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Tabella delle Modifiche

Ciascun metodo SMI possiede una registrazione separata delle correzioni. Quelle attuali sono
specificate in questa pagina. Le precedenti modifiche sono disponibili presso la
standards@phe.gov.uk.

| documenti nuovi o revisionati devono essere controllati in ciascun laboratorio in accordo con il
sistema locale di gestione della qualita.

Modifica No/Data. 12/11.05.18
Emissione eliminata numero 8
Emissione inserita numero 9

Data anticipata prossima revisione* | 11.05.21

Sezione(i) interessate Modifica.

Documento presentato in un nuovo formato.
Riorganizzazione di parte del testo.

Edito per chiarezza.

Intero documento Modifiche minori del testo.

Tutti i documenti con collegamenti ipertestuali aggiornati
con l'indirizzo corretto.

Aggiunta bibliografia alle linee guida PHE ove rilevanti.

Riscritta per maggiore chiarezza aggiungendo una

Introduzione . : i : ;
sezione dettagliata sui metodi molecolari.

Informazione tecnica Aggiunta sezione per PCR e sierologia.

Sviluppata questa sezione per includere:
4.1.1 Coltura
4.1.2 PCR

4.1 Selezione del test

4.1.3 Sierologia

4.5 Coltura e ricerca Aggiunta sezione relativa alla PCR e sierologia

Aggiunta sezione relativa all'identificazione con MALDI-

4.6 ldentificazione TOE

Aggiunta la sezione relativa all'interpretazione e alla
segnalazione dei risultati della PCR e di sierologia

5 Procedura di refertazione

Algoritmo aggiornato per includere la PCR e la sierologia
Appendice come metodi diagnostici sottolineando la loro rilevanza in
relazione all'insorgenza della tosse.

*Le revisioni possono essere protratte fino a cinque anni in funzione delle risorse disponibili
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SMI RU*:Scopo e Obiettivo
Utilizzatori delle SMI del RU

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 della prova.

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 che € una
condizione essenziale per interventi di sorveglianza della salute pubblica, e per le attivita di ricerca e
di sviluppo.

Coinvolgimento delle oganizzazioni professionali

Lo sviluppo delle SMI é condotto in condizione paritaria da PHE, NHS,Royal College of Pathologists
e organizzazioni professionali. L'elenco delle organizzazioni partecipanti puo essere trovato su sito
https://www.gov.uk/uk-standards-for-microbiology-investigations-smi-gquality-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 lo
sviluppo delle SMI é certificata dalla ISO 9001:2008. Le SMI rappresentano una procedura standard
di buona qualita pratica alla quale si devono attenere per la propria attivita tutti i laboratori di
microbiologia clinica e di sanita pubblica del Regno Unito. Le SMI sono accreditate dal NICE e

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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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 'accesso libero al nostro sito web.

Informazione della gestione 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 é assoggetto agli obiettivi PHE di Uguaglianza
https://www.gov.uk/government/organisations/public-health-england/about/equality-and-diversity.

| Gruppi di Lavoro SMI del RU 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, la 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
ad una SMI del RU da un utente finale per uso locale, deve essere chiaro dove nel documento
gueste sono state apportate, da chi sono state apportate e che la PHE e le organizzazioni partner
non devono essere coinvolte da responsabilita per tali modifiche. Per maggiore chiarezza, dal
momento che le SMI del Regno Unito sono state sviluppate per I'applicazione nel Regno Unito,
qualsiasi applicazione al di fuori del Regno Unito € a rischio dell'utente.

Le conoscenze di base e la tassonomia microbica per la SMI del RU sono le piu complete possibili,
al momento della pubblicazione. Eventuali omissioni e nuove informazioni saranno considerate nel
corso della revisione successiva. 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.

Le SMI sono assoggettate a diritti d’autore che dovrebbero essere riconosciti ove appropriato
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Scopo del Documento

Tipo di campione
Tampone transnasale, aspirato nasofaringeo, tampone nasofaringeo e siero ematico

La SMI del RU descrive l'indagine e la conferma di Bordetella pertussis e Bordetella parapertussis
per coltura e PCR in tamponi pernasali, aspirati nasofaringei, nasofaringei e con esami sierologici..

Questa SMI deve essere usata congiuntamente alle altre SMI.

Introduzione

La pertosse, comunemente noto nota come ("tosse asinina") & stata associata ad alta morbilita e
mortalita, soprattutto nei neonatil. La pertosse € una malattia molto contagiosa causata dai
coccobacilli esigenti Gram negativi B. pertussis e B. parapertussis che colonizzano il tratto
respiratorio?. | sintomi principali includono malessere, febbre seguita da prolungati scoppi di tosse
e senso di soffocamento che lasciano la persona infetta senza respiro con un caratteristico sibilo a
urlos.

B. pertussis di solito infetta e causa gravi disturbi respiratori negli infanti e quelli con meno di sei
mesi sono piu a rischio di complicanze gravi. L'infezione pud manifestarsi in adolescenti e adulti
che presentano sintomi piu lievi di tipo influenzale, seguiti da tosse persistente4>. Il periodo di
incubazione della pertosse & in media tra 7-10 giorni (intervallo di 5-21)2.

Nonostante un periodo prolungato di elevata copertura vaccinale, la pertosse continua a
presentare picchi ciclici di attivita ogni tre o quattro anni®. Un aumento dell'attivita della pertosse &
stata osservata in Inghilterra e Galles a partire dal terzo trimestre del 2011, soprattutto negli
adolescenti e negli adulti. Questo aumento & proseguito nel 2012 e si € esteso ai bambini sotto i
tre mesi che sono quelli a piu alto rischio di gravi complicanze, di ospedalizzazione e di morte.
((https://www.gov.uk/government/collections/pertussis-guidance-data-and-analysis).

Nel 2012, in risposta a un aumento significativo dei casi di pertosse confermati in laboratorio e agli
alti tassi di malattia nei bambini piccoli, I'Health Protection Agency (Public Health England
dall’aprile 2013) ha dichiarato un incidenza di Livello 3 (focolaio nazionale)’. Il 28 settembre 2012,
il Department of Health ha annunciato l'introduzione di un temporaneo programma per vaccinare le
donne gravide contro la pertosse8. Questo programma temporaneo, che rappresenta una misura
di controllo dell'epidemia, ha lo scopo di proteggere passivamente i bambini dalla nascita prima
che raggiungano I'eta della vaccinazione di routine e durante il periodo di rischio maggiore di
complicazioni e decessi®. Dal 1° aprile 2016, la Public Health England suggerisce che il vaccino
per la pertosse dovrebbe essere somministrato alle donne in gravidanza a partire dalla 16°
settimana di gestazione, idealmente dopo I'ecografia per anomalia fetale (di solito effettuata a circa
20 settimane)19,

La diagnosi di pertosse € di solito chiara per chiunque, perd sono notoriamente presenti forme
fruste, che possono causare difficolta di diagnosi, (malattia abortiva o atipica; malattia risolta prima
che abbia concluso il suo corso completo). Si deve prendere in considerazione la valutazione dei
casi di pazienti con pertosse nei quali l'infezione da B. pertussis o B. parapertussis non puo essere
dimostrata. Oltre al campionamento per la pertosse, si raccomanda che sia preso in
considerazione per il paziente I'accertamento per virus respiratori secondo le procedure locali.
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La conferma di laboratorio dei casi clinicamente sospetti puo essere effettuata con la coltura e
I'isolamento dei microrganismi responsabili B. pertussis e B. parapertussis; il rilevamento del loro
DNA (tipicamente da tamponi nasofaringei / tamponi transnasali o aspirati nasofaringei) o test
sierologici (i quali, di solito, permettono di ottenere una diagnosi ritardata o retrospettiva)ll.
(consultare Appendice).

La coltura & normalmente eseguita per confermare l'infezione da B. pertussis e B. parapertussis. Il
metodo é altamente specifico ma presenta scarsa sensibilitd compresa fra il 20-40%. E’ anche
probabile che la coltura non abbia successo per il lungo tempo trascorso dall'inizio della malattia.
La sensibilitd diagnostica puo essere ottimizzata integrando la coltura con metodi supplementari
quali la PCR (polymerase chain reaction) e sierologici. La PCR é piu sensibile della coltura in
quanto non richiede microrganismi vitali. La sierologia é particolarmente utile per diagnosticare
I'infezione in pazienti che hanno tossito per quattro settimane, quando si prevede che sia la coltura
che la PCR non sarebbero utili4.12-22,

La diagnosi precoce di laboratorio € importante per il controllo e la prevenzione della pertosse.
L’isolamento e tipizzazione del microrganismo sono anche importanti per il monitoraggio continuo
del programma vaccinale. La vaccinazione fornisce la strategia piu efficace per prevenire la
trasmissione della pertosse nella popolazione, anche se la protezione offerta da questa o da
un'infezione pregressa non dura tutta la vita®.

Informazione tecnical/limitazioni

Limitazioni delle SMI

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 quelli in-house siano stati validati e idonei allo scopo

Terreni selettivi?®2°

La natura dei terreni selettivi richiede un equilibrio tra le caratteristiche di prestazione e costi dei
test. | terreni selettivi potrebbero non favorire la crescita di tutti i ceppi dei microrganismi circolanti.
Fare riferimento alle istruzioni del produttore e ai recenti riscontri per le limitazioni di crescita.

| terreni devono consentire la crescita della B. pertussis, e B. parapertussis, sopprimere la flora
nasofaringea ed essere stabili durante la loro conservazione. Sono disponibili diversi tipi di terreno
contenenti sangue o carbone o entrambi, con supplemento di antibiotici selettivi quali — penicillina,
cefalexina o meticillina.

La meticillina & la meno inibitoria per B. pertussis, ma & anche la meno inibitoria verso la flora
nasofaringea. La cefalexina € la piu inibitoria per la flora nasofaringea. La cefalexina svolge azione
maggiormente inibitoria verso la flora nasofaringea ed € piu attiva della penicillina. Per questi
motivi & I'antibiotico di scelta proposto da questa SMI del RU da utilizzare nel terreno selettivo2>.

Le piastre di primo isolamento sono incubate a 35-37°C in atmosfera umida aerobica conservate
per 7 giorni24, Per l'incubazione prolungata €’ richiesta una piastra d’inclusione di spessore
consistente per evitare I'essicamento.
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Tipo di campione

Le attuali raccomandazioni per il prelievo dei campioni consigliano I'utilizzo dell’aspirato
nasofaringeo o del tampone nasofaringeo/tampone transnasale®. Oltre al campionamento per
pertosse, si raccomanda che sia presa in considerazione la ricerca nel paziente per virus
respiratori secondo le procedure locali.

Il siero da sangue venoso € il campione di scelta per il test sierologico della pertosse.

Le piastre seminate con colpi di tosse non sono raccomandate.

Tamponi transnasali

| tamponi di dacron e rayon sono quelli indicati per la PCR e I'esame colturale. Entrambi i tipi di
materiale sintetico hanno fornito buone prestazioni in studi, con risultato per nessuno dei due
superiori all’altro?8.

PCR e sierologia

Si deve notare che l'implementazione della PCR locale e la diagnosi basata sulla sierologia della
pertosse dovrebbero essere validate nella routine clinica prima di essere utilizzate.

Contenitori per campioni

Le SMI usano Il termine" marchiatura CE del contenitore impermeabile” 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.”

Gestione della salute pubblica

Fare riferimento alle seguenti linee guida:

Inghilterra e Galles:
https://www.gov.uk/government/collections/pertussis-guidance-data-and-analysis

Scozia:
http://www.hps.scot.nhs.uk/immvax/pertussis-whoopingcough.aspx
Irlanda del Nord:

http://www.publichealth.hscni.net/whooping-cough
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1 Considerazioni sulla Sicurezza?’42

1.1 Prelievo, trasporto e conservazione?2-3243
Usare tecnica asettica

Raccogliere i campioni in appropriato terreno di trasporto in contenitori impermeabile con
marchiatura CE a tenuta ermetica e trasportarli in sacchetti di plastica sigillati.

E’ essenziale la conformita alle normative postali e dei trasport

1.2 Procedura sul campione27-42
Livello di contenimento 2

Le procedure di laboratorio che si ritiene possano generare aerosol infettivi devono essere
eseguite in cabina microbiologica di sicurezzas3®.

Come minimo, si raccomanda che la procedura di qualsiasi coltura che possa comportare la
generazione di aerosol debba essere eseguita in una cabina microbiologica di sicurezza in
conformita con la valutazione del rischio pertinente, linee guida ACDP e HSE. Le procedure sulle
colture dei campioni diagnostici valutati ad alto rischio, volte a contenere i microrganismi di rischio
del gruppo 3, devono essere intraprese in condizioni appropriate determinate dalla valutazione del
rischio stesso, come richiesto da agenti Biologici: gestione dei rischi nei laboratori e strutture
sanitarie3®. Questo sara normalmente in condizioni complete di CL3. Tali microrganismi includono
specie Mycobacterium, specie Brucella, Bacillus anthracis, Blastomyces dermatitidis, Histoplasma
capsulatum, Coccidiodes immitis, ecc.

Fare riferimento alle attuali linee guida sulla manipolazione sicura dei microrganismi riportati in
questa SMI RU:

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

2 Prelievo del campione

2.1 Tipo di campione

Tampone transnasale, aspirato nasofaringeo, tampone nasofaringeo e / o0 sangue, come
appropriato per il test eseguito.

2.2 Tempo ottimale e metodo di prelievo44

Per considerazioni sulla sicurezza fare riferimento alla Sezione 1.1

Prelevare i campioni prima della terapia antimicrobica, quando possibil**.

| tamponi devono essere prelevati e trasportati in terreno progettato per favorire la crescita di
microrganismi.
Tamponi transnasali

Un tampone transnasale (Dacron o rayon con filo di supporto flessibile) & inserito attraverso la
narice e fatto penetrare lungo la base del naso fino a raggiungere il nasofaringe. E’ stato
consigliato di mantenere il tampone contro la parete posteriore del nasofaringe per almeno 30
secondi o fino a quando il paziente tossisce. E’ piu verosimile, nella pratica, che il paziente sia in
grado di tollerare questa condizione per pochi secondi.
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Tamponi nasofaringei

La raccolta delle secrezioni nasofaringee nei pazienti con pertosse puo fare insorgere un eccesso
parossistico di tosse e determinare I'ostruzione delle vie aeree. Se si sospetta un caso di pertosse
deve essere disponibile la strumentazione per la rianimazione. |l sanitario che raccoglie il prelievo
deve evitare di esporsi direttamente ai colpi di tosse del paziente.

L’essudato nasofaringeo puo essere raccolto utilizzando un catetere da suzione (French No. 8)
inserito attraverso il naso. L’essudato € raccolto in un contenitore sterile di plastica con il quale il
campione é trasportato al laboratorio, oppure in un contenitore sterile di plastica trasparente di tipo
comune (da 30 o 60 ml, vedi BS 5213)

Nota: Non sono raccomandate le piastre esposte a colpi di tosse4°,

Raccogliere campioni diversi dai tamponi in appositi contenitori impermeabili con marchiatura CE
in sacchetti di plastica sigillati.

Salvo diversa indicazione,i tamponi per la coltura batterica e fungina dovrebbero essere inseriti in
appropriati terreni di trasporto46-50,

Si noti che la coltura puod essere influenzata da diversi fattori, in quanto il microrganismo é delicato,
compresi i ritardi nella procedura e la qualita dei campioni®l.

2.3 Quantita adeguata e numero appropriato di campioni44

Numero e frequenza di raccolta del campione dipendono dalle condizioni cliniche del paziente.

3 Trasporto, conservazione e archiviazione del
campione®’?®

3.1 Tempo ottimale e conservazione del campione
Per considerazioni sulla sicurezza fare riferimento alla Sezioni 1.1
| campioni devono essere trasportati e processati il pitl presto possibile*4.

| campioni devono essere conservati in conformita con le linee guida del Royal College of
Pathologists. Conservazione e archiviazione di documenti e campioni patologici®2.

4 Procedura sul campione®#

4.1 Selezione della prova
4.1.1 Coltura

La conferma di laboratorio e solitamente eseguita con la coltura e 'isolamento di B. pertussis / B.
parapertussis da aspirato nasofaringeo o tampone nasofaringeo/tampone transnasale. La coltura
ha un'ottima specificita ed e utile per confermare la diagnosi della pertosse quando si sospetta un
focolaio.

E meglio ottenere una coltura da campioni rinofaringei raccolti durante le prime 2 settimane di
tosse. In questo periodo nel rinofaringe sono ancora presenti batteri vitali. Dopo le prime 2
settimane, la sensibilita diminuisce e aumenta il rischio di falsi negativi.

E importante notare che B. pertussis e B. parapertussis sono microrganismi delicati e quindi i
ritardi nella procedura possono influire sulla probabilita di una coltura positiva. La sensibilita
dipende anche in modo particolare dalla qualita del campione ed € influenzata dall'aumento
dell'eta del paziente, dallo stato di vaccinazione e dalla durata della malattia.
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E improbabile che le colture siano positive negli adolescenti e negli adulti con pitl di 3 settimane di
tosseld.

E ancora piul difficile recuperare il microrganismo in vaccinati rispetto ai bambini non vaccinatis3.
Considerati i limiti dei metodi colturali, € importante sottolineare che una coltura negativa non
esclude la pertosse.

4.1.2 PCR

La PCR é solitamente piu sensibile della coltura in quanto il microrganismo non richiede di essere
vitale; tuttavia, la PCR ha meno probabilita di essere positiva nei pazienti con una durata
sintomatica di oltre 4 settimane. Mentre i tamponi nasofaringei sono preferibili per il test della PCR,
i tamponi faringei possono essere utilizzati se i tamponi nasofaringei non sono disponibili,
specialmente nelle strutture comunitarie.

Gli sviluppi nella PCR hanno permesso di rilevare le coinfezioni e la differenziazione di B. pertussis
e B. parapertussis da altre specie di Bordetella®4-59,

4.1.3 Sierologia

La rilevazione di anticorpi IgG anti-tossina antipertosse (TP) e anticorpi IgG anti adesina
filamentosa dell’lemoagglutinina (AFE) nel siero prelevati almeno quattordici giorni dopo l'inizio
della tosse con un saggio immunoenzimatico (ELISA) & in grado di fornire la prova di conferma
dell'infezione recente con specie Bordetella.

La sierologia puo essere utile per confermare la diagnosi di pertosse nei pazienti con durata della
tosse superiore a 2 o 3 settimane, quando € improbabile che la coltura e la PCR producano
risultati positivi.

Il test sierologico IgG anti-PT non puo tuttavia essere utilizzato per determinare I'immunita in
guanto attualmente non esistono correlazioni concordate con la protezione. Questo test sierologico
€ rivolto ai bambini piu grandi e agli adulti. L'interpretazione dei livelli di IgG anti-PT tra neonati e
bambini pit piccoli puo essere confusa dalla presenza di anticorpi materni o da vaccinazioni
primarie e di richiamo recenti 0 da una risposta atipica. | dati suggeriscono che il periodo di
confusione successivo alla vaccinazione puo essere estendersi fino a 10 mesi dopo la
vaccinazione primaria e fino a 3 anni o pit dopo il richiamo della scuola dell'infanzia®0. Pertanto, i
test sierologici devono essere eseguiti solo se € intercorso un minimo di 1 anno dalla dose
primaria o di richiamo di vaccino contenente pertosse e i risultati devono essere interpretati con
cautela.

4.2 Aspetto
N/D

4.3 Preparazione del campione

Per considerazioni sulla sicurezza fare riferimento alla Sezione 1.2

4.4 Microscopia
N/D
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4.5 Riceercadi laboratorio
4.5.1 Tamponi transnasali e nasofaringei

Inoculare ciascuna piastra di agar con il tampone (fare riferimento a Q 5 — Inoculation of Culture
media for bacteriology).

Per la crescita di colonie isolate, diffondere I'inoculo con ansa sterile
Aspirato nasofaringeo

Usando un’ansa sterile inoculare una parte rappresentativa del campione e seminare il contenuto
di un’ansa in ogni piastra di agar.(fare riferimento a Q 5 — Inoculation of Culture Media for

Bacteriology).

Per isolamento di singole colonie, diffondere I'inoculo con ansa sterile.

Aspetti Campione Terreni Incubazione Lettura Microrganismof(i)
clinici/ Standard colture bersaglio
condizioni
Temp Atmos Tempo
°C
Pertosse o | Tampone Agar 35-37 Aria 79 4°g e B, pertussis
Tosse transnasale, | sangue 7°q
asinina aspirato carbone Camera B.parapertussis
nasofaringeo | con umida
tampone cefalexina
nasofaringeo

4.5.2 PCR e sierologia
Eseguire i test locali validati e approvati PCR, gPCR e sierologia (ELISA o altri).

La seguente tabella descrive un approccio completo ad alcuni target PCR utilizzati per rilevare le
co-infezioni e per l'identificazione e la differenziazione delle specie, secondo quanto noto al
momento della stesura di questo documento®?.

Specie 1S481 @ PtxS1°P h1S1001 ¢ P1S1001 d
B. pertussis + + - -
B. parapertusis © - + - +
B. holmesii + B + B
B. pertussis and B. paraperussis + + - +
B. pertussis and B. holmesii + + + -

(a) Elemento di inserzione comunemente presente in B. pertussis e B. holmesii

(b) subunita di tossina pertosse S1 trovata in B. pertussis e B. parapertussis

(c, d) Target presenti in B. holmesii e B. parapertussis, utilizzati in multiplex PCR con 1S481 per rilevare e differenziare B. pertossis, B.
parapertussis e B. holmesii.

(e) Un campione positivo per pIS1001 pud essere considerato molto probabilmente contenente B. parapertussis, ma la possibilita che
sia positiva per B. bronchiseptica non puo essere totalmente esclusa.

4.6 Identificazione
Per l'identificazione dei microrganismi fare riferimento alle singole SMI RU.

Matrix-assisted laser desorption-ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) ha
dimostrato di essere uno strumento di identificazione rapido e potente per isolati coltivati a causa
della sua riproducibilita, velocita e sensibilita dell'analisi. Il vantaggio di MALDI-TOF rispetto ad altri
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metodi di identificazione & dovuto alla disponibilita dei risultati delle analisi ottenuti entro poche ore
anziché diversi giornié2. Sempre piu MALDI-TOF viene utilizzato per identificare i batteri (comprese
le specie Bordetella) nei laboratori di microbiologia ospedaliera®3. Tuttavia, attualmente sono
disponibili pochissime informazioni scientifiche sull'uso di MS MALDI-TOF per il rilevamento delle
specie Bordetella®4. Fare riferimento alla SMI del RU TP 40 - MALDI TOF MS test procedure.

4.6.1 Livello minimo di identificazione in laboratorio

Bordetella species Livello " specie”

4.7 Prova di sensibilita agli antimicrobici
N/D

4.8 Invio per ricerche su focolaio epidemico
N/D

4.9 Invio ai laboratori di riferimento

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

Per la ricerca di focolai sospetti o epidemie di pertosse, si consiglia di contattare la Respiratory and
Vaccine Preventable Bacteria Reference Unit, (RVPBRU) Colindale per 'accertamento piu
appropriato.

Informazioni riguardanti laboratori specializzati e di riferimento sono disponibile tramite il seguente
sito web PHE - specialist and reference microbiology tests and services.

Fare riferimento alle PHE quidelines per la gestione pubblica della pertosse

Microrganismi con resistenze insolite o inattese, o0 qualora sussista un problema clinico o di
laboratorio, o anomalie che richiedano approfondimenti devono essere inviati agli appropriati
laboratori.

Contattare gli appropriati laboratori nazionali specializzati per informazioni sulle prove disponibili,
tempi di risposta, procedure di trasporto e altre richieste per l'invio del campione.

Inghilterra e Galles

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

Scozia

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

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

Batteriologia | B 6 | Emissione no: 9 | Data emissione:11.05.18 Pagina: 15 di 24

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


https://www.gov.uk/government/publications/smi-tp-40-maldi-tof-ms-test-procedure
http://www.hpa.org.uk/SMI/pdf/Identification
https://www.gov.uk/specialist-and-reference-microbiology-laboratory-tests-and-services
https://www.gov.uk/rvpbru-reference-and-diagnostic-services
https://www.gov.uk/government/publications/pertussis-guidelines-for-public-health-management
https://www.gov.uk/specialist-and-reference-microbiology-laboratory-tests-and-services
http://www.hps.scot.nhs.uk/reflab/index.aspx
http://www.publichealth.hscni.net/directorate-public-health/health-protection

Ricerca di pertosse

5 Procedura di refertazione/interpretazione

5.1 Coltura

Negativi

I%ordetella pertussis NON isolata” o
“‘Bordetella parapertussis NON isolata”
Positiva

Bordetella pertussis isolata” o

“Bordetella parapertussis isolata”

52 PCR

Segnalazione suggerita per i target menzionati utilizzati nel rilevamento della PCR della pertosse.

1S481 @ Ptx S1b h1S1001 ¢ PIS1001 d Referto

+ + - - DNA di B. pertussis rilevato

- + - + DNA di B. parapertussis rilevato

+ - + - DNA di B. holmesii rilevato

+ + - + DNA di B. pertussis e B.
paraperussis rilevato

+ + + - DNA di B. pertussis and B.
holmesii rilevato

5.3 Sierologia
Un caso di pertosse € sierologicamente confermato quando la concentrazione di IgG anti-PT € >70
Unita Internazionali per millilitro (Ul/mL) in assenza di vaccinazione recente (nell'ultimo anno)®s,

Un caso di parapertosse € confermato sierologicamente quando vi € un significativo aumento di IgG
anti-FHA senza un aumento degli anticorpi anti-PT 1gG, IgM e IgA. Se entrambe le IgG anti-PT e le
IgG anti-FHA aumentano significativamente, i risultati sono indicativi di infezione da specie
Bordetellas.
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6 Notifica al PHE®"% o0 Equivalente®%-72

Le Norme di Denuncia del 2010 rendono obbligatorio ai laboratori diagnostici di denunciare alla
Public Health England (PHE) i casi nei quali 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 piu 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 2010 il laboratorio ricevente la notifica € I'ufficio locale della
PHE. Se il caso é 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 alla 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 dialcuni 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’.

https://www.gov.uk/government/organisations/public-health-england/about/our-governance#health-
protection-requlations-2010

d69,70

In Scotlan , Wales™ e Northern Ireland’? sono vigenti altre disposizioni.
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Appendice: Ricerca di pertosse

Dettagli/condizione clinica considerare accertamenti per paziente con
Tutti i campioni con dettagli clinici di pertosse virus respiratori secondo le procedure
0 tosse convulsa locali
A4

Tipo di campione
Tampone nasofaringeo / tampone transnasale /
Aspirato nasofaringeo / o siero da sangue venoso

y

Insorgenza della tosse

v Y v

0-2 settimane 0-4 settimane 212
settimane
v I !
Coltura PCR Sierologia

4 v ¢

A
Agar carbone :
g con Referimento alla 1gG anti-PT Significativo aumento delle 1gG anti
tabella della sezione i anti i
i >70 1U/mL FHA senza aumento degli anticorpi
cefalexina 520 all 5 A
.2 0 alle anti PT quali IgG, IgM, e IgA
¢ interpretazioni delle
linee guida locali
Incubare a A4
35-37°C )
Aria, camera umida B. pertussis B. parapertussis
79
Letturaa4ge 79

B. pertussis
B. parapertussis
Riferimento a ID 5
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Bibliografia

Tabella di GRADE (Grading of Recommendations, Assessment, Development, and
Evaluation) modificata, utilizzata dalle SMI UK nella valutazione della bibliografia

Il GRADE (Grading of Recommendations, Assessment, Development, and Evaluation) € un
approccio sistematico alla valutazione della bibliografia. Per le UK SMI si utilizza un metodo
GRADE modificato per valutare l'inclusione dei riferimenti bibliografici. Ogni riferimento
bibliografico e valutato e assegnato a un grado di consistenza delle raccomandazione (A-D) e alla
gualita delle prove soggiaenti(I-VI). Di seguito & presentata una tabella riassuntiva che definisce |l
grade e deve essere utilizzata in congiunzione con I'elenco delle voci bibliografiche.

Consistenza della raccomandazione Evidenza della qualita

A Fortemente raccomandata I Dimostrazione da studi controllati,
randomizzati, meta-analisi, e
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B  Raccomandata ma possono essere | |l Dimostrazione da studi non
accettabili altre alternative randomizzati

C Debolmente raccomandata: " Studi non-analitici, es. casi
ricercare alternative riportati, recensioni, serie di casi

D  Mai consigliate IV Opinione degli esperti e ampia

accettazione come buona pratica,
ma con nessuna prova di studio
V Richiesto dalla normativa, codice di
buona pratica 0 norma nazionale
VI  Lettera o altro
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