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Le point de vue du biologiste :
Importance des phases
Pré- et Post-analytiques

Bon usage des préléevements microbiologiques.
RésO-InfectiO-PACA-Est
Aurélie SMETS
Le 6 Mai 2015
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Le contexte reglementaire

Code de la Santé Publique : Un LBM ne peut plus réaliser
d’examen de biologie médicale sans accréditation.

Accréditation délivrée par le COFRAC selon la norme NF EN
ISO 15189.

Reconnaissance de la compétence du LBM.
Audits.

Ordonnance du 13 janvier 2010 relative a la biologie
médicale.
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Le contexte reglementaire

Planifier

(Plan) ¢ Progresser dans la qualité des pratiques

microbiologiques!!!

Systéme * Valorisation de la biologie médicale!

de management
de la qualité

Monsieur
CASSE-PIEDS

sepn e

Les 3 phases d’un examen de
m|crob|olog|e médicale

PN A e
=

Postanalytique

* Validation

* Interprétation contextuelle du résultat

* Communication appropriée du
résuitat au prescripteur dans un délai
compatible avec I'état de I'art

: Conseil

.. ORDERS TREATMENT
Diacrasts

U lmﬂ.r@w

e
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Préanalytique
= Prélevement d’un échantillon
= Recueil des éléments cliniques pertinents
= Préparation, transport et conservation de
["échantillon jusgu‘au laboratoire
= Consell

Analytique
= Processus technique permettant
I'abtention du résultat de I'analyse
microbiologique
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I- La phase pré-analytique

1- Prescription il

e Question clinique : diagnostic? thérapeutique? pronostic?
préventif?

* Valeur pré-test : critéres cliniques/localisation de I'infection
A spécificité du test microbiologique

Enhancing the etiologic diagnosis of * 7 du taux de diagnostic

community-acquired pneumonia in adults
using the urinary antigen assay (Binax NOW)

étiologique des PAC
Spécificité >95% si test réalisé
sur critéres radio+clinique +bio

Daniel Genné®*, Hans H. Siegrist®, Reto Lienhard® de PAC

Pertinence de la prescription des antigénes solubles
urinaires pneumocoque et legionelle dans un service

131 AGU réalisés
e 66 imageries pulmonaires en

d"urgences. Etude rétrospective monocentrique portant sur ~ faveur

131 dossiers * 79PAC
F. Pasquet®, M. Pavic®, P Gomez®, L. Karkowski®, P Géome®, * Prescription raisonnée
P. Debowrdean™
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3-Prélevement et acheminement au
laboratoire

Etape clé

Prélevement - Ensemencement : Maintien viabilité

Manuel de
prélevement

disponible dans
les services

Conditions de réalisation et transport:
Personnel habilité

Respect des conditions préconisées par le laboratoire
Conditions d’aseptie

Avant ATB

Choix du matériel de prélevement.

Contenant approprié

Température de conservation

Délais d’ensemencement

Qualité du prélévement et transport :
Fiabilité du résultat
Asensibilité des cultures microbiologiques
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3-Prélevement et acheminement au

laboratoire
[Risques  [cawses |

Faux + : prolifération des bactéries Délais de transport trop long > 2h en
présentes au départ dans I’échantillon. I'absence de milieu de transport

Faux - : « viabilité » des bactéries fragiles = Température
non maintenue dans le prélevement.

-> Prélévement de pus ou génitaux : Utilisation de milieux de transport évalués
Eswab

- Conception par flocage avec des fibres en nylon : Meilleure élution dans le
milieu de transport des bactéries présentes dans I'échantillon.

ECOUVILLON FLOQUE ECOUVILLON STANDARD
- Recueil optimum - Prélevement capturé dans a fibre
- Relargage : Jusqua 90% - Relargage : 30% de I'échantillon
de I'échantillon récupéré récupéré
1R /
] v Y,

- Recueil des urines : Utilisation de tubes boratés car la conservation au frigo pas P4
toujours possible.

Exemple 1 : Impact de l'utilisation de différents
écouvillons sur les résultats de culture microbiologique:
- écouvillons avec milieu de transport liquide Eswab Copan,

- écouvillons avec milieu de transport gélosé.
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JournaL oF CLiNicAL MiCROBIOLOGY, May 2008, p. 1655-1658
137/08/308.00+0  doi:10.1128/JCM.02047-07

e |

Kenneth G. Van Horn

o cstemciS|G o T

TABLE 1. Recovery ¢ { acrobic microorganisms fr»m three swab systems stored]at room temperature

No. (7 of CFU recovered i

5.
Copyright © 2008, American Society for Microbiology. All Rights Reserved.

Comparison of the Copan ESwab System with Two Amies Agar Swab
Transport Systems for Maintenance of Microorganism Viability”
Carol D. Audette, Denise Sebeck, and Kelly A. Tuck

Focus Diagnostics, Cypress, California

Vol. 46, No. 5

No. (%) of CPU recnerd o
ok, S et 7 ; Organism Swah sysiem,
on on un s © [ 6h 48h
H. influenzae MaxV. 2 L4 10° (108) s2x10 @ Xl p—— v o TEe T X107
ESwab i 9.2 % 10°(131) . anaerob MaxV 16 10 6 10° (54) 12 % 10° (8) 11X 10 07)
RBS 18 % 10° 71 10°(39) PRt . roRpeme X ]
S pogmes 10 “;‘;g;‘m B s W EEra T T T
13310 (1.667) ESwab. 28 %107 16X 107(57) 18 %107 (64)
§ mesmoni %) RBS 84x10° 7.6 % 10° (91) 325 10° (38)
W F. nucleatum MaxV 19X 10° 47 % 10° (24T) 36 % 10° (2)
ESwab 15x 107 1.2 107 (80) 80 % 10*(0.5)
Brmosgihm RES 0% e 255 1 s 0% 10 (02)
i P acnes Maxv S0 10 L1 % 106 S8 10 (112)
ESwab 70 x 10° 8.9 10°( 83X 10°(119) 14 x 107 (200)
N RDS L6 100 11 % 106 5 peiodma:
L P. melaninogenica MaxV 66% 10° 10 % 10° (152) rowth No growth
Nogowt ESub 2510 215 10° (54) No growih No growth
& RBS X0 2510641 No growth No growih

TABLE 2 Recovery 1 aerobic microorganisms e thrce svab systems storef 3 relrgerted temperature |

H. influenzae MaxV 37 %107 um IU (I.A) 6.0 x 10°(16) Z * 10 (19) reons 105 - PROET O
ESwab 61107 60 % 107 (98) 47 107 (77 0 ¢ 28 105 15 T8 105028
6.4 % 10° 2.8 X 10° (43) 9.1 x 10°(142) 5.9 % 10° (92) frnd g
R [ ) () ETAN [— 5% 100D H0x 100y
ESwal e . 10 (52) 9) 5% 10°(5)
RBS . 13 % 10° (50) 1.2 X 10°(21)
R = Pyo : Pas de prol ifération! oo ) s =8 beac
ESwal 107(122) ESwah 1.4 5 107 (70)
RBS. 78 10° 10 107 (128) 93 10° (119) T (o RBS IR0
ESwab 13% 107 19% 42 10°(32) 16X 10°(12 ESwah

TABLE 4. Rocowery o ST Jom e svb sysems sord{m ringoed omporms

No. (%) of CFU recovered at

TO : Nombre de colonies > avec Eswab : meilleure élution des bactéries.

Meilleure performance a 4°C (viabilité des bactéries fragiles et absence de prolifération).
Anaérobies fragiles au-dela de 6h a T° ambiante.

Evaluation of a Flocked Nylon Swab Transport System (Copan ESwab) for Maintai

bility of Anaerobes

S. 0. Allent, J. N. Kedra, and 1A Siders
Indiana University School of Medicine, Clarian Pathology Laboratory, Indianapolis, IN

Meilleure conservation pré-analytique : Eswab 4°C

Log base 10

Average of All Organisms

6.00 1 ‘

|

4°C : ESwab> PAC

24 hr l 48 hr

Copan Eswab Refrigerator
Temparature (2°C - 8°C)

4

BD Part-A-Cul Refr

Ohr | 24 hr | 48 hr

Temporstire (3°C S 8°C)

A

4

pan Eswab Room BD Port-A-Cul
Temperature (20°C - 25°C)

o T

T° amb|ante ESwab> PAC

24 hr 48 hr Ohr 24 he 48 hr

Room
Temparature (20°C - 25°C)

A

\_J TO Eswab>PAC : meilleure élution des bactéries dans milieu de transport
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Evaluation of a Flocked Nylon Swab Transport System (Copan ESwab) for Maintaining Viability of Anaerobes

§.D.Allen. N Kedra, and J_A_Siders
Indiana University School of Medicine, Clarian Pathology Laboratory, Indianapois, IN

Bacteroides thetaiotaomicron Fusobacterium nucleatum, ATCC 25586
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Perte des Anaérobies fragiles a Température ambiante dans Eswab.
Mettre les écouvillons au frigo en cas de PEC différée.

Organisation des transports de prélevements au laboratoire efficace.
Prise en charge rapide des prélevements profonds au laboratoire.

Exemple 2 : Impact de la conservation des urines
sur les résultats de culture des ECBU:

- Urines sans conservateur, réfrigérées,
- Urines sans conservateur, température ambiante,
- Urines sur tubes boratés BD.
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Evaluation of the BD Vacutainer Plus Urine C&S
Preservative Tubes Compared With Nonpreservative Urine
Samples Stored at 4°C and Room Temperature

Stephen W. Eisinger, MS," Matthew Schwartz, M(ASCP) % Lisa Dam, MT(ASCP) ?
and Stefan Riedel, MDD}, PhD' 2

e 110 urines
* Ensemencement immédiat
e 3 types de conservation :
- température ambiante, sans conservateur

- 4°C, sans conservateur
- température ambiante, tube boraté

* Ensemencement a 2h, 4h, 24h, 48h.
e Résultats de cultures quantitatives

Evaluation of the BD Vacutainer Plus Urine C&S
Preservative Tubes Compared With Nonpreservative Urine
Samples Stored at 4°C and Room Temperature

Stephen W. Eisinger, MS," Matthew Schwartz, M(ASCP) % Lisa Dam, MT(ASCP) ?
and Stefan Riedel, MDD}, PhD' 2

Categorical Changes of Quantitative Urine Cultures From Reference Culture (T ) Over 48 Hours”

No. of Urine Cultures

Température ambiante Réfrigération _
Categorical Interpretation  Initial Culture T, T, T, T, T, T, T, T, T, T, T, T,
(Culture Result) (Reference)’ [T)] (2h)  (4h) (24h) (48h) (2h) (4h) (24h) (48h) (2h) (4h) (24h) (48h)
Negative 18 23 22 14 10 24 23 24 20 22 25 25 19
MSF (<10% CFU/mL 10 9 9 5 3 9 " 12 12 15 10 8 15
MSF (10%-10° CFU/mL) 14 13 10 1 3 15 16 9 10 9 15 11 7
MSF (>10° CFU/mL) g 8 8 11 6 8 7 7 6 7 68
Pathogen (<10* CFU/mL) 1" 10 5 13 10 1" 13 11 14 14
Pathngen (104105 CFLI/ml ) 10 10 a4 9 6 12 10 10 9 9
Pathogen (>10° CFU/mL) 36 41 70 34 36 35 34 33 36 40

Changes of Clinical Significance of Quantitative Urine Cultures From Reference Culture (T;) Over 48 Hours*

Mo fTiing Coteneg
— Température ambiante —__ Réfrigération 4__

RT-NPU* R-NPUP BDUY
Clinical Interpretation Initial Culture T, T, T, T, T, T, T, T, T, T, T, T,
(Culture Result) (Reference)® [T] (2h) (4h) (24h) (48h) (2h) (4h) (24h) (48h) (2h) (4h) (24h) (48h)
Significant 45 46 51 76 80 43 43 47 44 45 43 45 49
Insignificant 65 64 59 34 30 67 67 63 66 65 67 65 61
P NA NS NS <001 <.001 NS NS NS NS NS NS NS NS
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* La conservation a température ambiante d’une urine
sans conservateur permet la prolifération des germes
présents :

-Modification des résultats de culture.
-ldentifications et antibiogrammes réalisés a tort.
-Erreurs de diagnostic : prescription d’ATB.

 Sila réfrigération n’est pas possible, utilisation de
tube boraté nécessaire.

Exemple 3 : Impact de la conservation des urines
sur la Cytologie urinaire :
- tubesans conservateur,
- tube boraté,
- tube UAP.
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Quel tube de prélévement pour I’analyse cytologique des urines :
avec ou sans conservateur ?

E. Canis’, C. Parent!, N. Chatelain?, G. Dewulf?, C. Cattoen', A.J. Belle-Soppo® L.Vrigneaud*

% Pourcentage de perte des
leucocytes
90
80 - = % de perte tube

borate (n=62)

% de perte tube
sans
conservateur
(n=62)

% de perte tube
UAP (n=62)

R e e ]
0246 8101214161820222426 Temps en heure

% de perte tube
boraté (n=34)

(n=34)

& Nombrede | Nombre de % Pourcentage de perte des hématies
TOUPE | |eycocytes/yl patients 6
1 39 31 -
2 10-328 31 50 —
Total 62 P
40
Nombre Nombre de 30
Groupe | yhematiesiyl | patients
1 69 17 20
2 10-114 17
Total 4 o
0

0246 810121416 182022 2426 TemPpsenheure

e Dégradation de 30% leucocytes et hématies 8h apres le
prélevement sans conservateur ou acide borique

e Délais de prise en charge a considérer dans l'interprétation
d’un ECBU surtout autour des seuils décisionnels

e Cytologie urinaire = analyse a réaliser rapidement

% de perte tube sans
conservateur (n=34)

% de perte tube UAP

lI- La phase post-analytique

05/06/2015
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1-Validation biologique et Interprétation

e Cohérence du dossier microbio :
Gram/Cytologie/culture/ATCD/ plusieurs
dossiers microbio/renseignements cliniques?

* Interprétation obligatoire == Compte-rendu!

Mécanisme de
résistance : précautions
'''''''' BACTERIE BLSE IDENTIFIEE == compl émentaires!!!

Présence d'une beta lactamase a spectre étendu (BL - S.E) /
** * RISQUE DE TRANSMISSION CROISEE ™~

***RISQUE EPIDEMIQUE ***

** "PRECAUTIONS D' ISOLEMENT RECOMMANDEES PARLECLIN. ™"

05/06/2015
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1-Validation biologique et Interprétation

Eur J Clin Microbiol Infect
D01 1010075 10096-012-]

ARTICLE

Antibiogramme restreint
Selective reporting of antibiotic susceptibility data improves
the appropriateness of intended antibiotic prescriptions
in urinary tract infections: a case-vignette randomised study

€. Coupat - C. Pradier - N, Degand - P, Hofliger - C. Pulcini

* 4 Cas cliniques d’infection urinaires
* 2 groupes : Antibiogrammes complets et restreints

e Augmentation du taux de prescription d’ATB appropiée
de 7 a 41% en fonction du cas

e Réduction de la prescription de céphalosporines et FQ
* Qutils d’'aide a la prescription

2-Communication du résultat &
e Communication par téléphone des résultats

urgents

e Liste des critéres d’alerte

* Tracabilité des appels

12



Attribut BHRe : durée illimitée.
Marquage du patient
Information du service si patient hospitalisé de nouveau.
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document en annexs}
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Conclusion

e 70% des mauvais résultats sont dus a des
erreurs pré-analytigues.

e Efforts sur le post-analytique.

Merci pour votre attention !
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