PROCEDURE DI RACCOLTA, CONSERVAZIONE E INVIO DEI CAMPIONI. 

A. Test sierologici

A. 1. Procedure di raccolta di campioni di sangue per l’esecusìzione dei test sierologici

Generalmente i laboratori richiedono 1-5 mL di sangue non eparinato per l’esecuzione dei test sierologici. 

La procedura standard è la seguente:

· raccogliere 5 ml di sangue venoso in un contenitore sterile (il sangue può essere conservato a 4-8 C° per circa 24 ore e non deve mai essere congelato)

· centrifugare il sangue intero a 1000 giri per 10 minuti per separare il siero

· rimuovere il siero e trasferirlo in un altro contenitore

· conservare il siero a 4-8 C° per un periodo massimo di 7 giorni (il siero deve essere congelato a – 20°C se conservato per lunghi periodi)

Il personale del laboratorio deve essere consultato se ci sono dubbi inerenti alle modalità di raccolta del prelievo

Le caratteristiche di sensibilità e specificità del test EIA IgM consentono di confermare l’infezione usando solo un singolo campione di siero ottenuto subito dopo la comparsa dell’esantema. 

Un ulteriore prelievo di sangue viene richiesto se: 

· il primo campione prelevato entro 3 giorni dalla comparsa dell’esantema risulta negativo al test ELISA (può trattarsi di un falso negativo in un campione troppo precoce)

· il test ELISA dà un risultato equivoco

Il secondo campione deve essere prelevato tra i 3 e i 28 giorni dopo la comparsa dell’esantema e permette di ritestare il soggetto per la ricerca delle IgM specifiche e di verificare l’aumento delle IgG. Tuttavia il secondo prelievo non è raccomandato di routine poiché le informazioni aggiuntive sono limitate.

A.2. Conservazione e trasporto dei campioni per la ricerca anticorpale

Il sangue intero può essere conservato a temperatura di 4-8 C° se può essere trasportato entro 24 ore al laboratorio. Altrimenti deve essere centrifugato per separare il siero che deve essere trasferito in un contenitore sterile. 

Il siero può essere conservato per 48 ore a 4-8C° per un periodo massimo di 7 giorni. Per la conservazione per periodi più lunghi il siero deve essere congelato a –20C° e trasportato al laboratorio in ghiaccio. Il congelamento ripetuto può deteriorare la stabilità degli anticorpi.

B.: PCR

Campioni clinici idonei per la RT- PCR includono: 

· siero (una proporzione di sieri positivi per IgM e negativi per IgG risultano positivi alla PCR);

· leucociti di sangue periferico;

· urine 

· tampone nasale o faringeo.

Il tampone nasale/faringeo è il campione preferito per RT-PCR. Questo campione è più probabile che produca un risultato positivo se effettuato entro 72 ore dalla comparsa dell’esantema.

B..1. Procedure di raccolta di campioni per RT- PCR

I campioni per RT-PCR dovrebbero essere raccolti nel modo seguente:

· sangue: 5 mL di sangue con aggiunta di EDTA conservato e trasportato a temperatura ambiente;

· tampone nasofaringeo: trasferito immediatamente dopo la raccolta in un terreno di mantenimento e conservato ad una temperatura di 4 º C; 

· urina: 10 mL in un contenitore sterile conservato e trasportato a 4 º C.

Tutti i campioni dovrebbero essere mantenuti a 4 ºC e trasportati al laboratorio prima possibile, entro 24 ore dalla raccolta. 

Se i campioni non possono essere trasportati entro 24 ore, essi devono essere congelati, preferibilmente a -70 º C, e trasportati congelati utilizzando il giaccio secco se questo è disponibile. L'isolamento virale potrebbe non essere possibile da campioni congelati, ma è probabile che il virus sia individuabile mediante la RT-PCR.

B.2.a. Conservazione e trasporto dei campioni di secreto faringeo

Devono essere trasportati in terreno di coltura, a temperatura di 4-8 C° e devono pervenire al laboratorio entro 48 ore. 

Se non è possibile eseguire rapidamente il trasporto al laboratorio, il tampone deve essere agitato nel terreno liquido di trasporto per eluire le cellule, quindi deve essere rimosso e il fluido deve essere centrifugato a 2500 giri per 15 minuti a 4 C°. 

Il pellet e il supernatante sono conservati a –70 C° e trasportati in ghiaccio secco al laboratorio. 

B.2.b. Conservazione e trasporto dei campioni di urine

Il campione di urine può essere trasportato al laboratorio in contenitore refrigerato a 4 C° e preferibilmente deve essere centrifugato entro 24 ore. 

Il supernatante deve essere scartato e il sedimento risospeso in un millilitro di terreno di trasporto, conservato a 4 C° e trasportato entro 48 ore o congelato a –70 C° in terreno di mantenimento e trasportato in giaccio secco al laboratorio.

C. Coltura virale ed epidemiologia molecolare

Il campione di scelta per l’indagine colturale è l’aspirato o il tampone  faringeo. 

Sono campioni idonei anche le urine, e il sangue eparinato. 

Il personale del laboratorio dovrebbe essere contattato per avere istruzioni sul metodo migliore di raccolta e di trasporto del campione.

C.1. Prelievo di urine per l’isolamento virale

Sono adeguati 10-50 ml di urina prelevata entro 7 giorni dalla comparsa dell’esantema. È preferibile la raccolta dell’urina di prima mattina. Le urine devono essere raccolte in un contenitore sterile, possono essere conservate a 4-8 C° prima della centrifugazione che deve tuttavia essere eseguita entro poche ore.

C.2. Tamponi faringei per l’isolamento virale

I campioni devono essere raccolti prima possibile dopo la comparsa dell’esantema o almeno entro i 7 giorni seguenti quando la concentrazione virale è ancora alta.  È necessario utilizzare un terreno di trasporto, mantenerli refrigerati a 4-8 C° e trasportarli al laboratorio entro 48 ore.

C.2.a. Procedure per la raccolta

I campioni di secreto nasofaringeo possono essere raccolti come segue:

aspirazione: l’aspirato nasale è raccolto introducendo pochi millilitri di soluzione sterile salina nelle cavità nasali con una siringa e raccogliendo il fluido in un contenitore con terreno di trasporto per coltura virale.

lavaggio: il liquido di lavaggio faringeo viene ottenuto facendo gorgogliare un piccolo volume di soluzione sterile salina nel faringe e raccogliendo il fluido in un contenitore con terreno di trasporto.

tampone: il prelievo faringeo è ottenuto sfregando un tampone di cotone sterile sul faringe per asportare le cellule epiteliali. Il tampone è inserito in un contenitore sterile con terreno di trasporto, deve essere mantenuto a 4-8C° e trasportato in giaccio al laboratorio entro 48 ore.

Campioni di linfociti per l’isolamento virale

Il virus del morbillo è presente nei linfociti del sangue periferico nella fase precoce della malattia, specialmente entro le prime 72 ore.

Procedure per la raccolta

Raccogliere 5-10 ml di sangue venoso in un contenitore con aggiunta di eparina. La provetta deve essere agitata delicatamente alcune volte per prevenire la coagulazione. Il prelievo deve essere mantenuto a 4-8° C e trasportato immediatamente al laboratorio per la separazione dei linfociti e la coltura. Idealmente i campioni per l’isolamento virale devono essere raccolti contemporaneamente a quelli destinati alle indagini sierologiche. Poiché l’isolamento del virus è più probabile quando il campione è raccolto entro 3 giorni dalla comparsa dell’esantema, la raccolta dei campioni per l’isolamento virale non dovrebbe essere ritardata aspettando la conferma di laboratorio del caso.
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