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SMI RU”: 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.

Coinvolgimento delle organizzazioni professionali

Lo sviluppo delle SMI & condotto in condizione paritaria da PHE, NHS,Royal College of
Patholoogists e organizzazioni professionali. L'elenco delle organizzazioni partecipanti pud
essere trovato su sito https://www.gov.uk/uk-standards-for-microbiology-investigations-smi-
quality-and-consistency-in-clinical-laboratories. L'inclusione del logo di un’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 partecipanti non sono necessariamente quelle
espresse da tutta I'organizzazione che essi rappresentano. | rappresentanti agiscono da tramite
con funzione di collegamento bi-direzionale per informazione e dialogo. Le attivita di
rappresentanza sono ricercate tramite un processo di consultazione. Le SMI sono sviluppate,
revisionate e aggiornate tramite un ampio processo di consultazione.

Assicurazione di qualita

La NHS Evidence ha accreditato la procedura usata dai SMI Working Groups per produrre le
SMI. L’accreditamento € applicabile a tutte le linee guida emesse dall’Ottobre 2009. La
procedura per losviluppo 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

# 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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attivita tutti i laboratori di microbiologia clinica e di sanita pubblica del Regno Unito. Le SMI
accreditate dal NICE e rappresentano gli standard minimi di attivita, e neppure il piu alto livello
di complesse indagini di laboratorio. 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 da 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 che i
risultati siano 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 dei dati sensibili

La PHE & un’organizzazione che condivide le direttive Caldicott. Cid 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.lhttps://www.gov.uk/
government/organisations/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 €& 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

Citazione suggerita per questo documento

Public Health England. (2016). Detection of bacteria with carbapenem-hydrolysing
B-lactamases (carbapenemases). UK Standards for Microbiology Investigations. B 60
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Scopo del Documento

Tipo di campione

I campioni di screening includono feci, tamponi rettali o peri-rettali, tutti i campioni clinici quali
sangue, ferite o urine.

Questa SMI fornisce raccomandazioni sullo screening per la ricerca delle carmapenemasi ([3-
lattamasi che idrolizzano ii carbapenemi). Questa SMI trattera esclusivamente le
carbapenemasi acquisite. Deve essere consultato tenendo anche conto di tutta la
documentazione locale e di quella della PHE presente nell’Acute trust toolkit for the early
detection, management and control of carbapenemase-producing, disponibile sul sito
www.gov.uk/government/uploads/system/uploads/attachment _data/file/329227/Acute_trust to

olkit for the early detection.pdf.

Questa SMI deve essere usata con le altre SMI

1 Introduzione

Il termine carbapenemasi & usato per indicare qualsiasi B-lattamasi che idrolizza i
carbapenemi, cioé alcune o tutte fra le molecole di doripenem, ertapenem, imipenem e
meropenem. Questi carbapenemi sono farmaci antimicrobici di ultima generazione e sono
fondamentali per la prevenzione e il trattamento delle infezioni nosocomiali con comportano
rischio di sopravvivenza. L'impatto clinico & correlato al fatto che molte carbapenemasi
conferiscono resistenza o ridotta sensibilita a tutti o quasi tutti i componenti della classe dei 3-
lattamici, non solamente ai carbapenemi.

Le carbapenemasi sono intrinseche (si trovano in modo naturale) in alcuni batteri
d'importanza clinica, come Stenotrophomonas maltophilia, Aeromonas sp., e
chryseobacteria', tra questi Elizabethkingia meningoseptica. Acinetobacter baumannii
possiede anche il gene di una carbapenemasi intrinseca (OXA-51-like), ma questa conferisce
ridotta sensibilita o resistenza ai carbapenemi solo quando la sua espressione € sovra
regolata nel corso della riorganizzazione genetica.

Inoltre, la non suscettibilitd o resistenza a specifici carbapenemi & una caratteristica intrinseca
di alcuni batteri Gram-negativi: fra questi, la maggior parte dei non-fermentanti sono
naturalmente resistenti a ertapenem (ma non ad altri carbapenemi), Serratia sp. e Pretaeae
hanno sensibilita intrinseca scarsa o basso livello di resistenza a imipenem (ma non ad altri
carbapenemi)..

Questo documento pone particolare attenzione alle carbapenemasi acquisite. Un’accurata
Identificazione dei batteri a livello di genere o specie consente ai laboratori di riconoscere i
produttori di carbapenemasi intrinseche sopra specificati.

Carbapenemasi acquisite

Le carbapenemasi acquisite sono diverse (consultare
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/projects/pathogens/submit_beta lactamase) e includono i
componenti di tre delle quattro famiglie delle B-lattamasi'-3. Queste sono di seguito
specificate.

Enzimi di classe A: Alcuni di questi enzimi sono codificati nei cromosomi (NMC-A, SME, e
IMI-1) e altri sono spesso codificati da plasmidi (KPC, IMI-2, alcune varianti GES, e i loro
derivati), ma tutti questi enzimi idrolizzano i carbapenemi in modo efficace e sono
parzialmente inibiti dall’acido clavulanico’. Le carbapenemasi piu diffuse in questa classe
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sono gli enzimi KPC (con le varianti piu diffuse KPC-2 e KPC-3), che sono ora endemiche in
parte degli Stati Uniti, Grecia, Italia, Israele e Cina, e sono sempre piu riscontrate altrove,
anche nel RU2356_ Altre carbapenemasi di classe A, di riscontro meno frequente includono
alcuni tipi di GES (in particolare GES-5), IMI/NMC-A (in Enterobacter), e le SME (in Serratia).

Enzimi di classe B: noti anche come metallo-B-lattamasi (MBL) o ‘metallo-
carbapenemasi’’-3. Questi sono fondamentalmente diversi da tutte le altre B-lattamasi, perché
richiedono ioni di zinco nel sito attivo per la loro attivitd. Possono pertanto essere inattivati da
chelanti di ioni metallici, come 'EDTAS. Le famiglie principali delle MBL isolate nel Regno
Unito appartengono a NDM, VIM e, meno comunemente, ai tipi IMP. Altre includono enzimi
AIM, GIM, SIM, che al momento della stesura di questo documento non sono ancora stati
individuati nel RU. DIM-1 e SPM-1, sono stati entrambi riscontrati nel RU in singoli isolati di P.
aeruginosa.

Enzimi di classe D: Questa categoria comprende molte (>400) B-lactamasi di tipo diverso,
alcune dei quali sono delle carbapenemasi’-3.2.10, Le carbapenemasi importanti all'interno
della famiglia sono OXA-23, -40, -51 e -58 e le loro varianti da specie Acinetobacter, OXA-48
(identificata per lo piu nei paesi Mediterranei ed Europei e in India ) ed enzimi correlati nelle
Enterobacteriaceae, altri tipi piu rari, che idrolizzano i carbapenemi, includono OXA-198 nelle
specie Pseudomonas.

Molte carbapenemasi acquisite sono plasmide-mediate (specialmente quando sono
riscontrate nelle Enterobacteriaceae), fornendo possibilita di diffusione tra ceppi, specie e
generi.

Le carbapemasi non rappresentano l'unico meccanismo di resistenza acquisita ai
carbapenemi, ma sono le piu importanti, nell’ottica della salute pubblica. Altri meccanismi
comprendono:

le Enterobacteriaceae con ESBL o enzimi AmpC che possono perdere le porine della
membrana esterna (tramite mutazioni o altre disfunzioni nei geni cromosomici), riducendo
I'ingresso del carbapenemico’!. Diversamente dalle carbapenemasi, questi meccanismi di
resistenza associati ai carbapenemi non sono trasferibili tra i ceppi (anche se potrebbe
esserci il contributo delle ESBL) e le porine mutanti deficitarie potrebbero avere efficienza
ridotta con minor capacita di diffusione nelle strutture sanitarie. Questo meccanismo & piu
spesso riscontrato in Enterobacter spp. e Klebsiella spp., ma si manifesta anche in E. coli e in
altri generi. Interessa in modo piu spiccato I'ertapenem; gli isolati possono conservare la
sensibilita verso gli altri carbapenemi a concentrazioni di breakpoint, ma spesso mostrano un
certo grado di sensibilita ridotta o resistenza, in relazione alla concentrazione di ESBL / attivita
AmpC e alla natura esatta della lesione(i) delle porine.

Per P. aeruginosa, la perdita della porina OprD ¢ la pit comune modalita di resistenza ai
carbapenemi e gli isolati sono solo resistenti a imipenem, ma non agli altri B-lattamici dotati di
questo meccanismo d’azione. Nelle P. aeruginosa, meropenem, diversamente da imipenem,
é influenzato anche da un efflusso aumentato’2. La maggior parte degli isolati di P.
aeruginosa resistenti sia ad imipenem che a meropenem avranno entrambi questi meccanismi
mutazionali (forse anche con AmpC derepresso), piuttosto che una carbapenemasi.

Sono stati prospettati meccanismi non carbapenemasici per Acinetobacter, ma si pud
ipotizzare la mancata individuazione di deboli carbapenemasi OXA e non la loro assenza.
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Tabella 1. Classificazione delle carbapenemasi per attivita e microrganismi

Tipo-Enzima Classificazione Spettro attivita Microrganismo(i)
secondo Ambler
KPC A Tutti i B-lattamici Enterobacteriaceae
P. aeruginosa
A baumannii

SME A Carbapenemi e aztreonam, ma non | S. marcescens
cefalosporine di 3°/4° G

NMC-A A Carbapenemi e aztreonam, ma non | Enterobacter spp.

iMI cefalosporine di 3°/4° G

GES A Dipende dalla variante dell'enzima. P. aeruginosa e
Alcune sono ESBL, altre quali Enterobacteriaceae
GES-5 sono carbapenemasi

IMP B (metallo-f- Tutti i B-lattamici tranne Pseudomonas spp.

VIM lattamases) monobattami (aztreonam) Acinetobacter spp.

NDM Enterobacteriaceae

AlIM, GIM, SIM,

(non ancora

rilevate nel RU

DIM, SPM

OXA D Carbapenemi (notare che molti A. baumannii,
enzimi OXA NON sono Enterobaceriaceae
carbapenemasi) e rare P. aeruginosa

Nota: Tuttii tipi di enzimi in grassetto rappresentano le 5 principali famiglie di
carbapenemasi presenti nel RU, le cosiddette 'big

Le carbapenemasi sono clinicamente importanti perché distruggono e cosi possono
conferire resistenza ai carbapenemi (e di solito alla maggior parte degli altri -lattamici). Il
ritardato riconoscimento e il trattamento inadeguato delle infezioni gravi causate da
produttori di carbapenemasi sono associati a un aumento mortalita’3. Molti produttori sono
multi-resistenti ai non-B-lattamici compresi chinoloni e aminoglicosidi.

Un semplice risultato ‘Carbapenemasi: Presente o Assente’ & un risultato sufficiente per la
maggior parte dei laboratori diagnostici e per i gruppi di prevenzione e controllo delle
infezioni; gli isolati positivi devono essere inviati per successive indagini. Tutti i
carbapenemi sono substrati per tutte le carbapenemasi, ma la resistenza & spesso di
basso livello, complicando il loro rilievo e l'interpretazione.

Gli intervalli di MIC dei carbapenemi per Enterobacteriaceae che producono ciascuna
delle 'principali cinque' carbapenemasi (KPC, OXA-48, IMP, NDM e VIM) si estendono da
valori al di sotto del breakpoint a resistenza di elevato livello e, quando associato a diversi
tipi di carbapenemasi, cio significa che poche, se non alcuna delle strategie, sono affidabili
per rilevare tutti i produttori carbapenemasi. Tuttavia, per la maggior parte dei batteri che
producono carbapenemasi le MIC dei carbapenemi saranno superiori ai valori del cut-off
epidemiologico (ECOFF) definiti da EUCAST, anche se alcuni isolati non sono
clinicamente resistenti (cioé le MIC rimangono uguali o inferiori ai breakpoint clinici). Gli
ECOFF segnalano il limite della popolazione wild-type tramite una definizione statistica, e
gli isolati con MIC piu elevate/diametri di zona inferiori, rappresentano isolati non-wild-

type.

Quando si ricercano le carbapenemasi, i laboratori clinici dovrebbero avere un alto indice
di attenzione e considerare due fattori che generano confusione:

a non tutti gli isolati resistenti ai carbapenemici producono una carbapenemasi (la
resistenza puo essere mediata da altri meccanismi, come ad esempio la
combinazione di ESBL/ AmpC piu impermeabilita, come specificato in
precedenza).
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b  non tutti i produttori di carbapenemasi sono resistenti ai carbapenemi.

Il livello (o 'assenza) di resistenza ai carbapenemi posta in evidenza da alcuni produttori
di carbapenemasi € una vera causa di preoccupazione. Le MIC piu elevate si osservano
quando i produttori sono privi anche di importanti porine, ma cio indica il rischio potenziale
che i geni della carbapenemasi diffondano inosservati tra ceppi normalmente permeabili.
Questa preoccupazione &€ molto elevata con gli enzimi tipo OXA-48 nelle
Enterobacteriaceae, che possono presentare livelli molto bassi di resistenza ai
carbapenemi, in assenza di resistenza crociata con le cefalosporine. Gli enzimi KPC e
MBL tendono a conferire maggiori effetti sul profilo della resistenza del ceppo ospite.

Visione generale della strategia per il riconoscimento di
potenziali produttori di carbapenemasi

Gli obiettivi sono rivolti a riconoscere in modo efficace tutti i produttori di carbapenemasi;
e (distinguerli dai ceppi che sono resistenti ai carbapenemi in virtu di altri meccanismi.

A fronte della diversita della tipologia degli enzimi, della considerevole variazione nei
livelli di resistenza fenotipica al carbapenem (ad esempio nelle valutazioni MIC), e della
complessita della resistenza ai carbapenemi non mediata dalle carbapenemasi, non
esiste un metodo universalmente applicabile in grado di realizzare quest’obiettivo.

L’indicatore ideale per i carbapenemi & uno a cui tutte le carbapenemasi conferiscono
resistenza, anche quando la loro produzione € scarsa. Nessun singolo carbapenemico
soddisfa questo criterio per tutte le specie ospite (Enterobacteriaceae e non fermentanti).

Il consiglio piu appropriato per il personale di laboratorio & quello di assumere un elevato
indice di sospetto quando si riscontrano ridotta sensibilita

(vedi figura 1) e gli isolati sospetti dovrebbero essere sottoposti a test di conferma a
livello locale o in un laboratorio specializzato o di riferimento (consultare paragrafo 4.9)

Figura 1. Problema del riconoscimento dei batteri produttori di carbapenemasi

%cmalnh Problema del riconoscimento dei
England batteri produttoni di Carbapenemase

Tipo szelvaggio Carbapenemase
-— —

ESELsAmMpC4+perdita porine
o wera Carbapenemase
—

025 Carbapenem WIC

» Basato sull’esperienza dell’ operatore soggettivo-algoritmo computerkzzato:soarsa specifioitd

- Pelatiwa probabiliti di exsere carbapememasi produtbonic £ C00= KOS a0 = ERLDaTer S0E
- Mecessita di un elewato indice di zospeito: prove sapplementasi edo invio a Laboratorio di Riderimento

Per cortesia del Professor Neil Woodford, Public Health England.

1.1 lIsolati colturali di Enterobacteriaceae

In teoria, tutti gli isolati clinicamente significativi di Enterobacteriaceae dovrebbero essere
saggiati contro un carbapenemico perché nel RU si vuole aumentare la conoscenza della
distribuzione nazionale dei produttori di carbapenemasi. La ricerca minima dovrebbe
includere:
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a isolati da pazienti e ambienti ad ‘alto rischio' secondo le attuali linee guida
nazionali, quando le informazioni di rilievo sono state fornite al laboratorio sul
modulo di richiesta che accompagna il campione; e

b  qualsiasi isolato trovato spiccatamente resistente al co-clavulanico

Al momento della scrittura del documento, i criteri sono: i pazienti che sono stati degenti in un
ospedale all'estero o in un ospedale nel RU noto per avere problemi con la diffusione di CPE
o pazienti noti per essere stati in precedenza colonizzati o infettati da CPE.

Questa SMI approva la raccomandazione del’European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST) di utilizzare meropenem come indicatore dei carbapenemi in
quanto offre il miglior compromesso tra sensibilita e specificita’4. Sebbene ertapenem abbia
una maggiore sensibilita, non & raccomandato perché dotato di scarsa specificita per i
produttori di carbapenemasi. Anche il faropenem & stato segnalato di possedere una buona
sensibi!ié%per la rilevazione dei produttori carbapenemasi e sono commercialmente disponibili
i dischi?>.16,

Sugli isolati riscontrati resistenti o che hanno evidenziato ridotta suscettibilita al
carbapenemico indicatore, effettuare test di conferma per carbapenemasi (consultare le
indicazioni della tabella 3).

L'identificazione a livello di genere/specie & particolarmente auspicabile per l'interpretazione
dei profili di resistenza. Identificare tutti gli isolati che sono risultati resistenti al carbapenemico
indicatore per garantire che una ridotta sensibilita o resistenza al carbapenemico testato non
sia una caratteristica intrinseca.

Considerare se l'isolato deve essere inviato al laboratorio di riferimento (sezione 4.9).

Tabella 2. Valori soglia EUCAST consigliati nello screening per il possibile riconoscimento di
CPE"4,

Carbapenem MIC (mg/L) Diametro zona
Meropenem? >0.12 <25 P°
Imipenemd >1 <23
Ertapenem® >0.12 <25

®Meropenem offre il miglior compromesso tra sensibilita e specificita in termini di rilevazione dei produttori
delle carbapenemasi

®In alcuni casi i diametri per OXA-48-produttori sono fino a 26mm, quindi <27 millimetri puo essere
utilizzato come soglia di screening nei paesi dove OXA-48 &€ endemica, ma a scapito di una ridotta
specificita

CPE con enzimi OXA-48-simili sono incontrate abbastanza frequentemente dai laboratori del RU per
giustificare I'uso della soglia per meropenem < 27 millimetri

Imipenem non & raccomandato per uso come singolo di test di screening perché & relativamente mediocre nel
separare i microrganismi wild-type dai produttori di carbapenemasi.

° Ertapenem mostra elevata sensibilita, ma bassa specificita in termini di rilevazione di produttori delle
carbapenemasi, e quindi non & raccomandato per uso di routine. Tuttavia, ertapenem puod essere
utilizzato per il rilevamento di situazioni specifiche, come ad esempio nelle indagini di un focolaio noto per
essere stato causato da un microrganismo resistente a ertapenem, ma che sembra essere suscettibile al
meropenem con il metodo del test di screening utilizzato, o dove é richiesta una maggiore sensibilita. Un
altro inconveniente con l'uso di ertapenem ¢ relativa al costo..

Nota: Per consentire il rilievo di CPE nel RUalcuni laboratori usano ancora la linea guida
BSAC, che specifica il meropenem (disco di 10 mcg) e diametro della zona soglia di 32
millimetri (superiore al breakpoint di sensibilita di 27 millimetri del’lEUCAST). Questi laboratori
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saranno invitati dalla BSAC a passare alla metodologia EUCAST una volta che le linee guida
BSAC cesseranno 7.

Screening di campioni di feci o di tamponi rettali per
Enterobacteriaceae che producono carbapenemasi (CPE)

Non esiste un metodo di ‘riferimento’ per la rilevazione delle CPE in campioni di feci o tamponi
rettali, ma sono stati proposti una serie di diversi terreni di coltura'8-33, Sono disponibili in
commercio diversi terreni cromogeni progettati per l'isolamento delle Enterobacteriaceae
resistenti ai carbapenemi e per i produttori di carbapenemasi, inclusi quelli che producono
enzimi OXA-48-simili21-26,

Questi terreni contengono antimicrobici per inibire la crescita di altri microrganismi e marcatori
biochimici per differenziare specie o gruppi di specie che utilizzano substrati cromogeni o
carboidrati fermentabili con un indicatore di pH. La loro esatta composizione spesso non &
specificata. A causa della mancanza di studi pubblicati, non & possibile fornire
raccomandazioni concrete per utilizzare (o evitare) specifici terreni cromogeni commerciali,
una revisione della letteratura pubblicata pud aiutare il personale di laboratorio a fare una
scelta informata.

L’Appendice 2 documenta gli studi bibliografici che coinvolgono questi terreni che sono stati
pubblicati sia in formato cartaceo oppure on-line in lingua inglese fino al 2014. | lettori sono
invitati a essere cauti nell'interpretazione dei risultati dello studio. In tutte queste pubblicazioni,
il calcolo della sensibilita e della specificita si basa sul presupposto che tutti gli isolati di
Enterobacteriaceae produttrici di carbapenemasi (CPE) siano rilevati correttamente da
almeno uno dei metodi in valutazione - anche se attualmente cid potrebbe non essere vero.
Le prestazioni di un particolare metodo possono anche essere incrementate se comparato
esclusivamente a un metodo di scarsa qualita. Infine, la maggior parte degli studi sono
eseguiti in un’unica sede dove pud essere predominante un singolo tipo di carbapenemasi, e i
diversi terreni possono mostrare prestazioni diverse in localita geografiche diverse. E'
probabile che la maggior parte dei metodi siano stati ottimizzati per carbapenemasi KPC, in
guanto queste predominano in alcune delle maggiori aree di consumo.

Alcuni terreni cromogeni disponibili in commercio sono stati progettati specificamente per
l'isolamento delle Enterobacteriaceae resistenti ai carbapenemi. Tali terreni hanno
generalmente mostrato buone prestazioni se confrontati con le preparazioni in-house di agar
MacConkey contenente imipenem (o MacConkey con dischi di carbapenemici)'8-20, Altri
hanno dimostrato che gli isolati produttori di CPE con basse MIC dei carbapenemici (per
esempio, < 2 mg / L di meropenem) possono non crescere su alcuni terreni cromogeni2i-24, ||
rilevamento degli isolati con enzimi OXA-48-simili pud essere problematico (ridotta sensibilita)
e alcuni agar sono stati progettati appositamente per il loro rilievo.

E’ probabile che i terreni cromogeni sviluppati per la rilevazione dei produttori di ESBL siano
dotati di scarsa specificita, quando usati per lo screening delle CPE, in particolare nelle zone
in cui i produttori di ESBL sono frequenti e nessun vantaggio é stato ancora dimostrato negli
studi sui campioni clinici21.24-29,

Ad esempio, nelle linee guida dei Centers for Disease Control sono stati consigliati brodi di
arricchimento contenenti carbapenemi34. Tuttavia, I'attuale limitata evidenza suggerisce una
prestazione inferiore agli agar cromogeni disponibili in commercio con I'ulteriore svantaggio
della richiesta di un giorno in piu per ottenere le colonie per le prove successive24-29,

A causa delle limitate prove disponibili si consiglia di utilizzare agar cromogeno commerciale
selettivo se i campioni di feci o tamponi rettali richiedono lo screening per CPE. Una
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combinazione di due agar cromogeni pud essere necessaria per offrire la massima
sensibilita25-26,

Se per ragioni economiche locali si sceglie un metodo alternativo, per esempio, MacConkey o
CLED agar con un disco di carbapenemico, questo deve essere validato localmente e il
terreno e i criteri interpretativi applicati devono dimostrare prestazioni almeno equivalenti alla
semina su agar commerciale specificatamente raccomandato per questo scopo. E essenziale
che le colonie sospette siano poi sottoposte ai test di conferma di seguito descritti.

Isolamento colturale di non fermentanti

Le carbapenemasi acquisite sono riscontrate anche in Acinetobacter sp, Pseudomonas sp
(piu frequentemente, anche se non esclusivamente in P. aeruginosa) e in altri microrganismi
non fermentanti?-3.9,

Saggiare imipenem, meropenem o doripenem verso tutti gli isolati clinicamente significativi.
Non utilizzare ertapenem perché queste specie sono intrinsecamente resistenti a questo
carbapenemo.

Si consiglia vivamente l'identificazione a livello di genere/specie per l'interpretazione dei profili
di resistenza. ldentificare tutti gli isolati riscontrati resistenti almeno a livello di genere a
qualsiasi indicatore carbapenemico, per garantire che la ridotta sensibilita o resistenza non sia
una caratteristica intrinseca. Identificare a livello di specie, se il genere non & noto per la
produzione di carbapenemasi intrinseche.

Specie Acinetobacter resistenti ai carbapenemi: Gliisolati possono di solito essere
segnalati come probabili produttori di OXA-carbapenemasi senza prove supplementari, tranne
nel caso in cui il paziente sia stato recentemente ricoverato in ospedale all'estero (ad
esempio, in Medio-Oriente o subcontinente indiano), nel qual caso deve essere ricercata la
sinergia imipenem-EDTA per escludere la presenza di un metallo-enzima.

Una forte sinergia EDTA (> = 8 volte) correla bene con la produzione di MBL nelle specie
Acinetobacter, sebbene molti produttori di OXA carbapenemasi mostrino una piu debole falsa
sinergia, probabilmente perché gli ioni metallici sono necessari per mantenere alcuni enzimi
Oxa in conformazione attiva.

Specie Pseudomonas resistente ai Carbapenemi: isolati resistenti esclusivamente ai
carbapenemi indicano resistenza mutazionale e non devono essere ulteriormente indagati.
Tuttavia, gli isolati resistenti a tutti i carbapenemi importanti (quali, imipenem, meropenem e
doripenem) e co-clavulanico (e di solito ceftazidime) dovrebbero essere saggiati in caso di
forte (> = 8 volte) sinergia imipenem-EDTA. | positivi richiedono indagini successive. La
sinergia 'MBL' falsa positiva € frequente e probabilmente riflette gli effetti di disorganizzante
causati dal’EDTA sulla membrana esterna di alcuni ceppi.

La sensibilita ad aztreonam associata alla resistenza ai carbapenemi e altri B-lattamici
esprime il 'classico' fenotipo MBL, ma molti produttori di MBL sono resistenti all'aztreonam
perché dotati di meccanismi addizionali, cid indica che non sempre il modello 'classico’ &
riscontrato. Si deve notare che, anche se la resistenza ai carbapenemi &€ molto frequente negli
isolati da pazienti affetti da fibrosi cistica, le carbapenemasi acquisite sono rare in questo
gruppo di pazienti35.

Gli enzimi KPC sono stati riscontrati in A. baumannii in America Centrale, e in P. aeruginosa
in Centro e Sud America, Stati Uniti, Cina, e nei Caraibi, anche se non in Europa, al momento
della pubbicazione36-41. L’enzima GES-5 ¢ stato riscontrato anche in P. aeruginosa e in pochi
isolati nel RU; I'enzima di classe D, OXA-181 & stato riscontrato in un solo isolato di P.
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aeruginosa e dal UK (AMRHAI Reference Unit, PHE dati non pubblicati). Attualmente non &
possibile raccomandare criteri fenotipici sensibili e specifici per dedurre la presenza di queste
non-metallo-carbapenemasi nei non-fermentanti.

Considerare se l'isolato deve essere inviato ad un laboratorio di riferimento (paragrafo 4.9).

Test di conferma per carbapenemasi: metodi di inibizione
Quando eseguire il test di conferma per la produzione carbapenemasi:
| laboratori devono intraprendere ulteriori esami se:
¢ il diametro della zona intorno al disco di carbapenemico indicatore indica non
sensibilita
¢ |e colonie di colore appropriato crescono su ogni agar reperibile in commercio per
rilevare i batteri resistenti ai carbapenemi

o | sistemi automatizzati segnalano la non sensibilita a qualsiasi carbapenemico,
indipendentemente dalla interpretazione esperta fornita (tranne che non sia giustificata
da una resistenza intrinseca)

e i test fenotipici o molecolari in-house o commerciali producono un ‘segnale’ positivo
o (liisolati resistenti a co-clavulanico, se non & stato eseguito il test per carbapenemi

Gli isolati di Enterobacteriaceae resistenti al carbapenemico indicatore secondo breakpoint
clinico o positive secondo i criteri di screening EUCAST (consultare sezione 4.7) dovrebbero
essere sottoposte a test di conferma. Molti di questi dipendono dalla dimostrazione della
sinergia tra un carbapenemico indicatore e vari inibitori delle B-lattamasi.

Sinergia € definita da un significativo aumento (> 5 mm) del diametro della zona di inibizione
intorno al carbapenemico o dalla significativa riduzione (=8 volte) della MIC del
carbapenemico in presenza dell'inibitore. La sinergia € ricercata utilizzando metodi in-house o
disponibili in commercio (compresi i test con dischi di combinazione, test con gradiente o
sistemi automatizzati).

Tabella 3. Interpretazione dei test fenotipici a base di inibitori

Sinergia riscontata come aumento nel diametro di| Temocillin
Meccanismi resistenza | zona (mm) con 10pg meropenem disco/tavolette | MIC >64mg/L o zona
Carbapenem diametro <11mm

attorno al disco di
DPA/EDTA | APBA/PBA | DPA+APBA| cLx | 30Mg
MBL + - - - Variabile®
KPC - + - - Variabile?
b . . . .
MBL + KPC Variabile Variabile + - Variabile®
Simile-OXA 48 - - } N Si
AmpC + perdita porine - + - + Variabile®
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ESBL + perdita porine - - - - No

DPA = acido dipicolinico, EDTA = acido etilendiaminotetraacetico, APBA = acido amminofenil boronico, PBA
= acido fenilboronico, CLX = cloxacillina

® Test di sensibilita alla temocillina consigliato solo nei casi in cui non si & rilevata alcuna sinergia, al fine di
distinguere tra ESBL + perdita di porine ed enzimi simil-OXA-48. Quando sono presenti altri enzimi la
sensibilita & variabile e non fornisce alcuna ulteriore indicazione della B-lattamasi presente.

°E’ disponibile una segnalazione in cui si sostiene I'uso di compresse commerciali contenenti doppi inibitori
(DPA o EDTA piu APBA o PBA). Questa combinazione conferisce resistenza ad alto livello ai carbapenemi
ed & rara fuori dalla Grecia.

La tabella 3 illustra i profili fenotipici ‘classici, ma nei Gram negativi di provenienza clinica
stanno divenendo sempre piu complessi e i meccanismi di co-resistenza producono
eccezioni. E’ in progressivo aumento la richiesta di metodi molecolari per ricercare e
identificare ogni tipo di carbapenemasi presente. In particolare, molti isolati con MBL sono
resistenti ad aztreonam consentendo la coproduzione di ESBL o AmpC, e per lo stesso
motivo, molti con enzimi OXA-48-simili sono resistenti alle cefalosporine.

| test di sinergia sono piu efficaci per i microrganismi appartenenti alle Enterobacteriaceae.

Sebbene i test di sinergia EDTA/acido dipicolinico possano essere utili per i non-fermentanti,
questi possono fornire un’elevata percentuale di risultati falsi positivi per questi microrganismi.

EUCAST e CLSI sostengono che le prove supplementari di conferma per la produzione di
carbapenemasi non sono necessarie per la gestione del singolo paziente; I'unico test
necessarioé la determinazione della MIC sia mediante I'agar o brodo diluizione o con 'uso di
metodi su striscia con gradiente3:42.

Il rischio di una diffusione progressiva puo variare in funzione dei soggiacenti meccanismi di
resistenza o delle loro combinazioni. Pertanto, EUCAST e CLSI sostengono I'importanza delle
prove supplementari per la prevenzione dell’infezione e per scopi di controllo, e per le ricerche
epidemiologiche locali.

La resistenza ai cabapenemici pud essere rilevata mediante I'utilizzo software collegati a
sistemi automatici o semi-automatici che deducono e segnalano la presenza di
carbapenemasi sebbene questa abilita sia variabile soprattutto nel caso di enzimi tipo OXA-
48.42, Per questo motivo, i meccanismi di resistenza suggeriti dagli algoritmi interpretativi
devono essere valutati con cautela; alcuni suggeriscono la potenziale produzione di
carbapenemasi da ogni isolato carbapenemico-resistente (buona sensibilita e scarsa
specificita) mentre altri tentano di differenziare i veri produttori di carbapenemasi da quelli
provvisti di altri meccanismi, il che riduce la loro sensibilita. Gli studi su isolati dotati di
carbapenemasi KPC indicano una scarsa concordanza fra i risultati delle MIC Etest e il
Vitek5.41.42,

Test di Conferma per Carbapenemasi: altri metodi
Per il rilievo delle carbapenemasi sono stati considerati altri saggi. Questi comprendono:

Test modificato di Hodge Test (MHT) o ‘Test Cloverleaf’: si tratta di un dosaggio biologico
per valutare la capacita di un ceppo di idrolizzare i carbapenemi, come stimato
dall'identificazione delle aree di inibizione di un ceppo indicatore di E. coli. La massima
sensibilita puod essere ottenuta usando dischetti con 10 pg di ETP, IPM e MEM, tuttavia la
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valutazione della prova € di tipo soggettivo e non &€ raccomandata nella routine di un
laboratorio clinico in quanto i risultati sono difficili da interpretare e il test manca di specificita
(in modo particolare con i produttori di AmpC, che forniscono risultati debolmente positivi). Si
sono espressi dubbi sulla sua sensibilita, perché alcuni produttori noti di carbapenemasi
hanno espresso ripetutamente risultati negativi’4.43.

Figura 2. Esempio di test di Hodge Modificato MHT) o test a trifoglio

Alla cortesia del Professor Neil Woodford, Public Health England.

Test Acidometrico: Questo si basa sul test acidometrico classico della penicillinasi e ha un
endpoint colorimetrico (quando l'indicatore dei carbapenemi viene idrolizzato). Questo € stato
segnalato per la sua capacita nella rilevazione delle carbapenemasi nelle Enterobacteriaceae
e Pseudomonas spp.43-46. Sono disponibili confezioni commerciali del test4?.

La prova ha molteplici vantaggi - & relativamente economica , rapida, riproducibile, ed &
segnalata per essere molto sensibile e specifica. Richiede la pre-incubazione di un
carbapenemico con il microrganismo da saggiare, e pu0 essere completata in meno di 2 ore.
In commercio sono disponibili test che possono fornire risultato 'Sl/ No'. Saggiando i
carbapenemici da soli o in presenza di inibitori, i kit in-house consentono di assegnare
I'appropriata classe di B-lattamasi (classe A, B o D). La maggior parte delle evidenze
pubblicate sono fornite dal centro in cui & stato sviluppato. E’ stato raccomandato come
metodo diagnostico dal CLSI (Clinical & Laboratory Standards Institute). Rimangono dubbi
sulla 'facilita d'uso’, potenziale di interpretazione soggettiva, sua sensibilita rispetto a tutti i tipi
di carbapenemasi e specificita rispetto a isolati con grandi quantita di enzimi AmpC. In alcuni
studi, il test ha una sensibilita pit ridotta per CPE con carbapenemasi OXA-48 simili48-50,

Il test acidometrico & stato validato con colonie batteriche cresciute su piastre di agar Mueller-
Hinton, agar sangue, trypticase soy agar, e i terreni di screening piu selettivi utilizzati per il
controllo dei produttori di carbapenemasi. Tuttavia, questo test non puo essere effettuato con
colonie batteriche cresciute su piastre Drigalski o agar MacConkey43:44,
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Adattato dal sito web dei CDC (http://wwwnc.cdc.gov/eid/article/18/9/12-0355-f1) e Dortet44.

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

TOF): Questo strumento ha disponibilita in progressivo aumento nei laboratori diagnostici, il
MALDI-ToF offre la potenziale possibilita di rilevare produzione di carbapenasi®™ . Il saggio
rileva i cambiamenti di massa conseguenti all’idrolisi delle molecole di un carbapenemico.
Questo saggio richiede la pre-incubazione di un carbapenemico con il microrganismo in
esame, e puod essere completato in meno di 2 ore. Il risultato fornito & di tipo ‘Si/ No, ma &
richiesta la sua validazione prima di essere raccomandato come metodo diagnostico per
determinare la sensibilita vs tutti i tipi di carbapenemasi e la sua specificita vs. gli isolati
produttori di elevate quantita di enzimi AmpC. Questo saggio non & ancora commercialmente
disponibile ma ¢ in fase di sviluppo.

Saggi molecolari: In letteratura sono descritti numerosi saggi che utilizzano la PCR o
LAMP (Loop mediated isothermal amplification), in formato singolo o multiplo%6-61. Alcuni sono
commercialmente disponibili. Molti sono adatti sia per lo screening di colonizzazione (cio€,
utilizzando tamponi rettali) che per la conferma di carbapenemasi nelle colonie batteriche.
Variano nelle loro finalita (cio€, ambito dei geni ricercati) e possibilita di modifica rispetto alle
esigenze dell’'utilizzatore. La PCR ¢ stata utilizzata con successo per il riconoscimento di geni
codificanti carbapenemasi singoli 0 multipli direttamente da campioni clinici o di
screening19.27.58,62 Evidenti vantaggi includono una maggiore velocita di riscontro e sensibilita
potenzialmente superiore a quella offerta dalla coltura2’. Gli svantaggi includono un costo
maggiore per i campioni da processare e la richiesta di attrezzature specializzate e/o
esperienza e per questi motivi i saggi molecolari potrebbero essere considerati costosi in
alcune strutture.

Sono pure commercialmente disponibili DNA micro-array per rilevare e differenziare le ‘big
five’ carbapenemasi®*®’.

Alcuni sistemi commerciali forniscono un risultato 'Si / No', mentre altri identificano il tipo
carbapenemasi (KPC, OXA-48, IMP, NDM o VIM). | test molecolari sono I'unico mezzo
affidabile per rilevare la produzione di carbapenemasi multiple da un isolato.

I metodi molecolari non identificano i produttori di rare o nuove carbapenemasi (a differenza,
ad esempio, di un test che rileva l'idrolisi dei carbapenemi), € non forniscono informazioni
sulle specie ospite se eseguito direttamente su campioni clinici; sarebbe necessaria la coltura
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dei campioni positivi per ottenere il produttore di carbapenemasi per i test di sensibilita e
identificazione 4.

| saggi molecolari commerciali offrono un mezzo affidabile per rilevare i batteri con le
carbapenemasi clinicamente piu significative, in particolare dei tipi KPC, NDM e VIM. La
disponibilita di alcuni test & stata ampliata per rilevare gli OXA-181 produttori e quindi ottenere
il massimo della sensibilitd per carbapenemasi OXA-48-simili. La scelta dipende in ultima
analisi dalla copertura genetica preferita, volume di lavoro previsto, costi, e capacita di
inserimento nei flussi di lavoro locali.

Controlli per i test delle Carbapenemasi

Il controllo di qualita dei dischetti utilizzati nello screening primario dei carbapenemi deve
essere conforme agli standard BSAC o alle raccomandazioni CLSI.

I controlli positivi devono essere utilizzati per garantire le prestazioni dei saggi di conferma
delle carbapenemasi. Sono disponibili presso la NCTC numerosi ceppi produttori di
carbapenemasi note. (https://www.phe-
culturecollections.org.uk/media/63614/m01520130827v4_antimicrobresmech-a4.pdf).

In alternativa, alcuni ceppi produttori di carbapenemasi possono essere ottenuti da altri
produttori.

Tabella 4. Ceppi di controllo di produttori di carbapenemasi disponibili presso la NCTC

Classe A Carbapenemasi

Microrganismo NCTC ceppo di Caratteristiche
riferimento
Klebsiella pneumoniae NCTC 13438 Membro del clone internazionale

ST258 che produce
carbapenemasi KPC-3

Classe B Carbapenemasi (Metallo-B-lattamasi)

Microrganismo NCTC ceppo riferimento | Caratteristiche
Pseudomonas aeruginosa | NCTC 13437 VIM-10; VEB-1
Klebsiella pneumoniae NCTC 13439 VIM-1; QnrS1 (ceppo epidemico)
Klebsiella pneumoniae NCTC 13440 VIM-1; QnrS1 (sporadico)
Klebsiella pneumoniae NCTC 13443 [\lNeSvM[3$;hi Metallo-B-lactamasi
Escherichia coli NCTC 13476 IMP-tipo (non sequenziato)
Class D Carbapenemasi (OXA carbapenemasi)
Microrganismo NCTC ceppo riferimento | Caratteristiche
Acinetobacter baumannii NCTC 13301 OXA-23 (anche con OXA-51-
simile)

: N NCTC 13302 OXA-25 (OXA-24/40-simile)

Acinetobacter baumannii (anche con OXA-51-simile)
NCTC 13303 OXA-26 (anche con OXA-51-

Acinetobacter baumannii .
simile )
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_ .. NCTC 13304 OXA-27 (anche con OXA-51-
Acinetobacter baumannii -
simile)
. N NCTC 13305 (A 15) OXA-58 (anche con OXA-
Acinetobacter baumannii L
51-simile)
, . NCTC 13421 OXA-23 Clone 2 (anche con
Acinetobacter baumannii OXA-51-simile)
. b b N NCTC 13424 OXA-23 Clone 1 anche con
Acinetobacter baumannii (OXA-51-like)
Acinetobacter baumannii NCTC 13420 SE Clone OXA-51-simile
Acinetobacter baumannii NCTC 13422 NW Clone OXA-51-simile
Acinetobacter baumannii NCTC 13423 Ceppo T (UK3) OXA-51-simile
Klebsiella pneumoniae NCTC 13442 Sequenze tipo 353 con OXA-48
Nota: E. coli NCTC 10418 o ATCC 25922 essere usati come controllo negativo

nei test di conferma.

Informazione Tecnica/Limitazioni

Limitazioni delle SMi del RU

Le raccomandazioni formulate nelle SMI del RU sono basate su prove (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 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

| terreni selettivi che non consentono la crescita di tutti i ceppi di microrganismi circolanti
possono essere consigliati sulla base delle evidenze disponibili. Pertanto, se si usa piu di una
piastra di terreno, deve essere ricercata una soluzione d’equilibrio tra le prove disponibili e le
risorse

Contenitori per campioniss-69,

Le SMI usa 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 degli stessi. Le procedure di fabbricazione devono
essere adatte a questi scopi".
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Controllo di qualita

| dischi dei carbapenemici utilizzati dovrebbero essere saggiati con il controllo di qualita con
metodi di disco diffusione e ceppi di controllo di qualita, come descritto nelle linee guida
EUCAST/BSAC o CLSI. Seguire le linee guida per la frequenza dei test di controllo di qualita
su disco e le azioni correttive se i risultati sono fuori limite.

Terreni cromogeni

| terreni cromogeni sono sensibili alla luce e le piastre devono essere conservate al buio e
non esposte alla luce prima o dopo la semina. | tempi d'incubazione per i terreni cromogeni

devono essere quelli raccomandati dai produttori.
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1  Considerazioni sulla Sicurezza®?*

1.1 Considerazioni sulla sicurezza® "

Usare tecnica asettica.

Raccogliere in appropriati contenitori marcati CE a tenuta ermetica i campioni e trasportarli in
sacchetti di plastica sigillati.

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

E’ essenziale la conformita alle normative postali e di trasporto.

1.2 Procedura sul campione®

Livello di Contenimento 2.

Le procedure di laboratorio che si ritiene possano generare aerosol infettivi devono essere
o . . , . o 76
eseguite in cabina microbiologica di sicurezza

Fare riferimento alle linee guida per la manipolazione sicura di tutti i microrganismi
documentati da questa SMI:

Le precedenti linee guida devono essere supplementate dalla COSHH locale e dalla
valutazione del rischio.

2 Prelievo del Campione

21 Tipo di Campione
Campioni di screening, tra cui feci, tamponi rettali o peri-rettali, tutti i campioni clinici come
sangue, ferite o urine.

Il potenziale di diffusione delle carbapenemasi acquisite richiede che un carbapenemico
indicatore sia in teoria saggiato contro tutti i batteri Gram negativi clinicamente significativi. Un
accertamento minimo dovrebbe includere gli isolati da pazienti ad 'alto rischio' e, in accordo
con le linee guida nazionali vigenti, seguire le indicazioni legate, ad esempio, a pazienti che
sono stati degenti in un ospedale all'estero, o in un ospedale del RU, noti per avere problemi
conseguenti alla diffusione del CPE, oppure a pazienti noti per essere stati precedentemente
colonizzati o infettati da CPE; questo quando le informazioni sono state fornite nel modulo di
richiesta che accompagna il campione o per eventuali isolati trovati spiccatamente resistenti al
co-clavulanico.

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

. o . - . . . 85
Prelevare i campioni prima della terapia antimicrobica se possibile .

Se non altrimenti specificato, i tamponi per la coltura batterica dovrebbero essere inseriti in
appropriato terreno di trasport086'90

Raccogliere i campioni in appropriate contenitori impermeabili con
marchiatura CE ed inserirli in sacchetti di plastica sigillati.

2.3 Quantita adeguata e numero appropriato di campioni®
Sui tamponi rettali o peri-rettali prelevati dovrebbe essere presente materiale fecale visibile.
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Nei pazienti che soddisfano condizioni compatibili per essere considerati un caso sospetto di
colonizzazione o d’infezione, viene prelevato un tampone rettale o un campione di feci e, se il
risultato &€ negativo, sono raccolti altri due campioni consecutivi a 48 ore di distanza. Inoltre,
se paziente & stato ricoverato in un paese segnalato per un'elevata prevalenza di produttori di
carbapenemasi, includere campioni provenienti da tutte le ferite o dispositivi da sedi
appropriate.

Numero e la frequenza di prelievo dei campioni dipendono dalle condizioni cliniche del
paziente o dallo screening dei campioni, in funzione dei protocolli e delle procedure locali.

Trasporto e Conservazione del Campione®®®

3.1 Condizioni ottimali di trasporto e onservazione

Per considerazioni sulla sicurezza fare riferimento alla Sezione 1.1.

I campioni devono essere trasportati e processati il pit presto possibile85.

Se la procedura ¢ ritardata, la refrigerazione & preferibile alla conservazione a temperature
. 85

ambiente

4 Processazione/procedura sul campione®®

4.1 Selezione della prova
N/D

4.2 Aspetto
N/D

4.3 preparazione del campione
Per considerazioni sulla sicurezza fare riferimento alla Sezione 1.2

4.4 Microscopia

4.4.1 Standard
N/D

4.4.2 Prove supplementari/preparazione strisci
N/D

4.5 Colturaericerca
Coltura diretta

Seminare | terreni di coltura con tampone o altro (fare riferimento a Q 5 — Inoculation of
culture media in bacteriology).

Emesso da Standards Unit, Microbiology Services, PHE
Batteriologia | B 60 | Emissione no: 2 | Date emissione: 13.09.16 | Pagina: 23 di 40



Ricerca di batteri produttori di B-lattamasi idrolizzanti i carbapenemi (carbapenemasi)

4.5.1 Terreni coltura, condizioni e micorganismi

Aspetti clinici/ Campioni Terreni standard | Incubazione Lettura Microrganismo(i)
dizioni colture bersaglio
condizioni Temp Atmos Tempo
°C
Screening: Qualsiasi Agar cromogeno 35-37 Aerobica 18-24 ore 218 ore Enterobacteriaceae
o campione con produttrici di

Qualsiasi carbapenemico carbapenemasi
condizione *** Terreno
+ cromogeno per

CPE
Ricerca di 35-37 Aerobica 16-48 ore 216 ore Pseudomonas spp”
resistenza a Oppure Acinetobact
carbapenem Se non cinetobacter spp
/produzione di ; ibi
c%rbapenemasi disponibile, 35-37 Aerobica 18-24 ore | 218 ore | Enterobacteriaceae

Agar MacConkey/ produttrici di

CLED + disco carbapenasi

10pug MEM *
In alcune Qualsiasi Agar cromogeno

condizioni in cui campione

con carbapenem

si desidera ***| Terreno 35-37 Aerobica 18-24 ore 218 ore Klebsiella pneumoniae
aumentare la cromogeno per i ;
sensibilita CPE Escherichia coli
Oppure
Se non
disponibile,
Agar MacConkey /
CLED + disco
10ug MEM *'
Prove Qualsiasi Prove di 35-37 Aerobica 18-24 ore 218 ore Enterobacteriaceae
diagnostiche campione sensibilita di produttrici di
sui campioni routine per co- carbapenasi
) clavulanico ##
Testdi (minimo) o in
sensibilita di teoria,
routine per meropenem.
campioni clinici Uso di Tabella 2
per criteri di
screening.

* Meropenem = MEM ** Ertapenem = ETP

*** Per i tempi di incubazione raccomandati per i terreni cromogeni, fare riferimento alle istruzioni del produttore. Sono raccomandati
gli agar cromogeni . | metodi alternativi non sono raccomandati, ma se a livello locale si € scelto per ragioni economiche (ad esempio
MacConkey o CLED agar con disco di carbapenemi) questa procedura dovrebbe essere validata a livello locale e i criteri applicati alle
letture dei terreni e all’interpretazione dovrebbero dimostrare che le prestazioni sono almeno equivalenti alla semina su un agar
preparato commercialmente specificatamente consigliato per questo scopo.

# oy . _ . - . . . 35
Gli isolati da pazienti con FC potrebbero essere esclusi durante il rilevamento di carbapenemasi in P. aeruginosa

Tutti gli isolati resistenti al co-clavulanico dovrebbero essere saggiati per la resistenza ai carbapenemi.

Per la ricerca possono essere utilizzati metodi molecolari, quali la PCR o saggi LAMP e MALDI-TOF MS.

4.6 Identificazio

ne

Fare riferimento alle singole SMI per I'identificazione del microrganismo

4.6.1 Livello minimo d’identificazione in laboratorio

Tutte le Enterobacteriaceae

livello specie

ID 16 - Identification of Enterobacteriaceae
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Pseudomonas species livello specie

Acinetobacter species ID 17 - Identification of Pseudomonas species and other non-
glucose fermenters

| microrganismi possono poi essere identificati su indicazione clinica o epidemiologica.

4.7 Prova di sensibilita agli antimicrobici

Usare i terreni raccomandati dal’European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST)/ British Society for Antimicrobial Chemotherapy (BSAC), or Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI), per la metodologia fare riferimento alle rispettive linee guida.

Per consentire una corretta interpretazione dei risultati & auspicabile l'identificazione delle
specie. | clinici per i carbapenemi raccomandati da BSAC e EUCAST sono
aggiornati annualmente e dovrebbero essere nei collegamenti sopra riportati.

Le variazioni di espressione degli enzimi e l'interazione con altri fattori del ceppo ospite, rileva
che non tutti i produttori di carbapenemasi presenteranno resistenza fenotipica, vale a dire, le
MIC per alcuni o tutti i carbapenemici possono essere inferiori ai breakpoint clinici o possono

presentare diametri di zona superiori. Pertanto, I'affidamento di questi valori per la rilevazione
dei produttori manca di sensibilita.

EUCAST ha pertanto raccomandato valori di cut-off di screening (consultare la Tabella 2) per
la rilevazione di un presunta CPE, con meropenem che & considerato I'agente di screening
preferito in quanto offre il miglior compromesso tra sensibilita e specificita.

4.8 Invio per ricerche su focolai epidemici
Consultare la sezione 4.9.

4.9 Invio ai laboratorio di riferimento

Qualsiasi isolato che manifesta resistenza al carbapenemico indicatore con meccanismo di
resistenza acquisita dovrebbe essere sottoposto a conferma. La maggior parte dei laboratori
NHS in Inghilterra invia i propri isolati al’AMRHAI, PHE®2. Alcuni laboratori specializzati della
PHE offrono servizi di riferimento a livello regionale, e quindi particolari isolati selezionati
vanno inviati al’AMRHAI. | laboratori che utilizzano questo servizio regionale non devono
inviare gli isolati direttamente al’lAMRHAL.

| laboratori di microbiologia NHS sono ora tenuti a utilizzare il Sistema Elettronico di
segnalazione che si avvale del web (ERS- Electronic Reporting System)
(https://cro.phe.nhs.uk/) per 'invio di isolati batterici Gram negativi sospetti per produzione di

una carbapenemasi acquisita®3.

Al momento dell’emissione di questo documento , I'Unita di riferimento AMRHAI del PHE
Colindale ricerca:

o tutte le Enterobacteriaceae sospettate di produrre una carbapenemasi

a. isolati di Enterobacter che hanno la resistenza borderline ad ertapenem, ma
rimangono completamente sensibili agli altri carbapenemi non
essere inviati

b. isolati di specie Serratia, Morganella o Proteus che sono borderline resistenti a
imipenem, ma suscettibili di altri carbapenemi non dovrebbero essere inviati

e tutte le specie Pseudomonas sospettate di produrre una carbapenemasi (cioé con un
meccanismo di resistenza trasferibile ai carbapenemi). Tali isolati dovrebbero essere
resistenti a tutti carbapenemi rilevanti (vale a dire, imipenem, meropenem e
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doripenem) e solitamente ceftazidime; la sensibilita o la resistenza ad aztreonam &
variabile perché la maggior parte delle pseudomonadi produttrici di carbapenemasi
possiedono metallo-enzimi, di solito di tipo-VIM.

a. (gliisolati di specie Pseudomonas resistenti solo ai carbapenemi e suscettibili
agli altri beta-lattamici non dovrebbero essere inviati

b.. gliisolati di specie Pseudomonas che sono resistenti ad ertapenem, ma
suscettibili di altri carbapenemi non dovrebbero essere inviati. La resistenza a
etapenem & propria del genere

e tutte le specie Acinetobacter sospettate di produrre un metallo-carbapenemasi, vale a
dire, con forte sinergia imipenem-EDTA

a. isolati di Acinetobacter che sono resistenti ad ertapenem, ma suscettibili di altri
carbapenemi non dovrebbero essere inviati. La resistenza a Ertapenem &
propria del genere

o isolati di Stenotrophomonas maltophilia, Aeromonas spp. e 'chryseobacteria’ per le
indagini della resistenza ai carbapenemici non dovrebbero essere inviati per la
conferma di una resistenza ai carbapenemi o per produzione carbapenemasi perché la
produzione di metallo-carbapenemasi € una caratteristica intrinseca di questi batteri

Nonostante tutto quanto descritto in precedenza, i laboratori di microbiologia sono incoraggiati
ad avere un alto indice di sospetto, almeno per le Enterobacteriaceae, ed i laboratori di
riferimento devono accettare che potranno non trovare una carbapenemasi in tutti gli isolati
inviati come resistenti ai carbapenemi.

Inoltre, l'unita di riferimento AMRHAI cerca eventuali ceppi rappresentativi resistenti a ogni
carbapenemico (a prescindere dal meccanismo sospetto, comprese le specie con resistenza
intrinseca ai carbapenemi) che sono associati a focolai o epidemie di infezione o
colonizzazione

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.

Contattare 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:

Inghilterra e Galles

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

National Infections Service

Public Health England

61 Colindale Avenue

London

NW9 5E

https://www.gov.uk/amrhai-reference-unit-reference-and-diagnostic-services
Telefono: +44 (0) 208 3276511/ 7877
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Contattare il centralino 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 di refertazione microscopia
N/D

5.2 Coltura

Campioni di screening

Negativi

“Resistenza ai carbapenemici / non isolato microrganismo non sensibile

Positivi

“‘Resistenza ai carbapenemici / isolato imicrorganismo non-sensibile. Pud essere produttore di

una carbapenemasi; sono in corso successivi accertamenti.

5.2.1 Tempo di refertazione colture

| 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 o generati dal computer dovrebbero seguire quelli preliminari e verbali nel
piu breve tempo possibile.

5.3 Prova di sensibilita agli antimicrobici

Refertare la sensibilita come clinicamente suggerito Si raccomanda I'uso prudente degli
antimicrobici secondo i protocolli locali e nazionali.

Non esiste condivisione di opinioni sulla refertazione della sensibilita ai carbapenemi dei
produttori di carbapenemasi. Per diversi anni € stata condivisa l'ipotesi degli esperti che tutti i
produttori di carbapenemasi dovessero essere segnalati resistenti a tutti i carbapenemi, a
prescindere dei risultati dei test di sensibilita. Tuttavia, la logica di questo approccio non &
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chiara per quanto concerne le cefalosporine nei confronti dei produttori di ESBL, poiché ora
non & disponibile alcun ‘prossima disponibilita’ di farmaco contro i produttori di
carbapenemasi®?,

Recentemente, EUCAST e CLSI hanno ritenuto che, con i bassi valori di breakpoint ora
adottati da entrambe le organizzazioni, i risultati di sensibilita ai carbapenemi possono essere
considerati al valore reale, e che i carbapenemi possono essere utilizzati come terapia fino a
quando i produttori di carbapenemasi appaiono sensibili in vitro.

Sono richieste ulteriori prove del successo clinico dei carbapenemi contro produttori
carbapenemasi con bassi valori di MIC. Inoltre, MIC con risultati sensibili e risultati di test su
zona per i produttori di carbapenemasi hanno spesso scarsa riproducibilita, con risultati
discordanti tra metodi diversi. E’ richiesto un miglioramento della la qualita dei saggi di
laboratorio e della refertazione92.

Il miglior consiglio € di applicare la massima cautela se si devono utilizzare i carbapenemi in
caso di infezioni gravi causate da produttori noti di carbapenemasi, e di evitare di utilizzarli
come monoterapial3.

I nuovi inibitori delle B-lattamasi (avibactam, MK-7655, RPX7009) sono in fase di sviluppo e
presentano attivita contro alcune carbapenemasi (principalmente i tipi KPC, non MBL).
Nessuno di loro & attualmente autorizzato in Europa (anche se a ceftazidime-avibactam &
stata concessa la licenza FDA negli Stati Uniti) e, mentre possono offrire opzioni future, la loro
capacita di 'copertura’ verso le diverse carbapenemasi acquisite e la gamma delle specie
ospiti dipendera dalle beta lattamasi ad esse associate.

6 Notifica alla PHE**®, or equivalenti ***°

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 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 Human Immunodeficiency Virus 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 al ‘Notification Duties of
Diagnostic Laboratories’.
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https://www.gov.uk/government/organisations/public-health-england/about/our-
governance#health-protection-requlations-2010

Esistono accordi diversi in Scotland®*®’, Wales® e Northern Ireland®
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Appendix 1: Diagramma di flusso per screening o
ricerca di carbapenemasi

Campione clinico o
Screening
v " 1

Ricerca
Coltura standard geni

carbapenemasi

PCR Real Time
DNA Microarrays

v

Risultato positivo

Y ¢ Y

Agar cromogeno con carbapenem
Oppure
Se non disponibile ,
Agar MacConkey o CLED
+10ug disco MEM
v
- Ricerca microrganismo resistente a
carbapenem
v v ¥
Prove fenotipiche
Prova di sensibilita agli antibiotici locale e identificazione a livello di specie supplementari o prove su
isolato puro

(Consultare introduzione)

Y.
Resistenza a carbapenemi confermata e / o Il rilevamento carbapenemasi / supposta /

sospettata & risultato DEVE ESSERE atipico per la specie (consultare per invio ad AMRHAI o
altri Laboratori di Riferimento)

Y

( Inviare al PHE AMRHAI Reference Unit o ad altri Laboratori di Riferimento )

Nota: In questo diagramma di flusso del braccio con le linee tratteggiate & facoltativo ma utile per i laboratori
diagnostici che sono dotati di metodi molecolari avanzati .

Il diagramma di flusso é solo indicativo.
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Appendice 2: Valutazioni pubblicate su terreni / metodi per la ricerca di
Enterobacteriaceae che producono carbapenemasi in pazienti di popolazioni diverse

Valutazioni pubblicate su terreni / metodi per rilevare Enterobacteriaceae produttrici di carbapenemasi in diverse popolazioni di pazienti
Sede dello ; ioni nositi
. . . : Sensibilita Specificita : No. di campioni positive / :
Bibliografi Terreni / Metodo saggiato (%) (%) Studio Campioni Totali Commenti
Agar CHROM KPC 84.9 88.7
18 MacConkey piu disco carbapenem 75.8 89.6 Israele 33/139 Tutti gli isolate di CPE possiedono enzima KPC.
MacConkey pit imipenem (1 mg/L) 84.9 94.3
19 Agar CHROM KPC 100 98.4 Isracle 417122 Sensibilita e specificita dei terreni ¢ stata calcolata verso campioni saggiati
MacConkey pit disco carbapenem . 92.7 95.9 con PCR. Tutti gli isolati CPE possiedono enzima KPC-
20 Agar CHROM KPC 97.8 ND* . . L
— Grecia 46/ 126 Carbapenemasi predominanti sono state KPC e VIM
MacConkey pit imipenem (1 mg/L) 78.3 ND
N
22 Colorex KPC 97 96 Pakistan 37 /200 Saggiata versione protoytipo chromID CARBA. Tutti i ceppi CPE
chromID CARBA 100 93 possiedono NDM-1
23 chromID CARBA 100 98 . C . .
— Pakistan 32/175 Tutti gli isolati CPE possiedono NDM-1
Brilliance CRE 62.5 34
TSB piu ertapenem (2 mg/L) 89.1 86.4
chromID ESBL 92.4 93.3
24 chromID ESBL (piu arricchimento) 92.4 84.7 Grecia 73 /200 Carbapenemasi predominanti sono state KPC e VIM
chromID CARBA 92.4 96.9
MacConkey pitt meropenem (1 mg/L) 89.1 85.2
Agar CHROM ESBL 77.3 100
27 VACC 773 100 USA 66/95 Tutti gli isolati CPE possiedono 1’enzima KPC
PCR for bIaKpC 97 96.6
30 CHROMagar KPC 76.6 75.7 USA
Remel SPECTRA CRE 97.8 86.4 47/150 Tutti gli isplati CPE possiedono I’enzima KPC
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MacConkey piu disco ertapenem 83 73.8 | | |
chromID OXA-48 91 100

31 chromID CARBA 21 68 Francia 53/117 Produttori di OXA-48 sono stati isolate facilmente
SUPERCARBA 91 53
chromID ESBL® 90 68.6

32 Brilliance CRE€ 80 86.6 Marocco 10/77 Tutte le CPE possiedono OXA-48
SUPERCARBA® 80 98.5
chromID CARBA 96.5 91.2

33 MacConkey pitt imipenem (1 mg/L) 89.5 31.9 Grecia 86/177 KPC ¢ risultata la carbapenemasi predominante
TSBpius ertapenem (2 mg/L) 98.8 80.2

100 chromID CARBA 57.6 98.9
chromID OXA-48 75.8 99.3 Turchia 33/302 Tutte le CPE possiedono OXA-48
TSB piu ertapenem (2 mg/L) 57.6 95.2

Note a pié pagina
a) Non determinato o non segnalato
b) Agar selettivo con vancomicina, amfotericina B, ceftazidime, e clindamicina (VACC).

c) Tutti | terreni hanno dimostrato 100% di sensibilita dopo arricchimento.
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GRADE modificato per valutare I'inclusione dei riferimenti bibliografici. Ogni riferimento
bibliografico & valutato e assegnato a un grado di consistenza delle raccomandazione (A-D) e alla
qualita delle prove soggiaenti(l-VI). Di seguito & presentata una tabella riassuntiva che definisce il
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