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SMI del RU*: Obiettivo e Scopo

Utilizzatori delle SMI

Nel Regno Unito le SMI sono principalmente destinate come risorsa generale ai professionisti che
operano nel campo della medicina di laboratorio e delle malattie infettive.

Le SMI forniscono ai clinici informazioni in merito allo standard dei servizi di laboratorio riferibili alle
ricerche per la diagnosi delle infezioni nei loro pazienti e le documentazioni forniscono indicazioni
che facilitano la prenotazione elettronica di tests appropriati da parte dei reparti ospedalieri.

Le SMI forniscono gli standard per le ricerche microbiologiche anche ai responsabili della sanita
pubblica che devono considerarle come parte delle procedure da adottare per la salute (sia clinica
che pubblica) per la propria popolazione

Informazioni di Base per le SMI

Le SMI comprendono algoritmi e procedure raccomandate che riguardano tutte le componenti del
processo diagnostico dalla fase pre-analitica (sindrome clinica) alle diverse fasi analitiche (prove di
laboratorio) e post-analitiche (interpretazione e comunicazione dei risultati).Gli algoritmi delle
sindromi sono corredati da informazioni piu dettagliate contenenti consigli sulle indagini per
specifiche malattie e infezioni. Note orientative riguardano il contesto clinico, la diagnosi differenziale
e indagini appropriate per particolari condizioni cliniche. Le note orientative descrivono metodologie
di laboratorio essenziali che sono alla base della qualita, ad esempio la validazione della prova, la
garanzia della qualita, la definizione dell'incertezza della determinazione.

La Standardizzazione del processo diagnostico conseguente all'adozione delle SMI consente di
garantire in tutto il Regno Unito strategie d'indagine equivalenti nei diversi laboratori ed &€ una
condizione essenziale per interventi nel campo della sanita pubblica, della sorveglianza, e per le
attivita di ricerca e di sviluppo.

Collaborazione Paritaria

La preparazione e stesura delle SMI & effettuata mediante collaborazione paritaria fra PHE, NHS,
Royal College of Pathologists e le organizzazioni professionali. L'elenco delle organizzazioni
partecipanti pud essere trovato su sito http://www.hpa.org.uk/SMI/Partnershipshttp. L'inclusione del
logo di una organizzazione in una SMI implica il sostegno degli obiettivi e del processo di
preparazione del documento. | rappresentanti delle organizzazioni professionali fanno parte del
comitato direttivo e dei Gruppi di Lavoro che sviluppano le SMI._Le opinioni dei rappresentanti
possono non essere rigorosamente conformi a quelle dei membri delle organizzazioni a cui
appartengono né a quelle delle loro organizzazioni. | rappresentanti prescelti rappresentano uno
strumento bidirezionale per la consultazione e dialogo. Le opinioni espresse sono ricercate con un
processo di consultazione.

Le SMI sono sviluppate, revisionate ed aggiornate con un ampio processo di consultazione

Assicurazione di Qualita

Il NICE (National Institute for Health and Care Excellence) ha accreditato la procedura utilizzata dai
Gruppi di Lavoro per produrre le SMI L’accreditamento & applicabile a tutte le linee guida prodotte
dall’Ottobre del 2009. La procedura per lo sviluppo delle SMI & certificata dalla ISO 9001:2008.Le
SMI rappresentano una procedura standard di buona qualita pratica alla quale si devono attenere
per la propria attivita tutti i laboratori di microbiologia clinica e di sanita pubblica del Regno Unito. Le
SMI sono accreditate dal NICE e non rappresentano gli standard minimi di attivita, e neppure il piu

# Microbiologia € usato come termine generico per includere le due specialita di Microbiologia Medica riconosciute dal GMC (General
Medical Council), (che comprende Batteriologia, Micologia e Parassitologia) e la Virologia Medica.
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alto livello di complesse indagini di laboratorio disponibili nel Regno Unito. Utilizzando le SMI, i
laboratori dovranno tenere conto delle esigenze locali e intraprendere ricerche addizionali qualora
opportune. Le SMI aiutano i laboratori a soddisfare i requisiti dell’accreditamento con la promozione
di procedure d’elevata qualita che possono essere verificate. Le SMI forniscono inoltre un punto di
riferimento per lo sviluppo del metodo. Le prestazioni della SMI dipendono dal personale ben
addestrato e dalla qualita dei reagenti e delle attrezzature utilizzate. | laboratori dovrebbero
assicurare che tutti i reagenti di tipo commerciale e quelli messi a punto in laboratorio siano stati
validati e risultati idonei allo scopo. | laboratori devono partecipare a programmi di valutazione di
qualita esterni ed eseguire le relative procedure del controllo di qualita interno.

Coinvolgimento del Paziente e della Comunita

Nello sviluppo delle SMI i rispettivi Gruppi di Lavoro sono impegnati per favorire il coinvolgimento
dei pazienti e dell’opinione pubblica. Grazie al coinvolgendo pubblico, di operatori sanitari,
ricercatori e organizzazioni di volontariato la SMI risultante sara strutturalmente valida e atta a
soddisfare le esigenze dell'utente. L’'opportunita di partecipazione per contribuire alla
consultazione & estesa al pubblico con 'accesso libero al nostro sito web

Informazione della Gestione e dei Dati Sensibili

La PHE é un’organizzazione che condivide le direttive Caldicott. Cio significa prendere ogni
possibile precauzione per prevenire la diffusione non autorizzata di informazioni sui pazienti e di
garantire che le informazioni relative agli stessi siano mantenute in condizioni di sicurezza. Lo
.sviluppo di metodi SMI & assoggetto agli obiettivi PHE di Uguaglianza
http://www.hpa.org.uk/webc/HPAwebFile/HPAweb C/1317133470313.

| Gruppi di Lavoro SMI sono impegnati a raggiungere gli obiettivi di parita di consultazione efficace
con gli appartenenti al pubblico, i partner, le parti interessate ed i gruppi specialistici coinvolti.

Dichiarazione Legale

Mentre ogni cura € stata intrapresa per la preparazione delle SMI, PHE e ogni altra
organizzazione di sostegno, deve, per quanto possibile in base a qualunque legge vigente,
escludere la responsabilita per tutte le perdite, costi, reclami, danni o spese derivanti da o
connessi all'uso di una SMI o con qualsiasi informazione ivi contenuta. Se si apportano modifiche
a una SMI, si deve porre in evidenza dove e da chi sono state effettuate tali modifiche.

Le conoscenze di base e la tassonomia microbica per la SMI sono le piu complete possibili, al
momento della pubblicazione. Eventuali omissioni e nuove informazioni saranno considerate nel
corso della prossima revisione. Queste procedure standard (SMI) possono essere sostituite solo
da revisioni dello standard, azione legislativa, o in seguito ad indicazioni da parte dell’ente
accreditato NICE.

| diritti d’autore delle SMI sono della “Crown” e questi dovrebbero essere riconosciuti quando
appropriato.

Citazione Suggerita per guesto Documento

Public Health England. (2014). Investigation of Specimens for Screening for MRSA. UK Standards
for Microbiology Investigations. B 29 Emissione 6. http://www.hpa.org.uk/SMI/pdf

Batteriologia | B 29 | Emissione no: 6 | Data emissione: 03.04.14 | Pagina: 7 di 25
UK Standards for Microbiology Investigations | Emesso da Standards Unit, Public Health England



Ricerca di MRSA con Screening su Campioni

Scopo del Documento

Tipo di campioni

Screening per MRSA su campioni.

Scopo

Questo standard del RU per la Ricerca Microbiologica ( SMI) descrive la procedura di screening
per i campioni di origine umana per la ricerca di Staphylococcus aureus resistente alla meticillina
(MRSA) .

Questa SMI dovrebbe essere usata in combinazione con altre SMI . Di particolare rilevanza sono
la SMI sul web www.hpa.org.uk/SMI/pdf/Bacteriology.

Linee guida per il controllo di MRSA nelle strutture sanitarie sono state prodotte da un gruppo di
lavoro a cui hanno partecipato la Healthcare Infection Society (HIS), la British Society for
Antimicrobial Chemotherapy (BSAC) e Infection Control Nurses Association (ICNA)3 Queste linee
guida raccomandano un approccio alla valutazione del rischio e consigliano i Comitati di Controllo
dell'Infezione ad adattarle localmente in caso di progettazione di politiche di controllo delle
infezioni. Altre raccomandazioni sono state pubblicate dallo Scottish Infection Standards and
Strategy Group (SISSG)*, e dal Department of Health (DH)5.

Nota : In questo documento " meticillin " & stato utilizzato al posto di " methicillina ", in conformita
alle attuali linee guida della International Pharmacopoeia guidelines

Introduzione

La meticillina & stata la prima molecola penicillasi resistente ed & stata ampiamente utilizzata per
saggiare la sensibilita di S. aureus ai composti B-lactamici resistenti alla penicillasi. Pertanto,
nonostante la meticillina non sia piu disponibile e sia stata sostituita da oxacillina e cefoxitina per le
prove di sensibilita, i ceppi resistenti sono comunemente noti come MRSA. Gli MRSA possono
anche essere refertati come S.aureus oxacillina resistente (ORSA).

I ceppi di MRSA sono un problema costante e crescente in ambito sanitario, con focolai epidemici
che si verificano nella comunita. Lo screening per MRSA fornisce un mezzo per identificare i
pazienti e il personale sanitario che pud essere a rischio d’infezione e/o coinvolto nella
trasmissione del microrganismo .

Al fine di conseguire un 'utilizzo piu efficace delle limitate risorse ospedaliere e ridurre al minimo la
morbilitd sostenuta da questi organismi, & consuetudine disporre di una politica prestabilita di
screening per gestire misure di controllo per proteggere i pazienti dalla colonizzazione e
dall'infezione da MRSA. In particolare, a quale paziente e componente del personale si eseguira lo
screening dipendera dalla situazione endemica e dalla casistica dell'unita. Se MRSA &
consistentemente endemico, esercitando una pressione continua sulle unita di assistenza,e
consigliabile un procedura di valutazione del rischio. Un approccio € quello di concentrarsi sui
pazienti a maggior rischio . Lo screening pud anche essere appropriato in aree a basso rischio per
il paziente, in modo particolare quando vi & ampia interazione e trasferimento di pazienti con
MRSA tra reparti per acuti o unita di terapia intensiva. Le raccomandazioni sono state pubblicate
dal gruppo di lavoro del Working Party of the Healthcare Infection Society, dalla British Society for
Antimicrobial Chemotherapy, dalla Infection Control Nurses Association, dal Scottish Infection
Standards and Strategy Group, e dal Department of Health®®. | Comitati di Controllo delle infezioni
possono adattare queste linee guida alla loro situazione locale.
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Emergenza e Prevalenza di Ceppi Meticillino Resistenti di S. aureus

Gli MRSA sono stati descritti per la prima volta negli anni 608. Durante la fine del 1970 e all'inizio
del 1980, i ceppi di S. aureus resistenti a piu antibiotici, tra cui meticillina e gentamicina sono stati
sempre piu responsabili di focolai d’infezioni ospedaliere in tutto il mondo, e alcuni tipi di cloni
hanno mostrato ampia diffusione internazionale?:8.°.

In Inghilterra e Galles la diffusione di MRSA é stata ben controllata fino agli anni 90’. Tra il 1989 e il
1991 solo 1,6 % di S. aureus isolati da batteriemia erano meticillina resistanti'0. Tuttavia , la
percentuale di resistenza alla meticillina € aumentata costantemente nel corso degli anni 90, con
isolati resistenti a eritromicina , clindamicina , ciprofloxacina , gentamicina , trimetoprim e
rifampicina'!. Gli MRSA isolati hanno raggiunto oltre il 40 % in alcune regioni nel 2001,
provocando l'introduzione della sorveglianza obbligatoria per la batteriemia'2. Nel 2005 gli obiettivi
avevano il compito di ridurre il numero di casi di MRSA e da quel momento sono diminuiti?3.14

Le infezioni nosocomiali da MRSA sono ora la principale minaccia per i pazienti ricoverati in molti
ospedali nel Regno Unito. La causa del drammatico aumento delle infezioni da MRSA nel RU &
probabilmente multifattoriale. | ceppi prevalenti hanno una particolare capacita di diffusione. Cio
pud anche essere legato al cambiamento della gestione ospedaliera con maggior mobilita inter-
reparto e minore disponibilita di personale in alcuni reparti’®. Inoltre, vi & ora nella comunita e in
alcune case di cura in tutto il paese un significativo serbatoio di pazienti con MRSA. La maggior
parte degli studi indicano che le infezioni da MRSA tendono a verificarsi sovrapponendosi alla
percentuale dei casi di base che potrebbe essere prevista, sostenuta da Staphylococcus aureus
meticillina sensibile (MSSA), ponendo in evidenza che il numero complessivo di casi &
aumentato6.

Ad oggi sono state segnalate 5 linee clonali pandemiche di MRSA prevalenti a livello ospedaliero
(Hospital-Acquired — HA-MRSA), oltre a differenti linee presenti in comunita (Community-Acquired
— CA-MRSA) o a livello veterinario (Livestock-associated — LA-MRSA). L’appartenenza a una
determinata linea clonale si riferisce alla nomenclatura concordata a livello internazionale ed &
basata sia sulla tipizzazione del microrganismo con metodica MLST (Multi Locus Sequence
Typing), che sulla tipizzazione delle cassette cromosomiche mec (SCCmec) (consultare
http://www.hpa.org.uk/web/HPAweb&HPAwebStandard/HPAweb C/1284475013224).

La maggior parte delle infezioni da MRSA sono associate all'assistenza sanitaria , ma un numero
crescente di infezioni sono acquisite in comunita, in pazienti che non presentano definiti fattori di
rischio per l'acquisizione di questo tipo d’infezione. Mentre le infezioni da MRSA acquisite in
comunita (CA - MRSA) e dal bestiame (LA- MRSA) sono generalmente lievi, alcune di loro
possono essere gravi. La presenza della leucocidina di Panton-Valentine (PVL) &€ comune tra i CA-
MRSA e un'infezione piu grave da CA-MRSA ¢ principalmente legata alla produzione di PVL. Gli
isolati CA - MRSA sono spesso resistenti solo agli antibiotici B-lattamici'”®.

Rischi d’Infezione

Le ricerche hanno dimostrato che la maggioranza dei pazienti da cui sono isolati ceppi MRSA sono
colonizzati anziché infettati dal organismo'®. | fattori che favoriscono la colonizzazione superficiale
includono procedure che coinvolgono la " trasmissione tramite le mani", soprattutto in chirurgia per
acuti, dialisi renale e nelle unita di terapia intensiva®. Il rischio di colonizzazione, con conseguente
infezione, & aumentato in presenza di infrazioni cutanee, quali ferite chirurgiche e dispositivi che
penetrano nella cute, ad esempio protesi e cateteri, che forniscono una porta d’ingresso ai
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bacteri?® . MRSA e MSSA sono simili per virulenza e questa & spesso correlata a elementi genetici
mobili, la cui presenza o assenza determina I'esito clinico?".

L’eradicazione di S. aureus nel portatore nasale puo essere utile in alcune condizioni cliniche
quale la foruncolosi ricorrente. Il trattamento sistemico, oltre a quello topico, & appropriato nei
pazienti colonizzati in sede nasale che manifestano infezione in altre parti corporee. Agenti
antibatterici topici come mupirocina e clorexidina/neomicina sono preferiti ai farmaci sistemici
quando un paziente & identificato come portatore.

Meccanismi di Resistenza

La resistenza intrinseca ai B-lattamici nei ceppi clinici di S. aureus € spesso eterogeneazz. Un
elevato livello di resistenza € espresso da una minoranza di cellule sui terreni comuni a 37° C, ma
€ piu uniforme nei terreni ipertonici o a 30° C%32% gebbene la maggior parte degli MRSA produca
una B-lattamasi , questa non & responsabile della loro resistenza alla meticillina. L'MRSA classico
contiene il gene mecA e questo ¢ il fattore determinante per la resistenza alla meticillina. MecA é
un segmento di 2.130 paia di basi di DNA codificante una proteina legante la penicillina (PBP2 ' o
PBP2a), caratterizzata da una bassa affinita per la maggior parte dei -lattamici, e che si ritiene
possa vicariare le funzioni di tutte le altre PBP quando sono saturate dalla meticillina o da altri
antibiotici -lattamici. Gli MSSA non producono questa proteina e il loro DNA non si ibridizza la
sonda specifica per il gene mecA. |l determinante genetico della PBP2a ¢ trascritto in tutte le
cellule di MRSA e in tutte le classi fenotipiche di MRSA, ma anche altri fattori influenzano
I'espressione della meticillino-resistenza.

Il gene mecA fa parte di un elemento genetico mobile, il SCCmec , che € incorporato nel
cromosomaZ>. Ad 0ggi, sono stati descritti undici tipi distinti di SCCmec , classificati da | a Xl
La maggior parte dei tipi di MRSA nosocomiali produce tipi |, Il o lll, mentre la maggior parte dei
tipi comunitari CA-MRSA sono di tipo IV o V, sebbene EMRSA-15 codifichi il tipo V22,

26-28

Piu recentemente ¢ stato descritto un gene simile a mecA, con il quale ha solo il 69% di omologia.
Designato dapprima come mecALGA251, il gene & ora conosciuto come mecC. Esso € localizzato in
un elemento mobile recentemente classificato come SCCmecXI che & stato identificato in MRSA
isolati dall’'uomo e dagli animali.

La presenza del gene mecA, oppure la valutazione delle MIC di oxacillina, meticillina o cefoxitina,
secondo le raccomandazioni della BSAC o del NCCLS, sono indagini accettabili per definire la
resistenza alla meticillina.

Resistenza Borderline

Sl possono isolare alcuni ceppi di Staphylococcus aureus che sono mecA negativi ma
caratterizzati da una resistenza borderline. Alcuni di questi ceppi sono stati riscontrati essere
mecC positivi (vedi sopra). Ciod pud essere dovuto a iperproduzione di B-lattamasi (particolarmente
evidente quando si saggia la sensibilita all'oxacillina) o ad alterazione delle PBP*°. Nei modelli
animali si evidenzia che I’ iperproduzione di B-lattamasi non & clinicamente significativa, ma sono
necessari ulteriori risultati sulla virulenza e l'efficacia della terapia nei pazienti infettati con ceppi
resistenti borderline per determinare se le misure di controllo sono sicure®'32

Resistenza multipla di farmaci

| ceppi epidemici piu diffusi di MRSA nel Regno Unito rimangono sensibili ad alcuni antibiotici
compresi glicopeptidi vancomicina e teicoplanina (consultare Appendice 1). Tuttavia, sono stati
descritti ceppi di MRSA che mostrano ridotta sensibilita alla vancomicina®. Questa eventualita
deve essere considerata in ogni paziente con MRSA in cui si manifesta un apparente fallimento del
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trattamento con un antibiotico con glicopeptidi. Alcuni ceppi ora dimostrano resistenza a ben 20
composti antimicrobici, compresi antisettici e disinfettanti, e questa tendenza all'acquisizione di
resistenze supplementari sembra essere in aumento?. Nonostante ciod, diversi agenti sono
appropriati per il trattamento delle infezioni da MRSA e nuovi farmaci sono in fase di studio e di
prossima disponibilita®.

Metodi di Screening per MRSA

In teoria, un metodo di screening dovrebbe consentire la crescita di tutti gli MRSA , inibire o
differenziare altri microrganismi, e consentire prove di identificazione dirette da eseguire sulle
colonie. Purtroppo alcuni di questi requisiti sono contrastanti, ed € necessario un compromesso.

I metodi convenzionali utilizzati per lo screening dovrebbero rilevare i ceppi di MRSA inibendo i
contaminanti e selezionando ceppi di S. aureus resistenti alla meticillina. La semina diretta su
terreno selettivo ha il vantaggio che i risultati possono essere disponibili entro 24 ore, ma la
maggior parte delle ricerche indicano che la semina diretta € meno sensibile dell’arricchimento in
brodo, seguita dalla semina su terreno solido®. Se cio si verifica anche con i terreni cromogeni
prodotti recentemente resta ancora da stabilire. Per ridurre la contaminazione dei terreni possono
essere aggiunti cloruro di sodio, antibiotici e altri agenti selettivi. Anche se questi potrebbero inibire
i ceppi di S. aureus, per selezionare quelli resistenti alla meticillina, si aggiungono oxacillina o
cefoxitina®®3’,

Il brodo di arricchimento contenente 7 % di NaCl pud inibire la crescita di alcuni MRSA se presenti
in numero ridotto>®. Per questo motivo questo documento raccomanda la concentrazione di 2,5%
NaCl, che ha dimostrato una buona resa quando si effettuano sottocolture in agar cromogenoSg.

Sono state diffusamente utilizzati il Mannitol Salt Agar (MSA) e sue variazioni, ma manifestano lo
stesso svantaggio dei test diretti d’identificazione, con prove di agglutinazione dello S. aureus
cresciuto su MSA che risultano inaffidabili, o la crescita degli MRSA si realizza lentamente. |l
terreno di Baird - Parker (BPC) & stato utilizzato dove la maggior parte degli MRSA noti per essere
ciprofloxacina resistenti e, sebbene fossero sensibili alla ciprofloxacina gli MRSA non sono stati
persi eseguendo lo screening con questo terreno; é stato segnalato che la percentuale di
isolamento con BPC ¢ risultata superiore rispetto a quella con MSA. Il gruppo di lavoro HIS /
BSAC / ICNA e altre segnalazioni dimostrano in modo evidente che i terreni cromogeni sono
efficaci anche se alcuni di loro richiedono un periodo di incubazione piu prolungato rispetto ad altri
e non puo essere utilizzata la conferma dei ceppi cresciuti su questi terreni con la prova di
agglutinazione al lattice 354041

Una significativa limitazione di tutti i metodi di coltura basati sullo screening & condizionata dalle
richieste di crescita delle colonie. Il valore dello screening sarebbe maggiore se i risultati fossero
disponibili piu rapidamente, e non vi & una chiara richiesta per sviluppare strategie di screening
rapide. Le tecniche molecolari per l'individuazione del mecA per la determinazione della resistenza
sono in corso di definizione, ma i metodi sono ancora costosi rispetto alla coltura. Tuttavia, i
benefici clinici per una definizione piu rapida possono superare il loro costo*?*. | metodi
molecolari per l'individuazione di S. aureus e del gene mecA sono disponibili35. E’stata descritta,
ed & commercialmente disponibile, I'identificazione diretta degli MRSA su tamponi di screening con
metodi molecolari che consentono la loro identificazione e la presenza di mecA. Le valutazioni
evidenziano buone prestazioni e risultati sono disponibili in 2 — 3 ore anche utilizzando metodi in
house*2. Devono essere monitorate le variazioni delle regioni conservate degli elementi SCCmec
in quanto alcune confezioni commerciali non riescono a rilevare gli MRSA quando sono presenti
polimorfismi in questa sede®.

Possono essere considerati altri metodi che forniscono risultati piu rapidi, come quello di
agglutinazione con lattice basato agglutinazione che rileva la proteina PBP2a
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commercialmente disponibile®*. Quando si utilizzano questi metodi si devono considerare le
percentuali di prevalenza locale degli MRS,

Metodi Raccomandati

Screening di routine con semina diretta :
Agar cromogeno selettivo per MRSA.
Screening con metodi molecolari :

Se sono richiesti risultati molto rapidi puo essere considerato 'uso di un metodo commerciale
applicato direttamente ai tamponi di screening.

Screening per arricchimento :

In particolari circostanze (ad esempio, controllo di pazienti per I'eliminazione degli MRSA ) pud
essere utilizzato lo screening con metodo di arricchimento. Possono essere associati piu tamponi
dello stesso paziente nella stesso brodo nutriente con 2,5 % di NaCl Questo & un metodo
conveniente quando lo scopo & quello di determinare la presenza, piuttosto che la sede degli
MRSA

Possono essere usati sia la semina diretta che i metodi di arricchimento. L’arricchimento ritarda la
segnalazione dei risultati di 24 ore, ma i risultati negativi con una tecnica piu sensibile
(arricchimento ) possono essere richieste prima che siano interrotti i controlli per MRSA in un
paziente47. Il vantaggio dell’arricchimento rispetto alla semina diretta deve ancora essere
confermato con i terreni cromogeni .

Test di sensibilita agli antibiotici

Il presunto rilevamento di un ceppo MRSA dovrebbe essere seguito dall’identificazione completa
come S. aureus, conferma della resistenza alla meticillina e test di suscettibilita per altri agenti
antimicrobici. Le prove convenzionali di sensibilita alla oxacillina con disco diffusione sono
notevolmente influenzate da condizioni di prova e I'uso del saggio con cefoxitina nei test di disco
diffusione hanno dimostrato di essere meno suscettibili alle condizioni di prova e di essere piu
affidabili del saggio con oxacillina*®*°. Sono ampiamente utilizzati sia la diffusione del disco che
metodi breakpoint.

Informazioni Tecniche / Limitazioni

-~
Staphylococcus sciuri pud dare risultati positivi con il DNA e test al lattice per Stafilococco aureus
e puo possedere il gene mecA e quindi crescere su terreno MRSA cromogenico con un pigmento
verde blu. Su agar sangue forma una grande colonia gialla simile a S. aureus . Si distingue
facilmente dagli altri Staphylococcci perché & Ossidasi positivo.

Altri specie non-S aureus come S. intermedius potrebbero essere erroneamente identificate come
MRSA/MSSA .

| terreni cromogeni sono sensibili alla luce e le piastre devono essere conservate al buio e non
stazionare alla luce prima o dopo la semina . | tempi di incubazione per i terreni cromogeni
dovrebbero essere quelli raccomandati dai produttori .

La natura dei terreni selettivi richiede un equilibrio tra sensibilita e specificita tenendo conto
dell'implicazione dei costi. | terreni selettivi potrebbero non consentire la crescita di tutti i ceppi
circolanti. Fare riferimento alle istruzioni del produttore e recenti acquisizioni per le limitazioni di
crescita.
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Limiti delle SMI del RU

Le raccomandazioni formulate nel Regno Unito sulle SMI sono basate su prove (ad esempio
sensibilita e specificita), se disponibili, sulle opinioni degli esperti e sul pragmatismo, tenendo in
considerazione anche delle risorse disponibili. | laboratori dovranno tenere in considerazione le
esigenze locali, e, nel caso, intraprendere ricerche addizionali. Prima dell'uso, i laboratori
dovrebbero assicurare che tutte le prove di tipo commerciale e i test in-house siano stati validati e
che siano idonei allo scopo.

Terreni Selettivi per Procedure di screening

| terreni selettivi che non consentono la crescita di tutti i ceppi circolanti di microrganismi possono
essere raccomandati sulla base delle evidenze disponibili. Deve quindi essere ricercato un
equilibrio tra evidenze disponibili e richiesta di risorse necessarie nel caso si usi piu di una piastra
di terreno.

Contenitori per Campionil.2

Le SMI usano Il termine " contenitore a chiusura ermetica con marchiatura CE ” per descrivere
quelli contrassegnati con la marchiatura CE per la raccolta e il trasporto dei campioni clinici. |
requisiti per i contenitori dei campioni sono riportati nella Direttiva UE per i Dispositivi Sanitari
Diagnostici in vitro (98/79/CE allegato 1 B 2.1) in cui si stabilisce:" La progettazione deve
consentire un'agevole manipolazione e, se necessario, ridurre per quanto possibile la
contaminazione dei, e perdite dal dispositivo durante I'uso e, nel caso di recipienti per campioni, il
rischio di contaminazione deqgli stessi. Le procedure di fabbricazione devono essere adatte a
questi scopi".
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1 Considerazioni sulla Sicurezza®250-64

1.1 Prelievo, Trasporto e Conservazione del Campionel2,50-63
Usare tecnica asettica

Raccogliere i campioni in appropriati contenitori con marchiatura CE a tenuta ermetica e
trasportarli in sacchetti di plastica siqgillati.

Raccogliere i tamponi in appropriati terreni di trasporto e inserirli in sacchetti di plastica siqillati
E’ essenziale la conformita alle normative postali e dei trasporti.

1.2 Procedura sul Campione"***®%

Livello di Contenimento 2.

Le procedure di laboratorio che si ritiene possano generare aerosol infettivi devono essere
eseguite in cabina microbiologica di sicurezza®®

Le linee guida precedentemente esplicitate devono essere supplementate con la COSHH locale e
con la valutazione del rischio.

2 Prelievo del Campione

2.1 Tipo di Campioni
Campioni per screening di MRSA

2.2 Tempo Ottimale e Metodo di Prelievo®
Per considerazioni sulla sicurezza fare riferimento alla Sezione1.1

Se non altrimenti definito, | tamponi per colture di batteri e funghi devono essere inseriti in
appropriati terrei di trasporto®°.

Screening di tamponi, cateteri urinari, etc come apppropriato.

| tamponi per esame colturale di batteri e funghi devono essere inseriti in appropriati terreni di
trasporto.®”""72,

Raccogliere i campioni diversi dai tamponi in appropriati contenitori impermeabili e inserirli in
sacchetti di plastic sigillati

Per campioni da saggiare con metodi molecolari seguire la raccomandazioni del metodo.

2.3 Adequata Quantita e Appropriato Numero di Campioni®
N/D

3 Trasporto e Conservazione del Campione

3.1 Trasporto Ottimale e Condizioni di Conservazione®?
Per considerazioni sulla sicurezza fare riferimento alla Sezione1.1

Prelevare i campioni prima della terapia antimicrobica, quando possible65.

Batteriologia | B 29 | Emissione no: 6 | Data emissione: 03.04.14 | Pagina: 14 di 25
UK Standards for Microbiology Investigations | Emesso da Standards Unit, Public Health England



Ricerca di MRSA con Screening su Campioni

| campioni devono essere trasportati e processati il piu prestopossibileGs.

Sela procécsedura e ritardata, la refrigerazione & preferibile alla conservazione a temperatura
ambiente™.

| tamponi devono essere inseriti direttamente nel brodo in corsia. | tamponi nel brodo di
arricchimento non devono essere refrigerati. Se coinvolto, il personale di reparto deve essere
adeguatamente addestrato.

4 Processo/Procedura sui Campionit?

4.1 Selezione Prova
N/D

4.2 Aspetto
N/D

4.3 Preparazione Campione

Per considerazioni sulla sicurezza fare riferimento alla Sezione 1.2

4.4 Microscopia
N/D

45 Colturaericerca

Coltura diretta

Seminare ciascuna piastra di agar con il tampone o altro campione (Q 5 — Inoculation of Culture
Media for Bacteriology).

Coltura di arricchimento

Togliere asetticamente il tappo dal contenitore e inserire il tamone(i) nel brodo, rompere (0
tagliare) il bastoncino(i) del tampone e riposizionare il tappo.
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4.5.1 Terreni di coltura, condizioni e microrganismi per tutti i campioni:

Per tutti i campioni*:

o Campioni Terreni Incubazione Lettura Microrganismo(i)
Aspetti clinici/ standard colture |ricercato
L Temp* |Atmosfera |[Tempo

condizioni Ce

Coltura diretta | MRSA Tel”tet.”o 37 Aerobica 18-48 | giornaliera | MRSA
screening cS:rGO%é\éoeno ore**
campioni per MRSA

E/O

Coltura di Brodo nutriente-con 7% 30 Aerobica 18-24 N/D

arricchimento NaCl ore
*** poi sottocoltura in
Terreno selettivo 37 Aerobica | 18-48 | giornaliera | MRSA
cromogeno per MRSA ore**
Terreno MRSA

* Per esami urgenti considerare un metodo molecolare
**Per terreni cromogeni fare riferimento alle istruzioni del produttore per i tempi di incubazione raccomandati

**Nel contenitore deve essere presente un volume di brodo sufficiente a ricoprire i tamponi. La concentrazione di NaCl puo
essere ridotta se i ceppi localmente presenti sono noti per essere inibiti da 2,5% di NaCl

4.6 Identificazione

4.6.1 Livello minimo di identificazione in laboratorio

S. aureus livello di specie, meticillino resistente.

I microrganismi possono essere ulteriormente identificati su indicazione clinica o epidemiologica

4.7 Provadi Sensibilita agli Antimicrobici

Fare riferimento alle linee guida della British Society for Antimicrobial Chemotherapy (BSAC) e /o
linee guida EUCAST.

4.8 Invio per Ricerche su Focolaio Epidemico
N/D

4.9 Invio ai Laboratori di Riferimento

Per informazioni sulle prove disponibili, tempi di risposta, procedure per il trasporto e altre richieste
del laboratorio di riferimento, click here for user manuals and request forms.

Microrganismi con resistenze insolite o inattese, o qualora sussista un problema clinico o di
laboratorio, o anomalie che richiedano approfondimenti devono essere inviati agli appropriati
laboratori di riferimento.

Per informazioni su accertamenti disponibili, tempi di risposta, procedure di trasporto ed altre
informazioni riguardanti igli accertamenti disponibili, il tempo di risposta, procedure di trasporto ed
altre richieste per l'invio del campione al laboratorio di riferimento rivolgersi a:
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Inghilterra e Galles
http://www.hpa.org.uk/webw/HPAweb&Page&HPAwebAutoListName/Page/11583134343707?p=11
58313434370

Scozia

http://www.hps.scot.nhs.uk/reflab/index.aspx
Irlanda del Nord

http://www.publichealth.hscni.net/directorate-public-health/health-protection

5 Procedura di Refertazione

5.1 Microscopia
N/D

5.2 Coltura

Negativa

“Non isolato MRSA”

Positiva

“isolato MRSA”

5.2.1Tempo di refertazione della cultura

Risultati colturali urgenti possono essere trasmessi per via telefonica o informatica quando
disponibili.

Referto scritto, 16 — 72 ore segnalando, se appropriato, I'invio di un referto successivo

5.3 Sensibilita agli antimicrobici

Refertare le sensibilita come clinicamente suggerito. Uso prudente degli antibiotici secondo i
protocolli lacali e nazionali raccomandati.

Gli MRSA non devono essere refertati come sensibili a qualsiasi B-lattamico disponibile in quanto
nuovi B-lattamici saranno a breve disponibili che presentano un certa grado di attivita nei confronti
degli MRSA.

5.4 RicercadellaTossina
N/D

6 Notifica al PHE™" o Equivalente "*"®

Le Norme di Denuncia del 2010 rendono obbligatorio ai laboratori diagnostici di denunciare alla
Public Health England (PHE) tutti i casi nei quali s’identificano gli agenti causali elencati nella
Scheda 2 della Direttiva. Le denunce devono pervenire per scritto, su carta o per via elettronica,
entro sette giorni. | casi urgenti devono essere natificati il pit presto possibile verbalmente: si
raccomanda entro le 24 ore. Questi stessi devono essere in seguito denunciati in forma scritta entro
sette giorni.
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Secondo la Notification Regulations il laboratorio ricevente la notifica & I'ufficio locale della PHE.
Se il caso & gia stato notificato da un professionista medico abilitato, al laboratorio diagnostico &
ancora richiesta la denuncia del caso qualora si riscontrino evidenze d’infezione imputabili ad
agenti causali soggetti a tale disposizione.

La denuncia secondo la Direttiva dell’'Health Protection (Notification) Regulations 2010 non
sostituisce I'informazione volontaria alla PHE. La maggior parte dei laboratori del NHS segnala
spontaneamente al PHE gran parte delle diagnosi di laboratorio sostenute da vari agenti eziologici
e molte sezioni della PHE hanno definito accordi con i laboratori locali per segnalazioni urgenti di
alcuni tipi d’'infezione. Queste iniziative devono continuare.

Nota: La linea guida dell’Health Protection Legislation Guidance (2010) include la segnalazione
per HIV & Sexually Transmitted Infections STls, Healthcare Associated Infections e HCAIs e
Creutzfeldt—Jakob disease CJD da includere nel ‘Notification Duties of Registered Medical
Practitioners’, e non nel ‘Notification Duties of Diagnostic Laboratories’.

http://www.hpa.org.uk/Topics/InfectiousDiseases/InfectionsAZ/HealthProtectionRequlations/

Esistono accordi diversi in Scozia’6.77, Galles”8 e Irlanda del Nord”®-.

Tare riferimento a:

Health Protection Agency publications:
"Laboratory reporting to the HPA. A guide for diagnostic laboratories".
“Hospital infection control : Guidance on the control of infection in hospitals".

Local guidelines including Infection Control Policy and Memorandum of Understanding.

Traduzione a cura di Roberto Rescaldani, gia primario del Laboratorio di Microbiologia e Virologia A.
O. San Gerardo dei Tintori - Monza.

| testi originali e le traduzioni sono disponibili sul Web APSI - www.apsi.it - Webmaster Sergio
Malandrin, Dirigente di primo livello del Laboratorio di Microbiologia e Virologia A.O. San Gerardo dei
Tintori di Monza

Batteriologia | B 29 | Emissione no: 6 | Data emissione: 03.04.14 | Pagina: 18 di 25
UK Standards for Microbiology Investigations | Emesso da Standards Unit, Public Health England


Roberto
Casella di testo
Traduzione a cura di Roberto Rescaldani, già primario del Laboratorio di Microbiologia e Virologia A.O. San Gerardo dei  Tintori  - Monza.                                                                                                                                                                                                        I  testi originali e le traduzioni sono disponibili sul Web APSI  - www.apsi.it  - Webmaster  Sergio Malandrin, Dirigente di primo livello del Laboratorio di Microbiologia e Virologia A.O. San Gerardo dei Tintori di Monza



Ricerca di MRSA con Screening su Campioni

Appendice 1 Caratteristiche degli MRSA del RU

http://www.hpa.org.uk/web/HPAweb&HPAwebStandard/HPAweb C/1284475013224
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Appendice 2: Ricerca su campioni per Screening di
MRSA

Preparare tutti campioni*

A A
Coltura diretta efo
Coltura d'arricchimento
A A
Terreno cromogeno Brodo nutriente
selettivo per MRSA contenete 2,5% NaCl***
/ Y
Incubare a 37°C "
. Incubare a 30°C
Aerobica }
o Aerobica
18-48 ore
; . 18-24 ore
Lettura giornaliera

A 4

A
( MRSA ) Sottocoltura in

terreno cromogeno
selettivo per MRSA

Y
Incubare a 37°C
Aerobica
18-48 ore*™*
Lettura giornaliera

A 4

‘ MRSA ’

*Considerare un metodo molecolare se sono richiesti risultati urgenti

** Per i tempi di incubazione consigliati dei terreni cromogeni fare riferimento alle istruzioni del produttore
*** | flaconi devono contenere un sufficiente volume di brodo per ricoprire il tampone.
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