N.gonorrhoeae
Diagnostica e Estrazione acidi nucleici (Lisi e Estrazione acidi nucleici (Nimbus) e set up Real time PCR multiplex
molecolare manuale/EasyMag) (C.trachomatis, 4 micoplasmi, T.vaginalis e N.gonorrhoeae) in unica

*Real time PCR per C.trachomatis
*Real time PCR per virus (HSV e
Adenovirus)

processazione automatica sequenziale
*Real time PCR per virus (HSV e Adenovirus)

e Eliminata microscopia T.vaginalis
*Eliminata lettura gallerie micoplasmi
e Eliminato antibiogramma micoplasmi

7 target analitici

e Aumentati i target genomici (da 1 a 7, oltre
ai virus); ridotte la manualita del processo;
unica procedura automatica sequenziale per

Avolio et al. Poster NEWMICRO 2013 Lean thinking e nuove tecnologie nel percorso di miglioramento di efficienza ed efficacia della diagnostica delle malattie ] te tr




Aree di esecuzione dei processi e movimentazione dei campioni
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Intero processo, dal prelievo, alle fasi preanalitica-analitica-postanalitica (esclusi virus)
gestibile su un unico piano (1°piano padH), anziché su due piani diversi del pad.H.41.6%
delle attivita, prima disperse in aree diverse, consolidate in un’unica area (stanza 5), sul
medesimo piano delle altre attivita (1°piano pad H), esclusi i virus.

Avolio et al. Poster NEWMICRO 2013 Lean thinking e nuove tecnologie nel percorso di miglioramento di efficienza ed efficacia della diagnostica delle malattie ] te tr




MST: IL REFERTO

=\

Qual’ e il quesito clinico?
Come rispondo al quesito clinico?
Sto identificando e refertando il PATOGENO?

Strumenti del microbiologo:
J Inquadramento clinico/anamnestico del paziente
(ideale ambulatorio microbiologico dedicato)
e Definizione di algoritmi diagnostici ed Implementazione Reflex e Reflective testing.
e Implementazione di metodologie diagnostiche che ponendo al centro il quesito
sindromico conferiscono al referto un valore aggiunto.
e  Commenti esplicativi al referto.




Donna di 25 anni si presenta al nostro Ambulatorio di Microbiologia
con questa impegnativa.......
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Regicne Friuli Venezia Giulia- A.O. *S. Maria degli Angeli® - Pardenone
DIPARTIMENTO DI MEDICINA DI LABORATORIO

Patologia Clinica - Microbiologia e Virologia
Allergologia e Imnmunologia Clinica - Citogenetica e Biologla Molecolare

Direttore. dott. Renalo Tozzoli

MO GE 034 Scheda accompagnamento campioni microbiologici
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MATERIALE INVIATO ED ESAME RICHIESTO (compilare solo se efichette non di 112111} P
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VALUTAZIONE TERAPIA: O Controlio dopo terapla O Chemioantioblotica ....
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DATI ANAMNESTICI
URINARIO MASCHILE/FEMMINILE GENITALE FEMMINILE M VIE AEREE SUPERIORI

O Disuria Leucommea <k ( O Febbre

O Poliachiuda IS O Bruciore S M ) O Farngodinia

O VU ricomenti N2 Prurito WO O Linfoadenopatia

O Prostatodinia O Vaginiti ricorrenti O Esantema

O Ipertrofia prostatica 0O Candidosi recidivanti O Tonsillite

O Sospetta uretrite O Perdite ematiche O Esantema

O Balanopostite O Dispareunia 0O Congluntivite

0O Prostatite cronlca O Mucosa atrofica O Cheratite
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Corr. Esterni PN Posta Prioritaria En 25 Annl
Sesso Femmina

Note richiesta

Note Paz.

El.tohvﬁia ale
Microsc. Vaginale

Esame microscopico: Gra
Numeros| Lattobacill,

pH vaginale 38

Es colt vaginale Negativo
Ric.Trichomonas Negativa
CHTR DNA Negativa
Ric.Micoptasml

Mycoplasmi urog. 1

Mycoplasma genital Negativo

Mycoplasma hominis tivo
Ureaplasma parvum Positivo

Ureaplasma uralyt Negativo

‘'spesso correlato

| itali rivestono un ruole di
a una situazione di dismicrobismo/vaginosi.

Qualora siano stati riscontrati nel secreto vaginale Ureaplasma urealyticum, Ureaplasma parvum,
Mycoplasma hominis la terapia antibiotica non e’ di solito suggerit:

Piuttosto, se necessario, si consiglia di vaginale,

per via locale per mes, associati apresidiatti a

racidita’ per almeno un mese.

Estr.acidi nucleici
Es.colt.uretrale

Microsc.Uretrale Esame microscopico: Flora microbica Assente.Granulociti neutrofili assentl,

Es colt retrale Negativo
MIROLO T TR TR T R T e A o RV N R

HPV DNA

HPVPCR. Negativa

Materiale Esfoliato cellulare da cervice uterina

Estr.acidi nucleici
Virus Herpes simplex

Materiale T. endocervicale

HSV1PCR Negativa

HSV2 PCR Negativa

Estr.acidi nucleici
i 7Y & 1o S e it J‘{'d‘k\-‘-j:;_,.i
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CONCLUSIONI

» Fase preanalitica e analitica:
e|Introduzione delle sonde floccate (Eswab, Copan, Brescia, Italia) e riduzione del 50% dei

campionamenti.
e|mplementazione dell’efficienza delle attivita ambulatoriali, dei trasporti (anche dai centri

spoke), e del sorting dei materiali.
eRiduzione del 41.6% dei movimenti dovuti ad attivita prima disperse in aree/piani.

» Fase postanalitica e interpretazione dei risultati:

e AnyplexTM Il STI-7 Detection e revisione/estensione dei profili diagnostici coinvolgendo i MMG
(Reflex e Reflective testing).

e |'estensione della ricerca dei diversi target genomici dei micoplasmi urogenitali, ci dovrebbe
porre nelle migliori condizioni per un piu efficace inquadramento del loro effettivo ruolo
eziologico nei diversi contesti dell’apparato genitale.

» Costi:
eDi fronte all'implementazione di 6 nuovi target genomici,il costo dell’intera procedura, dopo
I'implementazione del progetto, € rimasto pressoche invariato per il laboratorio.

Avolio et al. Poster NEWMICRO 2013 Lean thinking e nuove tecnologie nel percorso di miglioramento di efficienza ed efficacia della diagnostica delle malattie ] te tr




La diagnostica molecolare delle malattie sessualmente trasmesse
(non HIV): nuovi percorsi di appropriatezza analitica e clinica.

GRAZIE

Manuela Avolio
Microbiologia Clinica e Virologia
AOSMA Pordenone
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Matrice di fibra caotica e irregolare
Fino a 2 Km di microfibra

Fibra regolare, incollata in modo
perpendicolare

Meno di 6 m di fibra




Survival of Fastidious and Nonfastidious Aerobic Bacteria in Three
Bacterial Transport Swab Systems
Rishmawi N., et al. J Clin Microbiol 2007 Apr;45(4):1278-83

a Haemophilus influenzae (ATCC 49766) C Neisseria meningitidis (ATCC 13090)
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IDROFILICITA' VERSUS
CAPILLARITA’

I
1

FLOCKED SWAB  FIBER SWAB

PRELIEVO -
ASSORBIMENTO

Fibra

Media di
assorbimento*

Cotone 50 uL

Poliestere 143 L
Rayon 149 uL
Floccato 158 UL

Misura effettuata pesando il fampone prima e dopo

imersione in 100 mL di PBS per 10 sec




Comparison of the eSwab collection and transportation system to an
amies gel transystem for Gram stain of clinical specimens
Fontana C., et al. BMC Research Notes 2009 Dec 10;2:244.

Direct Smear from Amies Gel E-swab 50 pl Smear E-swab 100 ul Smear

V-
V-

Figure 2
Comparison of some microscopic observations. LB = Lactobacilli; BG-: Gram-negative bacilli; DC+: Gram-positive diplc
cocci; Y: yeast cell; VS: Vaginal Swab; CS: Cervical swab.

Conclusion: Microscopic examination performed using ESwab, especially when preparing the
slides with 100 pl, shows superior results to those obtained using the Amies gel Transystem.



