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UK SMI*: scopo e obiettivo

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 test appropriati. | documenti 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.

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.govv.uk-standards-for-
microbiology-investigation-smi-quality-and-consistency-in-clinical-laboratories. 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 ampia 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

# 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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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 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.
Queste stesse devono essere utilizzate in associazioni con altre SMI. 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 I'accesso libero al
nostro sito web.

Informazione della gestione e dei dati sensibili

La PHE & 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
https://www.gov.uk/gpvernment/organisation /public-health-england/about/equality-and-

diversity.
| 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 e avere la consapevolezza che la PHE e le altre organizzazioni non si fanno carico
di queste modifiche. Per evitare ulteriori dubbi si precisa che le SMI sono state sviluppate per
essere applicate nel RU, e qualsiasi uso al di fuori di questa sede ¢é a rischio dell’utilizzatore.

Le conoscenze di base e la tassonomia microbica per la SMI sono le pit 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 ove
appropriato
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Scopo del Documento

Tipo di campione

I campioni di screening includono feci, colture rettali o peri-rettali. | campioni clinici includono
sangue, ferite o urine.

Nota: In teoria le feci o i tamponi rettali andrebbero inviati per lo screening.

Questa SMI descrive I'esame di campioni clinici o di screening per la rilevazione di
enterobatteri che producono B-lattamasi a spettro esteso (ESBL).

Questo documento non € applicabile a isolati con resistenza ai carbapenemi - questi possono
avere ESBL (o altri enzimi) associati a perdita di porine, possono avere acquisito
carbapenemasi o possono possedere una carbapenemasi ed un ESBL. Ulteriori consigli sulla
rilevazione degli isolati resistenti ai carbapenemi sono forniti dalla B 60 - Detection of bacteria
with carbapenem-hydrolysing B-lactamases (carbapenemases).

Questa SMI deve essere usata con le altre SMI.

Introduzione

La definizione “ESBL” & usata per definire p-lattamasi acquisite di classe A che idrolizzano
e conferiscono (solitamente) resistenza ad oximino-cefalosporine di 2% e 3% generazione,
quali cefuroxime, cefotaxime, ceftazidime e ceftriaxone e di cefalosporine di 4°
generazione quali cefepime, cefpirome, ma non alle cefamicine (quali cefoxitina) o
carbapenemi.

Le ESBL includono:

e beta-lattamasi TEM idrolizzanti le cefalosporine e penicillinasi SHV mediate da
plasmidi. Queste sono state le ESBL originali e ora sono note oltre 400 varianti
(consultare http://www.ncbi.nim.nih.gov/projects/pathogens/submit_beta lactamase)

e Tipi CTX-M. Queste derivano dal plasmide originato dal gene cromosomico di
Kluyvera sp. Sono note pil di 170 varianti, suddivise in 5 gruppi maggiori*:2.

e Tipi meno noti, ad esempio VEB, PER e GES3, queste sono rare nelle
Enterobacteriaceae e nel RU:

Le ESBL non sono le uniche B-lattamasi che conferiscono resistenza alle cefalosporine
risparmiando i carbapenemi, ma sono le piu importanti. Inoltre, come enzimi mediati da
plasmidi, hanno un grande potenziale di diffusione. Si riscontrano soprattutto nelle
Enterobacteriaceae (ad esempio, E. coli, Klebsiella spp. ed Enterobacter spp). Devono essere
distinte da altre importanti forme di resistenza alle cefalosporine, quali ad esempio:

o B-lattamasi AmpC cromosomiali derepresse, specialmente in Enterobacter spp.
e [B-lattamasi AmpC plasmide-mediate quale i tipi CMY, in Klebsiella spp. ed E. coli.

e [B-lattamasi K1 cromosomiche iperprodotte in K. Oxytoca.
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e Sono disponibili informazioni per riconoscere tutti i meccanismi di
resistenza4s.

Le ESBL sono clinicamente importanti perché distruggono le cefalosporine somministrate a
molti pazienti in condizioni critiche. Il tardivo riconoscimento e I'inappropriato trattamento con
cefalosporine di infezioni gravi causate da microrganismi produttori di ESBL sono stati
associati ad aumentata mortalita®.7.

Fino al 2000, la maggior parte delle ESBL nel RU proveniva da mutanti TEM e SHV . Queste
erano diffusamente presenti in K. pneumoniae, comprendendo ceppi che hanno causato
focolai epidemici in ospedale, ma non hanno coinvolto E. coli o ceppi a ampia diffusione
comunitaria. Dal 2000, si sono diffuse le ESBL CTX-M. Diversamente dai primi tipi, queste
sono state rilevate spesso nelle E. coli all'interfaccia ospedale/comunita, ad esempio nelle
infezioni urinarie di pazienti ambulatoriali anziani, con recente ospedalizzazione, gia
cateterizzati e con presenza di una malattia di base®. Molti pazienti con infezioni da
microrganismi produttori di ESLB non sembra abbiano avuto contatti recenti con gli ospedali;
possono essere ricoverati con gravi infezioni secondarie, come batteriemia e, nei casi con
ritardata somministrazione di una terapia efficace, & stata osservato un aumento del rischio di
mortalita’.

Simili aumenti di prevalenza delle ESBL, dovuti alla disseminazione degli enzimi CTX-M, si
sono verificati anche in Europa8, Asia®10 e Nord Americal'.12 ; mentre i tipi CTX-M sono
rimasti a lungo prevalenti in Argentina'3. | CTX-M predominanti variano a seconda del paese;
CTX-M-15 & prevalente in gran parte dell'Europa e dell'Asia dall'India verso ovest, e pure nel
Nord America’2.14; CTX-M-2 in Sud America'3 e Israele’5; CTX-M-14 in Estremo Oriente’0 e
Spagna?. L'associazione con E. coli e la maggior penetrazione comunitaria sono persistenti
indipendentemente dal particolare enzima. E. coli con sequenza tipo (ST) 131, & un ospite
frequente per ESBL, in particolare per gli enzimi CTX-M-15, ed ¢ diffusa a livello
internazionale, anche nel RU'6.

Tutte le cefalosporine ad eccezione delle cefamicine (cefoxitina e cefotetan) sono substrati
per le ESBL, ma la resistenza non & sempre di alto livello, complicando l'individuazione e
I'interpretazione?. Molti produttori sono multi-resistenti ai non-B-lattamici compresi chinoloni,
aminoglicosidi e trimetoprim.

Ricerca di laboratorio: screening e conferma

Le ESBL possono essere rilevate occasionalmente durante la processazione di campioni
clinici. In alternativa, possono essere rilevate durante screening mirati su campioni fecali.

Come riconoscere i Produttori di ESBL

Per riconoscere i produttori di ESBL sono note alcune strategie, come diffusamente rilevato in
questo documento; la strategia descritta di seguito € quella piu semplice e si adatta a queste
linee guida.

Enterobacteriaceae da pazienti ospedalizzati

¢ Come primo pannello saggiare cefotaxime e ceftazidime, oppure cefpodoxime. A
meno che non venga usato cefpodoxime, € richiesto I'utilizzo sia di cefotaxime (o
ceftriaxone) che di ceftazidime come molecole indicatori per le cefalosporine; vanno
usate entrambe in quanto pud essere presente una grande differenza tre le MIC di
cefotaxime (o ceftriaxone) e ceftazidime nei diversi isolati produttori di ESBL. Come
cefalosporina singola, cefpodoxime & l'indicatore piu sensibile per la rilevazione della
produzione di ESBL. Cefpodoxime pud essere utilizzato per lo screening, ma non per il
test conferma, perché € meno specifica della combinazione di cefotaxime (o
ceftriaxone) e ceftazidime.
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o Eseguire le prove di conferma per le ESBL di seguito specificate su isolati resistenti ad
uno fra cefotaxime, ceftazidime e cefpodoxime

Enterobacteriaceae da pazienti comunitari

¢ Come primo pannello saggiare cefpodoxime come indicatore.

e Eseguire poi le prove di conferma per ESBL (di seguito specificate) sugli isolati
riscontrati resistenti al cefpodoxime.

Nota: La diffusione di enzimi CTX-M di E. coli nei pazienti esterni/comunitari significa che
l'indicatore cefalosporina(e) dovrebbe essere saggiato come prima linea in tutte le
Enterobacteriaceae.

Confermare la produzione di ESBL negli isolati riscontrati resistenti
a cefotaxime/ceftazidime o cefpodoxime

Saggiare I'associazione cefpodoxime/clavulanato mediante dischetto per tutte le
Enterobacteriaceae tranne che per Enterobacter spp. e Citrobacter freundii, dove vanno
utilizzate le combinazioni cefpirome/clavulanato o cefepime/clavulanato.

Nota

Per l'interpretazione dei profili di resistenza € auspicabile I'ldentificazione del livello di
genere/specie. Come minimo, l'identificazione deve essere eseguita su tutti gli isolati resistenti
a cefotaxime, ceftazidime o cefpodoxima

La strategia di base per rilevare i produttori di ESBL, di cui sopra, & quella di utilizzare un
indicatore di cefalosporina per lo screening per probabili produttori, quindi ricercare la sinergia
cefalosporina/clavulanato, che differenzia i produttori di ESBL da ceppi iperproduttori di enzimi
AmpC o K14,

Screening

L'indicatore ideale di cefalosporina & quello cui tutte le ESBL conferiscono resistenza, anche
quando la produzione €& limitata4. La scelta si avvale delle seguenti caratteristiche generali:

e ESBL TEM e SHYV - ovvia resistenza a ceftazidime, variabile a cefotaxime
e ESBL CTX-M - evidente resistenza a cefotaxime, variabile a ceftazidime

o tutte le ESBL - resistenza a cefpodoxime, tuttavia & frequente un basso livello di
resistenza a cefpodoxime negli isolati privi di ESBL o di altri meccanismi essenziali'?

o cefuroxime, cefalexina e cefradina non sono indicatori affidabili per la produzione di
ESBL e non sono raccomandati.

Terreni selettivi di coltura

| terreni cromogeni sono stati sviluppati per la ricerca di produttori di ESBL nello screening
fecale, mentre i per test diagnostici di routine si utilizza il metodo di disco diffusione secondo
EUCAST con il quale, per la ricerca delle ESBL, potrebbero essere impiegati i valori soglia
definiti (consultare EUCAST, meccanismi di resistenza) come specificato nella sezione 4.7 di
questo documento’8-20, Sebbene I'utilizzo dell’agar cromogeno commerciale possa avere delle
limitazioni, quale probabilmente una minore specificita, specialmente nelle aree in cui i
produttori di ESBL sono comunemente diffusi, ciononostante rappresenta ancora la scelta
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preferita’®-24. Alcuni prodotti commerciali contengono agenti antimicrobici selettivi incorporati
nel terreno. Altri richiedono il posizionamento di dischi rivelatori di cefalosporine.

I campioni clinici possono anche essere sottoposti a screening con agar MacConkey o CLED
con un disco di antibiotico. Sebbene non sia un metodo validato o provato, se usato dai
laboratori, questi dovrebbero assicurare che il metodo sia stato validato e verificato a livello
locale.

Per ulteriori informazioni sui diversi metodi di screening, consultare la sezione 4.7.

Test di conferma per ESBL.: test a base di inibitori

Gli isolati di Enterobacteriaceae resistenti a qualsiasi cefalosporina considerata come
indicatore, ma sensibili ai carbapenemi nei test di screening descritti in precedenza, devono
essere sottoposti a test di conferma. Questi devono dimostrare sinergia tra il clavulanato e
I'indicatore cefalosporina(e) a cui l'isolato & stato riscontrato resistente. Possono essere
utilizzati tre metodi:

e Prove di sinergia con doppio disco

Seminare una piastra con il microrganismo in accertamento come un test di
sensibilita di routine. Ciascun disco contenente cefotaxime e ceftazidime 30 ug (o
cefpodoxime 10 ug) € applicato ai lati di uno contenente co-amoxiclav 20 + 10 ug; a
distanza di 20 millimetri (da centro a centro) da quest'ultimo. Questa distanza &
ottimale per dischi di cefalosporina 30 ug#*. Tuttavia, & stato suggerito che la
sensibilita del test pud essere aumentata riducendo la distanza tra i dischi a 15mm o
espandendola a 30mm per i ceppi rispettivamente con livelli molto alti o bassi di
resistenza?s.

La produzione di ESBL & dedotta quando la zona di inibizione di una qualunque
delle cefalosporine &€ ampliata dal clavulanato. || metodo € poco costoso, ma la
separazione ottimale del disco varia in funzione del ceppo e alcuni produttori
possono non essere rilevati. Per questo motivo il metodo non & raccomandato.

Figura 1: Rilevamento della produzione di ESBL con il metodo del doppio disco.
Il disco a sinistra e cefotaxime (30 ug): il disco nel centro é co-clavulanico (20 + 10 ug): il disco a destra e
ceftazidime (30 ug). Si noti I'espansione delle zone attorno ai dischi cefotaxime e ceftazidime adiacenti al co-

clavulanico (per gentile concessione di Jenny Andrews del Sandwell e Occidente Birmingham NHS Trust26).
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e Combinazioni disco test27.28

Questi metodi confrontano le zone di inbizione intorno ai dischi di cefalosporine a
quelli della stessa cefalosporina piu clavulanato. | saggi sono disponibili in
commercio. In accordo con il produttore, possono essere comparati sia la differenza
che il rapporto tra diametri dove un incrementro della zona di inibilzione di 5 mm o
del 50% in presenza di clavulanato indica la produzione di ESBL.28.29, Questi test
sono poco costosi e non richiedono la spaziatura critica fra dischi, ma occorre
prestare attenzione per quanto riguarda i controlli (vedi di seguito), soprattutto se i
dischi sono di lotti diversi.

e Strisce a gradiente per ESBL

Queste strisce hanno un gradiente di cefalosporina a un'estremita e un gradiente di
cefalosporina piu clavulanato all'altra. Gli utenti devono seguire le istruzioni del
produttore, incluso I'inoculo piu consistente rispetto a quello del test BSAC con
disco. La produzione di ESBL si desume se il rapporto MIC per sola cefalosporina
confrontato con la MIC cefalosporina + clavulanato & 28. Questi test sono accurati e
precisi, ma piu costosi delle combinazioni disco. Il test deve essere utilizzato per la
conferma della sola produzione di ESBL e non ¢é affidabile per la determinazione
della MIC.

e Sistemi automatizzati

Sono disponibili in commercio molti sistemi per il rilevamento delle ESBL. Anche se
alcuni autori riportano falsi positivi in genere, i sistemi automatizzati o semi-
automatizzati possono essere utilizzati per ricercare le ESBL30-33, Alcune schede e
pannelli includono test di sinergia cefalosporina-acido clavulanico; altri deducono la
produzione di ESBL da antibiogrammi complessivi. Si deve prestare attenzione per
garantire che i ceppi di controllo (consultare di seguito) forniscano un risultato
appropriato, perché sono sorti problemi con particolari tipi di schede34.

Test di conferma per ESBL: metodi rapidi

Test molecolari: La PCR é stata utilizzata con successo per la rilevazione i geni ESBL
direttamente da campioni clinici o di screening33. Evidenti vantaggi includono una maggiore
velocita di rilevazione e potenzialmente una sensibilita superiore a quella offerta dalla
coltura®®. Gli svantaggi includono un costo maggiore per la processazione dei campioni e la
necessita di attrezzature speciali e/o esperienza pertanto, in alcune strutture potrebbero
essere considerati costosi.

Per la conferma genotipica della presenza dei geni ESBL sono stati raccomandati il
sequenziamento genetico e il DNA microarray 3637 | risultati dei test sono solitamente ottenuti
entro 24 ore, tuttavia, sporadicamente i metodi molecolari potrebbero non rilevare geni ESBL
presenti o nuovi geni ESBL25

Matrix-Assisted Laser Desorption/lonisation - Time of Flight (MALDI-TOF):

Questo metodo € sempre piu a disposizione dei laboratori diagnostici; possiede la capacita di
differenziare i ceppi resistenti agli antibiotici a causa di produzione di ESBL e di
carbapenemasi dai ceppi non produttori, ma questa possibilita non & ancora sufficientemente
affidabile per la diagnostica microbiologica di routine38. Tuttavia, MALDI-TOF ha dimostrato di
essere un metodo rapido ed efficiente per la diagnosi precoce di Enterobacteriaceae
produttrici di ESBL in campioni clinici, quali le emocolture positive, permettendo cosi la
somministrazione precoce di terapia antibiotica appropriatas®.
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Questo test & risultato molto piu veloce rispetto ai metodi utilizzati di routine nella pratica
clinica. Possiede la capacita di fornire una risposta in un giorno se utilizzato su campione
clinico o in due giorni, se utilizzato su colonie. Attualmente questa possibilita non & disponibile
in commercio. Il tempo complessivo richiesto dall’estrazione delle proteine all'acquisizione e
analisi dello spettro & <2 ore. Un vantaggio addizionale riguarda il costo relativamente basso39.

Controlli per saggi ESBL

Il controllo di qualita dei dischi delle cefalosporine utilizzate di routine per lo screening primario
dovrebbe seguire le indicazioni standard di EUCAST/BSAC o le raccomandazioni CLSI.

Per garantire le prestazioni dei test di conferma ESBL dovrebbero essere utilizzati controlli
positivi. Presso la NCTC sono disponibili tre ceppi di E. coli ESBL-positivi adatti allo scopo
(www.phe-culturecollections.org.uk/media/63614/m01520130827v4 antimicrobresmech-

a4.pdf

Essi sono i seguenti:
o CTX-M-15 (cefotaximase, meno attiva contro ceftazidime) NCTC 13353
e TEM-3 (ESBL ampio spettro) NCTC 13351

o TEM-10 (ceftazidimase, meno attiva contro cefotaxime) NCTC 13352

In alternativa, alcuni ceppi possono essere ottenuti in commercio da altri fornitori.

Tabella 2: riporta ceppi di controllo ESBL disponibili presso la NCTC

2. Extended-Spectrum p-Lactamases (ESBL):

2.1 TEM p-lactamases

TEM-3 ESBL - Transconjugant of strain isolated in

scherict aell JCTC 13351
COcnCRd ol SELEE Clermont Ferrand in 1985

TEM-10 ESBL - Transconjugant of original TEM-10 producer

ELrEr ey RCIE s isolated in Chicago in 1988

2.2 SHV p-lactamases

Klebsiella pneumoniae NCTC 13368 SHV-18 (ATCC 700603)

2.3 CTX-M p-lactamases

Strain EO 487. CTX-M-15 ESBL producer. Control strain for group 1

cchari - y 353
Escherichia coli NCTC 13353 bia__.. multiplex PCR assays

Strain EO 499. CTX-M-15 ESBL producer — Uropathogenic strain O25:H4

s = A sequence type (ST) 131. dlinical isolate harbouring sequenced plasmid
Escherichia coli NCTC 13441 PEKA99 (see NCTC 13400);

Control strain for group 1 bla_,, ., multiplex PCR assays
Strain Tr499 = DH5-¢t derivative. Source of pEK499 (fully sequenced
Escherichia coli NCTC 13400 plasmid GenBank Accession No EU935739) encoding CTX-M-15 enzyme.

Fusion of type Fll and FIA replicons, and harbours 10 antibiotic resistance

Il CLSI raccomanda K. pneumoniae ATCC 700603 come unico CQ per i produttori di ESBL.
Questo ceppo pud essere acquistato dalla ATCC.

Entrambi i ceppi, E. coliNCTC 10418 o ATCC 25922 dovrebbero essere utilizzati anche come
controllo negativo nei test di conferma ESBL. | controlli negativi sono particolarmente
importanti quando i dischi di cefalosporina e cefalosporina piu acido clavulanico appartengono
a lotti differenti, potendo variare nella potenza conservata. Le aree della cefalosporina e quelle
dei dischi di cefalosporina piu clavulanato dovrebbero essere uguali o inferiori a 2 mm per E.
coli ESBL-negative. Un’eventuale differenza maggiore implica malfunzionamento o
deterioramento.

Batteriologia | B 59 | Emissione no: 4.1 | Data emissione: 17.08.16 | Pagina: 13 di 31

UK Standards for Microbiology Investigations | Emesso Standards Unit, Public Health England



Ricerca di Enterobatteri produttori di -Lattamasi ad ampio spettro

Ricerca di ESBL in Specie AMPC Inducibili

Le ESBL sono piu difficili da identificare nelle Enterobacteriaceae dotate di enzimi AmpC
cromosomiali inducibili (ad esempio, Enterobacter spp.,Citrobacter freundii, Morganella
morgani,i Providencia e Serratia spp.), rispetto a E. coli e Klebsiellla perché I'attivita AmpC
indotta dal clavulato pu0 attaccare la cefalosporina indicatore, mascherando ogni sinergia
risultante dall’inibizione del’lESBL.

e Se si devono eseguire prove per 'lESBL su specie AmpC inducibili, nei saggi di
sinergia con clavulanato &€ meglio usare una cefalosporina AmpC-stabile (quale
cefepime o cefpirone)*0. Sono disponibili test a strisce con gradiente di
cefepime/clavulanato o associazioni su disco di cefpirome-clavulanato. Anche in
questo caso una riduzione >8 volte della MIC o incremento >5 mm della zona di
espansione indicano risultato positivo per ESBL.

¢ In ogni caso, la terapia con cefalosporine nelle infezioni da specie AmpC inducibili
non € mai raccomandata per il rischio di selezionare mutanti AmpC-derepressi; con
conseguente insuccesso?!.

o | test ESBL presentano scarsa sensibilita (ma buona specificita) per le specie
Enterobacter, anche se si utilizza cefepime o cefpirome, soprattutto se &
contemporaneamente iperprodotta la AmpC. Alcuni produttori sono rilevati solo da
test molecolari.

Differenziazione di ESBL da Enzima K1

La presenza di ESBL pu0 essere mascherata da carbapenemasi quali MBL o KPC (ma non
da enzimi OXA-48-simili) e/o da difetti gravi di permeabilita (fare riferimento a B 60 -Screening
and detection of bacteria with carbapenem-hydrolysing B-lactamases (carbapenemases).
L'importanza epidemiologica delle ESBL in queste situazioni potrebbe essere messa in
discussione, perché la carbapenemasi ha maggior impatto sulla per salute pubblica, ma se il
loro rilevamento & ancora considerato rilevante, si raccomanda di utilizzare i metodi
molecolari.

Differenziazione di ESBL da Enzima K1

Circa il 10-20% degli isolati di K. oxytoca iperproducono una B-lattamasi cromosomiale di
classe A “K1”. Questi ceppi sono resistenti a cefpodoxime aztreonam e piperacillina-
tazobactam, ma non a ceftazidime3.

¢ Questi microrganismi possono esprimere risultati di debole sinergia al clavulanato
verso cefotaxime o cefepime (non con ceftazidime), creando confusione con i
produttori di ESBL*2. Sospettare la resistenza da iperproduzione di K1 se un isolato di
Klebsiella € indolo-positivo e presenta una resistenza di elevato livello a
piperacillina/tazobactam, cefuroxime e aztreonam - ma resistenza borderline o
sensibilita a cefotaxime e completa sensibilita a ceftazidime.

Informazione tecnica/limitazioni

Limitazioni delle SMI del RU

Le raccomandazioni formulate nelle SMI del RU sono basate sull’evidenza (ad esempio
sensibilita e specificita), se disponibili, opinioni degli esperti e pragmatismo, tenendo in
considerazione anche le risorse disponibili. | laboratori dovranno tenere in considerazione le
esigenze locali e intraprendere ricerche addizionali, se appropriato. Prima del loro uso, i
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laboratori devono assicurare che tutti i saggi commerciali e in-house sono stati validati e sono
idonei allo scopo.

Terreni selettivi nelle procedure di screening

Possono essere consigliati terreni selettivi che non consentono la crescita di tutti i ceppi dei
microrganismi circolanti sulla base delle evidenze disponibili. Se si usa piu di una piastra di
terreno deve pertanto essere ricercato un equilibrio tra le evidenze disponibili e le risorse
necessarie richieste.

Contenitori per campioni4344

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 Diagnostici Sanitari 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 Ddspositivo durante I'uso e , nel caso di
recipienti per campioni, il rischio di contaminazione degli stessi. Le procedure di fabbricazione
devono essere adatte per questi scopi

Controllo di qualita

| dischi utilizzati dovrebbero essere saggiati con il controllo di qualita che usa metodi di disco
diffusione e i ceppi di controllo come descritto nella BSAC o documenti EUCAST o linea guida
CLSI. Seguire le linee guida per la frequenza dei test di controllo della qualita del disco e le
azioni correttive se i risultati sono fuori range.

Terreni cromogeni

| terreni cromogeni sono influenzati dalla luce e le piastre devono essere conservate al buio e
non lasciate alla luce prima o dopo l'inoculazione. | tempi d’'incubazione per terreni cromogeni
dovrebbero essere quelli raccomandati dai produttori.
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1 Considerazioni sulla sicurezza**™°

1.1 Prelievo campione, trasporto e conservazione+348
Usare tecnica asettica.

Raccogliere i campioni in appositi contenitori impermeabili con marcatura CE e inviarli in
sacchetti di plastica sigillati.

Inserire i tamponi in appropriati terreni di trasporto e inviarli in sacchetti di plastica sigillati.

E’ essenziale il rispetto delle regolamentazioni postali e di trasporto

1.2 Procedura sul campione43-59
Livello di contenimento 2.

Le procedure di laboratorio che si ritiene possano generare aerosol devono essere eseguite in
cabina microbiologica di sicurezza30,

Fare riferimento alla linea guida corrente sulla sicurezza delle manipolazioni di tutti i
microrganismi presentati in questa SMI.

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

2 Prelievo del campione

2.1 Tipo di campione

| campioni di screening includono feci, tampone rettali o colture perirettali. | campioni clinici
includono sangue, ferite o urina.

2.2 Tempo ottimale e metodo di prelievo®o
Per considerazioni sulla sicurezza fare riferimento alla sezione 1.1.

Prelevare i campioni prima dell'inizio della terapia antibiotica se possibilE®0.

Se non diversamente specificato, i tamponi per la coltura batterica devono essere inseriti in
appositi terreni di trasporto®1-65

Raccogliere i campioni in appositi contenitori impermeabili con marchiatura CE e inserirli in
sacchetti di plastica sigillati

2.3 Quantita adeguata e appropriato numero di campioniso
Si dovrebbe riscontrare materiale fecale visibile sui tamponi rettali o peri-rettali prelevati.

Numero e Ifrequenza di prelievo dei campioni dipendono dalle condizioni cliniche del paziente
0, per i campioni di screening, sulla programmazione e procedura locale

3 Trasporto e conservazione del campione™*

3.1 Condizioni ottimali di trasporto e conservazione
Per considerazioni sulla sicurezza fare riferimento alla sezione 1.1.

| campioni devono essere trasportati e processati il pitl presto possibile®0.
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Se la procedura ¢é ritardata, la refrigerazione & preferibile alla conservazione a temperature
ambiente®0.

4  SELEZIONE DELLA PROVA#%344

4.1 Selezione della prova
N/D

4.2 Aspetto
N/D

4.3 Preparazione del campione
Per condizioni di sicurezza fare riferimento alla Sezione 1.2

4.4 Microscopia

4.4.1 Standard
N/D

4.4.2 Supplementari/preparazione degli strisci
N/D

45 Colturaericerca
Coltura diretta

Inoculare i terreni di coltura con tampone o altro campione (fare riferimentoa Q 5 —
Inoculation of culture media in bacteriology).

Coltura di arricchimento

Togliere il tappo dal contenitore in modo asettico e posizionare il tampone(i) nel brodo,
rompere (o tagliare) il bastoncino(i) e rimettere il tappo.

Batteriologia | B 59 | Emissione no: 4.1 | Data emissione: 17.08.16 | Pagina: 17 di 31

UK Standards for Microbiology Investigations | Emesso Standards Unit, Public Health England



Ricerca di Enterobatteri produttori di -Lattamasi ad ampio spettro

4.5.1 Terreni di Coltura, condizioni e microrganismi

Aspetti clinici/ | Campione Terreni Incubazione Lettura Microrganismo(i)
L standard colture bersaglio
condizioni Temp | Atmos Tempo
°C

Campioni Qualsiasi Processare 35-37 | Aerobia 18-24 =218 ore Enterobacteriaceae
clinici inviati campione come richiesto ore produttrici di ESBL
per coltura in accordo con
diagnostica e le principali
prove di SOP.
sensibilita:

Includere
Qualsiasi indicatori
condizione antimicrobici:

screening con
+ .

farmaci
ricerca di indicatori quali i
Enterobatte- metodi
riaceae standardizzati in
produttrici di uso e se si usa
ESBL EUCAST, fare

riferimento alla

Tabella 3 per

valori soglia

EUCAST per

ogni isolato di

Enterobatteria-

ceae
Screening: Campioni di | Agar cromo- 35-37 | Aerobia 18-24 218 ore Enterobacteriaceae

. screening geno con 30ug ore produttrici di ESBL
Prova (.j' — Feci, di cefotaxime e piu frequenti
screening per Tamponi 30ug di ceftazi- specie Klebsiella
Enterobacteri : : ;
rettali o peri- | dime (o solo L .

aceae rettali 10ug di Escherichia coli
produttrici di f doxime)%
ESBL celpo

Oppure

in alternativa,

Agar Mac-

Conkey67/ agar

CLED + 30ug di

cefotaxime e

30ug di

ceftazidime (o

solo 10ug di

cefpodoxime)
Altri microrganismi da considerare — Le ESBL sono piu difficili da rilevare nelle specie di Enterobacteriaceae con
enzimi AmpC cromosomici inducibli (ad esempio, Enterobacter, Citrobacter freundii, Morganella morganii, Providencia
e Serratia) ma, per l'identificazione di questi, possono essere utilizzati, alcuni test di conferma (cefpirome/clavulanato
o cefepime/clavulanato). Fare riferimento all'Introduzione.

4.6 Identificazione

Per I'identificazione del microrganismo fare riferimento alle singole SMI.

4.6.1 Livello minimo di identificazione in laboratorio

Klebsiella species livello specie

Escherichia species ID 16 - Identification of Enterobacteriaceae
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Enterobacter species

Citrobacter species
Pseudomonas species livello specie
Acinetobacter species ID 17 - Identification of Pseudomonas species and other non-

glucose fermenters

Stenotrophomonas maltophilia

Nota: | metodi descritti in questa sede non sono adatti a rilevare le
ESBL nelle specie Acinetobacter, spesso sensibili allacido
clavulanico che pud determinare un risultato falso positivo per
ESBL.

La sinergia ceftazidime-acido clavulanico puo essere usata per
indicare la produzione di ESBL (di solito enzimi VEB o PER) in
isolati di specie Pseudomonas, ma questo & raro nel genere e non
deve essere ricercato di routine.

Se appropriato, i microrganismi possono essere poi identificati per motivi clinici o
epidemiologici.

4.7 Provadi sensibilita antimicrobica

Test su isolati batterici da coltura

I metodi consigliati per rilevare la produzione di ESBL delle Enterobacteriaceae nei campioni
di routine sono: diluizione in brodo, diluizione in agar, disco diffusione o sistema automatizzato.

| farmaci indicatori dovrebbero essere inclusi nel saggio di sensibilita primaria, eseguito ad
esempio con il metodo della British Society for Antimicrobial Chemotherapy
(http://bsac.org.uk/susceptibility/methodologylatestversion/)®®°®. Fare riferimento alle linee
guida European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)/ British Society
for Antimicrobial Chemotherapy (BSAC), o del Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI). E’ auspicabile 'identificazione delle specie per consentire una corretta interpretazione
dei risultati. La BSAC ha indicato i breakpoint raccomandati per le cefalosporine che vengono
aggiornati ogni anno e sono consultabili tramite il collegamento sopra riportato.

Tabella 3: ESBL criteri di rilevamento per Enterobacteriaceae?®

Metodo Antibiotico Eseguire test ESBL se-
; Cefotaxime/ceftriaxone

Brodo o agar diluzione E N MIC >1 mg/L per entrambi gli agenti

Ceftazidime

Cefpodoxime MIC >1 mg/L

; Cefotaxime (5ug) / Area inibizione <21 mm

Disco diffusione

Ceftriaxone (30ug) Area inibizione <23 mm

E Ceftazidime (10ug) Area inibizione <22 mm

Cefpodoxime (10ug) Area inibizione <21 mm
' Per tutti i metodi saggiare entrambe cefotaxime o ceftriaxone E ceftazidime oppure
solo cefpodoxime.

Batteriologia | B 59 | Emissione no: 4.1 | Data emissione: 17.08.16 | Pagina: 19 di 31

UK Standards for Microbiology Investigations | Emesso Standards Unit, Public Health England



Ricerca di Enterobatteri produttori di -Lattamasi ad ampio spettro

Nota: Si deve notare che le misure delle zone d’inibizione della Tabella 3 si applicano solo
quando si utilizza una metodologia standardizzata (EUCAST/BSAC o CLSI) e non su piastre
di agar MacConkey/CLED.

Saggio diretto su campioni clinici o di screening con dischi indicatori

Nei campioni clinici o di screening inoculati direttamente su piastre di agar con dischi
indicatori di cefalosporina, qualsiasi presunto isolato di enterobatteri con zona di inibizione
minore di 20 millimetri deve essere identificato e sottoposto a test di sensibilita ufficiale,
secondo metodologia EUCAST/BSAC o CLSI25.68,

Test di conferma per ESBL: test con inibitori

Gli isolati di Enterobacteriaceae resistenti a qualsiasi indicatore di cefalosporina, ma sensibili
a tutti i carbapenemi nei test di screening di cui sopra, dovrebbero essere sottoposti a test di
conferma. Questi devono dimostrare sinergia tra clavulanato e l'indicatore cefalosporina(e) cui
l'isolato & stato riscontrato resistente.

Tabella 4: metodi di conferma ESBL per Enterobacteriaceae positive allo screening
ESBL25

Agenti antimicrobici

Metodo (contenuto disco) Test di conferma positivo se
Test gradiente Cefotaxime +/- Presente rapporto MIC = 8 o ellisse
ESBL acido clavulanico deformata

Ceftazidime +/- Presente rapporto MIC = 8 o ellisse
acido clavulanico deformata
Test in disco Cefotaxime (30 pg) +/- Incremento 2 5 mm nella zona
diffusione acido clavulanico (10 pg) d’inibizione
combinato

Incremento =2 5 mm nella zona
d’inibizione

Ceftazidime (30 pg) +/-
acido clavulanico (10ug)

Espansione della zona di
inibizione della cefalosporina
indicatore verso il disco di
amoxicillina acido clavulanico

Cefotaxime, ceftazidime e
cefepime

Test di sinergia con
doppio disco

IAltri microrganismi da considerare — Le ESBL sono piu difficili da rilevare nelle specie di
Enterobacteriaceae con enzimi AmpC cromosomici inducibli (ad esempio, Enterobacter, Citrobacter
freundii, Morganella morganii, Providencia e Serratia) ma, per l'identificazione di questi, possono essere
utilizzati, alcuni test di conferma (cefpirome/clavulanato o cefepime/clavulanato). Fare riferimento
all'Introduzione.

4.8

In Inghilterra, I'Unita di Riferimento AMRHAI del PHE Colindale non richiede di confermare tutti
i produttori di ESBL, ma di inviare quanto segue:

Invio per ricerche di epidemia

o |solati rappresentativi delle maggiori epidemie

e |solati rappresentativi ambienti insoliti, ad esempio unita neonatali, soprattutto se si
manifestano piu casi
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¢ Isolati che generano preoccupazioni basate sul’anamnesi del paziente (contattare il
laboratorio per chiarimenti)

4.9 Invio ai laboratori di riferimento

Per informazioni su accertamenti disponibili, tempi di risposta, procedure di trasporto e altri
requisiti del laboratorio di riferimento click here for user manuals and request forms.

Dovrebbero essere inviati ai laboratori appropriati i microrganismi con resistenze insolite o
inattese, e nel caso di problemi clinici e di laboratorio, 0 anomalie che richiedono chiarimenti.

Prendere contatti con I'appropriato laboratorio nazionale di riferimento per informazioni sulle
prove disponibili, tempi di consegna, procedure di trasporto ed eventuali altre richieste per
‘invio del campione:

Antimicrobial Resistance and Healthcare Associated Infections (AMRHAI) Reference Unit
Bacteriology Reference Department

National Infections Service

Public Health England

61 Colindale Avenue

London

NW9 5EQ

https://www.gov.uk/amrhai-reference-unit-reference-and-diagnostic-services
Telefono: +44 (0) 208 3276511/ 7877
Contattare il centralino della PHE: Tel. +44 (0) 20 8200 4400

Inghilterra

https://www.gov.uk/specialist-and-reference-microbiology-laboratory-tests-and-services

Galles
http://www.wales.nhs.uk/sites3/page.cfm?orgid=457&pid=28768

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

5.1.1 Tempo refertazione Microscopia
N/D
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5.2 Coltura
Screening campioni

Negativi
Non isolate “Enterobacteriaceae produttrici di ESBL”
Positivi

Isolate “Enterobacteriaceae produttrici di ESBL” (segnalare identificazione di genere e specie”
come isolata Klebsiella pneumoniae produttrice di ESBL

5.2.1 Tempo refertazione coltura

| risultati intermedi o preliminari dovrebbero essere rilasciati per I'isolamento degli
isolati clinici potenzialmente significativi, non appena si rileva una crescita, tranne che
siano state concordate soluzioni alternative specifiche con i richiedenti.

| risultati urgenti devono essere comunicati per telefono o trasmessi elettronicamente
in conformita alle politiche locali.

| referti finali scritti 0 generati dal computer dovrebbero seguire quelli preliminari e
verbali nel piu breve tempo possibile.

5.3 Provadi sensibilita agli antimicrobici

Refertare la sensibilita come clinicamente suggerito (segnalando le seguenti
avvertenze). Si raccomanda l'uso prudente degli antimicrobici secondo i protocolli
locali e nazionali.

5.3.1 Cefalosporine

Esistono opinioni controverse in merito alla segnalazione della sensibilita alle
cefalosporine per i produttori di ESBL. Per molti anni si € ritenuto, da parte di BSAC /
EUCAST e CLSI e sulla base dell’esperienza clinica, che tutti i produttori di ESBL
dovessero essere segnalati come resistenti a tutte le cefalosporine e aztreonam,
indipendentemente dai risultati dei test di sensibilita.

In seguito, EUCAST e CLSI hanno deciso in modo contrario, sostenendo che con i
bassi breakpoint ora adottati da entrambe le organizzazioni, i risultati di sensibilita
delle cefalosporine possono essere considerati accettabili, e che le cefalosporine possono
essere utilizzate come terapia fino a quando i produttori di ESBL manifestano sensibilita in
vitro’0. Questo punto di vista si basa su analisi di farmacodinamica, studi su animali e su
diverse segnalazioni di esiti positivi del trattamento quando le MIC erano di 1-2 mg/L.

Tuttavia, questa interpretazione riveduta & contestata (i) in quanto il prevedibile successo
clinico delle cefalosporine nei confronti di produttori a bassa MIC di ESBL é tutt'altro che
consistente, con insuccessi delle cefalosporine segnalati anche verso ceppi ESBL positivi a
bassa MIC (ii); inoltre un risultato sensibile ottenuto da MIC o da disco diffusione nei produttori
di ESBL ha spesso scarsa reproducibilitas”.

Di fronte a questa discordanza, il miglior comportamento & di procedere con la massima
cautela se le cefalosporine devono essere utilizzate in caso d’infezioni gravi causate da
produttori di ESBL.

Va inoltre aggiunto che nel RU la grande maggioranza dei produttori di ESBL, con i breakpoint
BSAC-EUCAST, sono chiaramente resistenti a tutte le oxyimino-cefalosporine e che questa
discordanza riguarda solo una minoranza degli isolati (questa situazione & diversa nei paesi in
cui dominano i produttori di CTX -M-2 e -14, perché le MIC della ceftazidima per questi
microrganismi sono spesso comprese fra 2-4mg/L).
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In linea di principio, le combinazioni di una cefalosporina con co-amoxiclav dovrebbero essere
efficaci, ma non sono state formalmente valutate e possono essere antagoniste nei confronti
di alcuni Enterobacter spp. ESBL-negativi’!.

5.3.2 Penicilline e combinazioni di penicilline-inibitori

I microrganismi con ESBL sono resistenti a tutte le penicilline parenterali tranne la temocillina,
che & stabile e generalmente attiva. Mecillinam pud apparire attiva in vitro, ma la sua efficacia
€ ancora da dimostrare, con segnalazioni aneddotiche di fallimenti, cosi come uno studio di
casi positivo?’2.73,

La sensibilita verso le combinazioni degli inibitori delle B-lattamasi varia con l'isolato. Le ESBL
sono inibite dal tazobactam e clavulanato ma molti isolati con CTX-M-15 (ESBL piu frequente
nel RU) sono dotati anche di OXA-1, un inibitore penicillinasi-resistente che conferisce
resistenza.

Una recente analisi ha dimostrato che le combinazioni di inibitori possono essere usate contro
i produttori di ESBL quando queste appaiono sensibili in vitro™.

5.3.3 Carbapenemi

| carbapenemi (imipenem, ertapenem, meropenem e doripenem) sono stabili alle ESBL e
rimangono attivi contro i produttori di ESBL tranne quando il microrganismo

e perde anche porine, riducendo la permeabilita - meccanismo che compromette
particolarmente ertapenem oppure

e < acquisisce DNA che codifica per una carbapenemasi’®. Per ulteriori informazioni,
fare riferimento a B 60 — Detection of bacteria with carbapenem-hydrolysing [3-
lactamases (carbapenemases)

6 Notifica al PHE™'" 0 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 notificati il pit presto possibile verbalmente: si
raccomanda entro le 24 ore. Questi stessi devono essere in seguito denunciati in forma scritta
entro sette giorni.

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 del’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 Human Immunodeficiency Virus HIV & Sexually Transmitted Infections STls,
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Healthcare Associated Infections e HCAIs e Creutzfeldt—Jakob disease CJD da includere nel
‘Notification Duties of Registered Medical Practitioners’, e non al ‘Notification Duties of
Diagnostic Laboratories’.
https://www.gov.uk/government/organisations/public-health-england/about/our-
governance#health-protection-regulations-2010

Esistono accordi diversi in Scotland”®”®, Wales®® e Northern Ireland®’
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Appendice: Diagramma di flusso per screening e
ricerca di ESBL*

Campioni inviati per coltura diagnostica e campioni di screening

T }

Ricerca geni
Coltura standard ESBL

v

PCR Real Time

Y

Risultato positivo

|
\ 4 . 4 A 4

Agar cromogeno con disco antibiotico or agar cromogeno
ESBL-selettivo

O in alternativa ,

Aga MacConkey o agar CLED con disco:

+ sia disco da 30ug Cefotaxime e 30ug Ceftazidime o di 30ug
Cefpodoxime*

Rileva microrganismo resistente a
cefalosporina

v l_ _______ A 4

. _— . . . i ) i Supplementari/saggio fenotipico o
Test locale sensibilita antibiotico e test identificazione a livello di specie molecolare su isolato puro

(Fare riferimento a introduzione)

|
\ 4 Y

Y

Refertare come isolato ESBL produttore confermato/ sospetto/ non isolato come appropriato1.

1 Se preoccupati per un risultato in conseguenza dell’lanamnesi di un paziente, inviare al
laboratorio di riferimento PHE per successivi accertamenti.

Nota: La parte di questo diagramma di flusso segnalata con le linee tratteggiate € facoltativa
ma utile per i laboratori diagnostici che dispongono localmente di metodi molecolari. Per
ulteriori informazioni, consultare http://www.eucast.org/resistance _mechanisms/.

Il diagramma di flusso &€ semplicemente indicativo
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approccio sistematico alla valutazione della bibliografia. Per le UK SMI si utilizza un metodo
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