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Eziologia:

Eta

Microrganismi piu frequenti

Neonate (0-1 mese)

E. coli, Streptococcus agalactiae

Infante (1-6 mesi)

Chlamydia frachomatis, respiratory
syneytial virus

Bambine (6 mesi -5 anni)

Respiratory syncytial virus, parainfluenza

viruses

Bambine (5-15 anni)

Myecoplasma pneumoniae, influenza virus

fype A

Giovane adulto (16-30 anni)

Myecoplazma pneumoniae, Streptococcus
preumoniae

Adulte

Streptococcus pneumoniae, Haemophilus
influenzae




Immunitario

Tabella LRI-2. Agenti eziologici di polmonite: tipologia e correlazione con stato

resentazione € Stato
i unitario

I(Znuse piu frequent

Cause meno freguenti

L(‘Zommun.ir;r acquired
vpical pneumonia

Streprtococcus pneumeoniae, Haemophilus
influenzae, Klebsiella pneumoniae

Staphylococcus, Moraxella
catmrhaliz, Neisseria meningitidis

Nosocomial pneumonia
[tvpical pneumonia

Gram-negative aerobic bacilli (Enferobacter,
Klehsiella, Acinetobacter, Prendomonas),
Staphylococcus gureus, anaerobic bacteria, standard
bacteria®

Legionella, Sireptococcus
prenmonioe

‘ommunity acguired
rimary intersttial
neumonia

Myecoplasma pneumoniae, respiratory vinsesy,
mfluenza virus, Chlamydophila pneumoniae,
Legionella sp.

Adenovimus, Chlamydophila
psittaci, Chlamydia frachomatis,
primary fuberculosis, acute fiungal
POSMNIONiAS

ematogenouns
neumonia

Staphylococeus, Streptococcus

Gram-negative aerobic bacilli

pPportunistic pnewmonia
ceurring in
unocompromised
03t

Standard bacteria® Preumocystis jirovecii,
Crytomegalovirus, herpes simplex virus, Nocardia,
opportunistic fungi (e g Candida, Phycontycetes
mucor, Aspergillus)

Legionella, Listeria, Histoplasma,
Cocridioides

E‘nﬂ:mnu.ia acquired by
nvironmental exposure

Histoplasma capsulatum, Coccidioides immitis,
Chlamydophila psittaci, Mycobacterium
ruberculosis

Buricholderia mallei, Burkholderia
preudomallei Coxiella burnetii,
Yersinia pesiis, Pasteurella
muitocida, Paracoccidioides

Aspiration pnenmonia

Prevotella melaninogenicus, Fusobacierium
nucleatum, Peptostreptococcus, Peplococcus, and
other anaerobes, Staphylococcus, Gram-negative
faerobic bacilli

* Standard bacteria:batteri che comunemente causano CAP. T
Respiratory viruses include influenza. parainfluenza, and
respiratory syncytial virus.

Modificata da: M. Chamberlain, 2010




Alse o

secondo 1empo di esordio,
trasmissione

nodallta dl acquisizione ¢

Esordio

Tipologia di
polmonite

Trasmissione

Agenti causali

Acuta

Community
acquired

Persona-a-persona

Streptococcus pnewmoniae,
Myvcoplasma pneumoniae, Haemophilus
influenzae, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Neisseria
meningitidis, Moraxella catarrhalis,
mfluenza virus, Streptococcus pyogenes

Animali o
esposizione
ambientale

Legionella, Francisella fularensis,
Coxiella burmetii, Chlamydophila
psittaci, Yersinia pestis (peste), Bacillus
anthracis (antrace), Burkholderia
pseudomallei (melioidost). Pasteurella
multocida (pasteurellosi)

Persona a persona in
mfanti e bambim
piccoli

Chiamydia trachomatis (polmonite
apiratica). respiratory syncytial virus e
altri virus respiratort, Strepfococcus
agalactiae (Group B). 5 aureus.
Cytomegalovirus, S pnewmoniae, H
mfluenza

Acuta

Nosocomial
pneumonia

Persona a persona

Enterobacteriaceae, Pseudomonas
aeruginosa, Acinetobacters, 5 aureus

Subacuta
: iale

Community
acquired

Persona a persona

Mycoplasma pneumoniae, influenza
virus

Subacuta

Nosoconual or
community
acquired

Aspirazione

Mista: anaerobi e aerobi gram-negative,
enterobatteri, usnalmente
polimicrobiche

Subacuta o

Nosocomuial or
COMMUIty
acquired

Persona a persona o
aspiratione in
LMMUNOCOMPromessi

Preumocystis jirovect,
cytomegalovirus, atypical
mycobacterium (e.g. . Mycobacteritom
kansasii), Nocardia, Aspergillus,
Phycomycetes mucor, Candida albicans

Commumnity
acquired

Persona a persona

Mycobacterinm tuberculosis,1a pm
frequente. Polmomiti
MICOTICHE B lastomyces dermatitides,
Hisroplasma capsularum, Coccidioides immitis,
Coccidieides posadasii, Cryprococgggdifio

nta da: M. Chamberlain, 2014

neaformans




Anamnesi
Alcolismo
BPCO
Esposizione ani

Ratti, topi

Cavalli

Gatti

Bestiame, ovin
Terapia steroide
Immunodepressi
Viaggi

Tailandia. SE Asia

Asia, Africa, centro e Sud
America

Sistemi idrici contaminati




S. pneumoniae
H. influenzae
MSSA

Enterobacteriaceae ESBL
Anaerobi

P aeruginosa MDR
Enterobacteriaceae ESBL +

MRSA
VRE

Acinetobacter spp.
S. maltophilia

——————————————

- ————————————

< 2 giorni

o - —————————————

foe -

3-7 giorni

7-10 giorni

> 10 giorni




Quale I'approccio
microbiologico?

=
R\

+ Fase pre-analitica (raccolta e frasporto
campione)

+ Fase analitica-diagnostica: se e chi ¢ il
patogeno?

- Test di Sensibilita

- Resistenze e problematiche correlate
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\
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Fattori inter

Inazione
del

antigeni
iologia molecolare




Diagnosi eziologica infezioni respiratorie

INDAGINI UTILITA
MICROBIOLOGICHE INDAGINI
Emocolture 2 2 +++
Microscopia e coltura QT escreato +++

Ag urinario L. pneumophila

Ag. urinario S. pneumoniae

Sierologia M.pneumoniae, C.pneumoniae, L.pneumophila

Microscopia e coltura QT del l.pleurico, BAL, brushing

+++ fortemente consigliato, ++ consigliato, + utile, + opzionale




Materiali ad alto rischio di contaminazione con saliva

Espettorato

Espettorato indotto
Es pe[‘tgratg prgtettn Patogeni (stato di portatore sano) Flora endogena 10"* CFU

| microbi del cavo orale | microbi del cavo orale

- 5. aureus 3540 %

Aspirato endotracheale - N. meningitidis 515% | Opportunisti
- & pneumoniae 0-50% - Streptococchi o emolitici

ASplratD da trEIChEGStDmla - Haemophilus inffuenzae 5-20% - Sstafilococchi coagulasi negativi

Lavaggio bronchiale ——— - Neisseriacee
- Candida spp.

- Haemophifus spp
- Actinobaciiusspp
- Anaerobi

Materiali a basso rischio di contaminazione con saliva

Lavaggio bronco-alveolare (BAL)

Lavaggio bronco-alveolare mirato con cateterino
Spazzolatura endobronchiale protetta (PSB)
Aspirato transcricotiroideo




Escreato

Escreato indotto

Bronco
Aspirato

Lavaggio
Bronchiale

VY

Germi comuni, Legionella Micobatteri

Nocardia , miceti

+ P.jirovecii

Idem

Solo per Micobatteri, Legionella,
P.jeroveci e miceti filamentosi

Lavaggio

Broncoalveolare

Liquido pleurico

Idoneo per tutte le ricerche
batteriologiche,virologiche fungine
parassitologiche

y v

. Germi comuni,Miceti,Anaerobi

Micobatteri,Legionella,Nacardia

TAMPONE RINOFARINGEO :>VIRUS, BORDETELLA PERTUSSIS, CHLAMIDOFILA PNEUMONIAE




Raccolta dei campioni

- Tempo ottimale di prelievo:

- Emocolture: prima possibile e precedente a terapia
antibiotica (alta specificita ma positive solo nel 4-18%
dei casi, 347 se esequite nei primi 4 giorni
dall'esordio sintomi )g

- Escreato: preferibile campione della mattina

- Preferibile campione precedente alla terapia

antibiotica (ziegf}:?neﬂa pud risultare positiva anche dopo inizio

rupia)



f"'

Raccolta dei campioni \
Tipo di campione appropriato e metodo di prelieXg

L~

- Escreato profondo

- Se tosse secca, possibilmente fare fisioterapia o drenaggio posturale G

inalazione di aerosol

Quantita adeguata e numero appropriato di campioni

» Per Emocolture: almeno 2 campioni
» Per BAL max volume

» Escreato: almeno 2 ml, possibilmente ripetere il

campione per 3 giorni consecuftivi




Fare una diagnosi presuntiva mediante

Il rllevamento di potenziali patogeni




OSSERVAZIONE MICROSCOPICA del
CAMPIONE RESPIRATORIO

VALUTAZIONE DELLA CELLULARITA PER CALCOLO DEL Q
SCORE:

n. medio cellule epiteliali squamose
n. medio leucociti neutrofli

Presenza di cellule cigliate e di macrofagi alveolari (+ =2 +++)

Presenza di cellule epiteliali squamose
>1%: contaminazione con flora
, orofaringea
1 :

- - ——

< -.i ;
o -
-

macrofagi alveolari

UOC Microbiologia e Virologia AO Cosenza




Verifica di idoneita del campione
mediante calcolo del “Q score™

Cellule epiteliali squamese (CS)

n. 1-9 [10-24 [>25

0 + +++

se Q score < O

0 -1 -

+1 0 . .
+2 |+1 Campione non idoneo

+ 3 + 2

se QQ score 2> 1

Campione idoneo
microscopia e coltura




ESCREATO: Campioni non
idonei

> 10 cell squamose/campo
<25 PMN/campo

’




ESCREATO: Campioni
idonei

Circa il 30-50% dei
campioni di pz con CAP!I

Morfotipi predominanti




OSSERVAZIONE MICROSCOPICA del
CAMPIONE RESPIRATORIO

Q batteri extracellulari (+ 2 +++)

O batteri intracellulari (%)

4 batteri: descrizione morfotipi




Cocco bacilli Gram + in citocentrifugato di broncoaspirato
in paziente con CAP da S. pneumoniae
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Metodi diretti

Esame

ott




ESAME COLTURALEL [ QUANTIFICAZIONE DLLLA
CARICA MICLOUEICA

Piastre: COS-Sab-Mac Conkey- HAE2

Seminare 10 pl di escreato fluidificato per piastra secondo la tecnica delle "tre zone"

Caru.:a . I” quadrante  II° quadrante lII° quadrante Carica CFU/ml S|gn|'f:|cat|wta v
semiquantitativa campione

BAL mirato con
+ >10 103 cateterino

PSB
++ =10 BAL

>10 BASP

Campioni non
>10 protetti




* SIGNIFICAT ENZA DI







Rivelazi




sociato a

emocultura




Positivita prolungata nel
Tempo

ibilita 70-100%
ficita 100%
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* RicercaldelibNANYnediantelamplificazione con

metodiCapPioR

* Tecnologiaimicroamay;




Sfrutta




Metodi indiretti

Tests di













« PCR con




Diagnosi




Legionella Colonies Growing Chocolate Agar
M. Honwitz

BCYE con at










Test di ibridi




rinario
un metodo 1 giorno dopo

E' un esame
microbiologi










diretta







E' utile p
( E' signific di almeno
4 volte)




Produce :




capioni cinici







Pneumocystis carinii in BAL

di un soggetto immunocompromesso HIV +




cocchi bacilli | Gram + “branching”

Nocardia asteroides in escreato

di un soggetto immunocompromesso




« Diagnosi
* esS. microsco
« Rilevazion




— NEONATI BAMBINI —

PROTOCOLLO MINIMO*

Sospetta pertosse

v . . . .
Fibrosi cistica

S.agalactiae

B.Cepacia complex
Miceti filamentosi
Micobatteri non tubercolari

* Streptococco pneumoniae, Hae
aureo, Moraxella catarrhalis, Streptoco



Diagnosi ezi

ANZIANI

— ADULTI

PROTOCOLLO MINIMO
BPCO

B.cepacia complex
Miceti filamentosi
Micobatteri non
tubercolari

Immunodepressione

Miceti

filamentosi

Fibrosi
cistica

P.jirovecii

Nocardia
spp.




polmoniti

Nel viaggiatore internazior ontatto con animali

Animali
|

Batteri a seconda Coxiella burnetii
Chlamydophila psittaci

dell” epidemiologia locale Leptospira interrogans

Miceti P. Multocida
dimorfi Rhodococcus equi




Da effettua
di routine
2-3 set ad intervallc

Ricerca
ticorpi: da
iservare a
casi
particolari

Flow 1Char"r Flow Chart Flow Chart
2 3




Flow Chart 1: aspirato rino-faringeo

Tampone nasale o faringeo

Indicazione:
in tutti i casi di:
* soggetti ospedalizzati per bronchiolite
* soggetti con Fibrosi Cistica
* soggetti di eta < 2 anni
* soggetti provenienti da RSA

numero campioni: 1
*prelievo: con tampone floccato

Entro 3 gg.dall'esordio sintfomatologico e non
oltre la 5° giornata di malattia

Ricerca: Antigeni di RSV/ Adenovirus
* tecnica: EIA

NEGATIVO POSITIVO



NEGATIVO POSITIVO

— S

Referto Referto
definitivo definitivo
commentato

Inviare a Centro di Referenza

Indicazione:

*Se Ag RSV /Adenovirus NEG *se sospetta pertosse

*se soggetti di eta < 2 anni Ricerca: Bordetella pertussis

Ricerca: Metapneumo-,Echo-

Parainfluenza-virus, *terreno: Bordet Gengou
*tecnica: IF Agar

*conferma: Biologia Molecolare *incubazione: 35-37° C in
CO2 (5-10%) per 7 giorni

*tecnica: coltura

Indicazione:
*se Ag RSV /Adenovirus NEG
*se periodo epidemico (influenza)
Ricerca: Influenza-virus
*tecnica: EIA
*conferma: Biologia Molecolare




Flow Chart 3: siero

Indicazione:
*in tutti i casi di:
*CAP ricoverata e
grave
* HAP

*in eta pediatrica

* a seconda del Paese

* contatti con animali

Ab-anti- Mycoplasma
preumoniae
Ab - anti - Chlamydia pneumoniae
Ab -anti- Legionella pneumophila

Ab -anti- Chlamydia trachiomatis

Ab -anti- Coccidioides

Uccellini: Ab-anti- Chlamydia psitacci
Roditori: Ab-anti-Leptospira interrogans
Ovini/da cortile: Ab-anti- Coxiella
burnetii

Referto
definitivo

Referto
definitivo

Referto
definitivo

Referto
definitivo




Algoritmo per la gestione delle polmoniti ospedalizzate su base microbiologica

Prelievo di materiali respiratori distali
(prelevati con tecnica protetta) per esame

microscopico diretto ed esame colturale
quantitativo

Risposta
preliminar
e

Esame
microscopico

Terapia antibiotica empirica

Terapia antibiotica ragionata limi
preliminare colturale

Risposta Identificazione e ..
3"giornata

.
Risposta Lettura esame

Terapia antibiotica mirata commentata antibiogramma e MIC




Percorso Diagnostico presentato durante il
X¥¥VIII Congresso Nazionale AMCLI - Rimini, 17-20 novembre 2009




Diagnosi microbiologica di tubercolosi

Mi ;

Provato

"*Illlllll

\J

Isolamento paziente

sospetto ¢linico
L

I
Amplificazione

Terapia:
decisione
Clinica

A

Test di sensibilita

B e

Senzibile Resistente

v |

Terapia standard Cambio terapia

Percorso Diagnostice presentato durante il

XXEVIII Congresso Nazionale AMCLI - Rimini, 17-20 novembre 2009




CASI TBC E MICOBATTERIOSI PZ. CASI TBC E MICOBATTERIOSI PZ.

ITALIANI(2007-2013 STRANIERI(2007-2013
e = MTB = MAC - M.KANSASII 2 LIS = MNT
16
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2,5
0
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2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013



TEST DI SENSIBILITA’ MTC IN

SENSIBILE = RESISTENTE PZ.ITALIANI

SENSIBILE M RESISTENTE

50

40

30

200 =

100 5

o . B
RIF INH STR EMB

Confronto test di sensibilita’ di M.tubercolosis complex tra
pz. stranieri e italiani



IL LABORATORIO DI MICROBIOLOGIA PER LA DIAGNOSI DI
POLMONITE VIRALE ESEGUE LA RICERCA DEI VIRUS INFLUENZALI
SU TAMPONE NASOFARINGEO MEDIANTE IMMUNOFLUORESCENZA

DIRETTA
PER LA RICERCA MICOBATTERI NEI CAMPIONI CLINICI VIENE
ESGUITA TEST DI AMPLIFICAZIONE GENICA , ESAME COLTURALE IN
TERRENO LIQUIDO E SOLIDO ESAME MICROSCOPICO IN
FLUORESCENZA , IDENTIFICAZIONE DI MICOBATTERI NON
TUBERCOLARI CON SONDE GENICHE E TEST DI SENSIBILITAI Al
FARMICI DI PRIMA LINEA SU ISOLATI MTC.
ESEGUIRA’ LA RICERCA DI GALATTOMANNANO SU SIERO E BAL
PER LA DIAGNOSI DI ASPERGILLOSI
RICERCA DI PNEUMOCISTI JIROVECII SU BAL CON METODO IF
TEST DI AMPLIFICAZIONE GENICA PER MTC E CONTEMPORANEA
RILEVAZIONE DI RESISTENZA Al FARMACI ISONIAZIDE E
RIFAMPICINA E TEST DI SENSIBILITA’ PER MTC A CINQUE FARMACI
CON SISTEMA AUTOMATICO
IL LABORATORIO DI MICROBIOLOGIA DAL 2008 PARTECIPA AD UN
PROGRAMMA DI VEQ EUROPEA(INSTAND e.v.) PER OGNI ASPETTO
DELLA DIAGNOSTICA EROGATA






