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www.nice.org.uk/accreditation

Per ulteriori informazioni sul nostro accreditamento consultare: : www.nice.org.uk/accreditation
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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
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Ricerche Microbiologiche Standard del Regno Unito®:
Scopo e Obiettivo

Utilizzatori delle SMI

Sono stati identificati tre gruppi di utenti per i quali le SMI sono particolarmente utili:

o 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.

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

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

Informazioni di Base per le SMI

Le SMI comprendono algoritmi e procedure raccomandate che riguardano tutte le componenti del
processo diagnostico dalla fase pre-analitica (sindrome clinica) alle diverse fasi analitiche (prove di
laboratorio) e post-analitiche (interpretazione e comunicazione dei risultati).

Gli algoritmi delle sindromi sono corredati da informazioni piu dettagliate contenenti consigli sulle
indagini per specifiche malattie e infezioni. Note orientative riguardano il contesto clinico, la diagnosi
differenziale e indagini appropriate per particolari condizioni cliniche. Le note orientative descrivono
metodologie di laboratorio essenziali che sono alla base della qualita, ad esempio la validazione
della prova, la garanzia della qualita, la definizione dell'incertezza della determinazione.

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

Collaborazione Paritaria

La preparazione e stesura delle SMI é effettuata mediante collaborazione paritaria fra PHE, NHS,
Royal College of Pathologists e le organizzazioni professionali.

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

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

# 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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Assicurazione di Qualita

I NICE (National Institute for Health and Care Excellence) ha accreditato la procedura utilizzata dai
Gruppi di Lavoro per produrre le SMI L’'accreditamento é applicabile a tutte le linee guida prodotte
dall'Ottobre del 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 non rappresentano gli standard minimi di attivita, e
neppure il piu alto livello di complesse indagini di laboratorio disponibili nel Regno Unito.
Utilizzando le SMI, i laboratori dovranno tenere conto delle esigenze locali e intraprendere ricerche
addizionali qualora opportune. Le SMI aiutano i laboratori a soddisfare i requisiti
dell'accreditamento con la promozione di procedure d’elevata qualita che possono essere
verificate. Le SMI forniscono inoltre un punto di riferimento per lo sviluppo del metodo. Queste
stesse devono essere utilizzate in associazioni con altre SMI.

Le prestazioni della SMI dipendono dal personale ben addestrato e dalla qualita dei reagenti e
delle attrezzature utilizzate. | laboratori dovrebbero assicurare che tutti i reagenti di tipo
commerciale e quelli messi a punto in laboratorio siano stati validati e risultati idonei allo scopo. |
laboratori devono partecipare a programmi di valutazione di qualita esterni ed eseguire le relative
procedure del controllo di qualita interno.

Coinvolgimento del Paziente e della Comunita

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

Informazione della Gestione e del Dati Sensibili

La PHE e 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 e assoggetto agli obiettivi PHE di Uguaglianza
http://www.hpa.org.uk/webc/HPAwebFile/HPAweb C/1317133470313. | Gruppi di Lavoro SMI
sono impegnati a raggiungere gli obiettivi di parita di consultazione efficace con gli appartenenti al
pubblico, i partner, le parti interessate ed i gruppi specialistici coinvolti.

Dichiarazione Legale

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

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

Questa SMI descrive come organizzare i punti fondamentali delle procedure per il test
polymerase chain reaction (PCR) incluso flusso operativo, reagenti, consumabili e personale in

un laboratorio di diagnostica molecolare?.

Questa SMI deve essere usata insieme alle altre SMI.

Introduzione

La capacita della PCR di produrre un grande numero di coppie di una sequenza bersaglio
presente in quantita minime - a volte singole coppie - di DNA ha consentito di acquisire quella
grande sensibilita che fa della PCR un potente strumento diagnostico. Tuttavia, questa capacita
necessita anche di estrema attenzione per evitare risultati falsamente positivi.

| risultati falsi positivi possono derivare da contaminazione fra campioni biologici e, forse piu
frequentemente, da trascinamento (carry over) di DNA da una precedente amplificazione dello
stesso bersaglio (target). Altre fonti di contaminazione possono includere DNA clonati e colture
virali.

Particolare cura deve essere posta nella progettazione della struttura e nell'utilizzo dei laboratori
clinici dove si esegue la PCR. Questo documento descrive le procedure che riducono al minimo
il carry over del DNA amplificato.

Anche se le linee guida riguardano la maggior parte delle applicazioni della PCR, esse sono piu
importanti quando si usano test “fatti in casa” e possono essere meno importanti quando si
utilizzano confezioni commerciali e altre procedure di amplificazione. Queste linee guida si
applicano a molte modifiche del protocollo di base, ad esempio alla nested PCR, anche se
nessuna disposizione specifica e stata realizzata nell'ambito delle linee guida. Comunque, il
magagior rischio di contaminazione si verifica nei laboratori in cui avvengono manipolazioni del
prodotto di amplificazione o di DNA clonato come plasmidi contenenti regioni bersaglio di DNA.
| laboratori che eseguono esclusivamente la PCR real time e scartano tutti i prodotti amplificati
senza apertura delle provette o di contenitori chiusi contenenti il prodotto, sono meno soggetti a
contaminazione. Molti sistemi commerciali o “fatti in casa” possono dare ulteriori garanzie
usando i dispositivi enzimatici antinquinamento descritti nella sezione 5. Anche nei laboratori
che evitano la manipolazione del prodotto devono osservare le buone pratiche di laboratorio
descritte in questo documento come procedura standard, in particolare nelle aree pulite. Linee
guida simili sono disponibili presso altre fonti2.
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1 Considerazioni Generali

1.1 Organizzazione del Lavoro

Osservare la politica della buona pratica di pulizia in ogni momento. Non conservare provette o
reagenti oltre il tempo necessario. Tutti i reagenti, provette di reazione ecc. devono essere
chiaramente etichettati. Conservare le registrazioni dei numeri dei lotti di tutti i reagenti usati per
le singole prove.

Evitare di entrare negli ambienti di pre-amplificazione immediatamente dopo aver lavorato in
luoghi dove sono manipolati prodotti quali materiali clonati e colture di virus. Se € inevitabile
manipolare tali materiali sono necessari I'uso appropriato di camici da laboratorio puliti, guanti
ed il lavaggio delle mani. E’ richiesto un cambio frequente dei guanti.

Verificare che tutte le attrezzature, compresa carta, penne e camici da laboratorio siano dedicati
all'uso in quel laboratorio, vale a dire un camice per ciascun locale per la PCR. | registri di
lavoro che sono stati in aree contaminate non possono entrare nelle zone pulite per la PCR.

| reagenti per PCR devono essere suddivisi in aliquote per evitare un’eccessiva ripetizione del
congelamento-scongelamento e per proteggere dalla contaminazione i reagenti di scorta.

Centrifugare brevemente le provette prima di aprire i reagenti. Aprire e chiudere le provette con
attenzione per evitare la formazione di aerosol.

Dopo l'uso le superfici dei banchi dei laboratori PCR devono essere pulite giornalmente con una
soluzione di ipoclorito3. Si possono preferire altri prodotti chimici validati o appropriate
alternative. Le aree di contenimento possono essere ulteriormente decontaminate con
radiazioni ultraviolette, se disponibili.

Tutti i nuovi operatori del servizio, studenti e visitatori devono essere addestrati all'uso delle
attrezzature per la PCR. Si raccomanda di stabilire per questi operatori di laboratorio una
regolare procedura di formazione.

Per la retrotrascrizione (RT - reverse transcription- PCR), sono necessarie specifiche
precauzioni per impedire la contaminazione con RNasi di attrezzature, materiali di consumo e
reagenti al fine di evitare falsi risultati negativi.

2 Procedura sul Campione

Tutti i sistemi di accreditamento stabiliscono alcune condizioni per lo stoccaggio, la
conservazione e la registrazione dei campioni.

Evitare problemi di contaminazione molecolare della PCR con la Buona Pratica di Laboratorio e
con 'adozione del flusso operativo unidirezionale (vedi sotto).

2.1 Separazione Fisica delle Fasi Analitiche Pre-PCR e Post-PCR

Per evitare il carry over di sequenze di DNA amplificato®; le reazioni PCR dovrebbero essere
allestite in una stanza o area di contenimento ('stazione di lavoro PCR’ in cabina a flusso
laminare) separata da quella utilizzata per le manipolazioni post-PCR.

Si deve predisporre una serie completamente separata di attrezzature di laboratorio, materiali di
consumo, e camici di laboratorio funzionale all'uso specifico dell'area di pre - o post
manipolazione PCR, secondo le caratteristiche di ciascuna. Prestare attenzione per garantire
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che prodotti delle colture virali, ampliconi e cloni di DNA, ad eccezione del controllo positivo a
basso titolo, non entrino nell’area ‘Pre-PCR'.

| reagenti e i materiali di scorta devono essere prelevati direttamente dalla zona di stoccaggio
(pulita) posta all'interno dell’area pre-PCR e non devono mai essere presi o condivisi con I'area
in cui si stanno eseguendo analisi post-PCR. In modo analogo, attrezzature quali le pipette, hon
devono mai essere portate nella zona di contenimento dopo il loro I'uso con materiale
amplificato.

2.2 Flusso di Lavoro Unidirezionale®

Ove possibile le strutture per la PCR devono essere organizzate in modo separato in quattro
aree / locali come di seguito descritto. | requisiti possono variare secondo il saggio e la
piattaforma analitica. Per esempio, per la PCR real time potrebbero essere richieste solo 3 aree
in quanto non e richiesta quella delle analisi post-PCR. Tuttavia, per i saggi in nested PCR, lo
step addizionale richiede la disponibilita di quatto locali/aree.

Il flusso di lavoro tra questi locali/ambienti deve essere unidirezionale, cioe dalle aree pulite a
guelle contaminate, ma non da contaminate a pulite. Dovranno essere forniti camici dedicati per
ciascuna area ed € richiesto il cambio dei guanti fra le diverse aree. Il personale potra lasciare
eventualmente le aree dei prodotti di analisi e tornare alle aree della parte iniziale del percorso.
In questo caso e essenziale un assoluto rispetto delle buone pratiche di laboratorio. Devono
essere cambiati camici, guanti e qualsiasi altro dispositivo di protezione individuale, e lavate le
mani. Nessun materiale di lavoro, nemmeno un computer, penna o0 memoria portatile, puo
essere riportato nell'ambiente in cui si esegue la fase precedente.

2.3 Preparazione Reagenti — Settore Pulito

In questo settore si conservano i reagenti per la PCR. E 'molto importare mantenere questo
settore/area priva di qualsiasi materiale biologico (compresi gli estratti di DNA/RNA, i campioni, i
prodotti del clonaggio e della PCR).

Le procedure effettuate in questo settore comprendono la preparazione e la suddivisione in
aliquote dei reagenti conservati e la preparazione delle miscele di reazione prima dell'aggiunta
dell'acido nucleico del materiale clinico (questa avviene nell'area progettata per I'estrazione
degli acidi nucleici o, nella seconda fase delle nested PCR nella zona della strumentazione per
la PCR). Si raccomanda la suddivisione in aliquote dei primer e degli altri reagenti per ridurre al
minimo le conseguenze della contaminazione e ridurre i tempi morti.

2.4 Settore per Estrazione Acido Nucleico

L’estrazione dell'acido nucleico dai campioni clinici deve essere eseguita nei settori in cui non
sono stati manipolati i prodotti della PCR e la conservazione del materiale clonato. A tal fine é
richiesta una seconda area pulita. La seconda area € quella in cui sono processati i campioni,
dove si esegue la fase della transcrittasi inversa delle RT-PCR e dove il DNA estratto o clonato
(cDNA) e il controllo positivo sono aggiunti alla miscela di reazione della PCR (allestita in
precedenza nell’area di preparazione dei reagenti).

I campioni per il saggio PCR dovrebbero pervenire direttamente dall'area pulita di ricevimento
del campione al laboratorio di estrazione; i campioni non devono mai entrare negli ambienti ove
sono presenti prodotti della PCR o DNA clonato.

2.5 Settore di Amplificazione

Il settore di amplificazione é I'area i cui € presente la strumentazione per la PCR. Puo anche
contenere un’area di contenimento nella quale, per la nested PCR, le miscele di reazione del
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secondo step sono inoculate con il prodotto della reazione primaria. | DNA clonati non devono
essere portati in questa zona.

Se la strumentazione per la PCR &€ comune, si raccomanda di predisporre una modalita di
prenotazione condivisa per I'attivita analitica. | programmi dei termociclatori dei singoli utenti
non devono essere modificati da altri utenti (anche temporaneamente) senza un preavviso al
responsabile del programma.

2.6 Settore del Prodotto Analitico

Questo é I'ambiente in cui sono eseguite le manipolazioni post-PCR dei prodotti amplificati quali
elettroforesi su gel di agarosio, rilevamento con sistemi PCR-ELISA. Si tratta di un’area
contaminata e pertanto nessun reagente, strumento, camice di laboratorio ecc. di questo settore
puo essere utilizzato in qualsiasi altra area del laboratorio PCR.

3 Manipolazione della Mastermix

e Le mastermix devono essere suddivise in appropriate aliquote per l'utilizzo secondo le
quantita richieste dalla prova e per ridurre al minimo il numero di cicli di congelamento
scongelamento.

o Le mastermix devono essere sottoposte a un periodo minimo di scongelamento e
poste in ghiaccio il piu presto possibile.

e Le Mastermix che contengono fluorofori, come i saggi che usano sonde, o coloranti
che silegano al DNA, tipo SYBR Green, non devono essere esposte a luce eccessiva
per evitare la loro degradazione per diminuzione dell’emissione della fluorescenza’ 8.

4 Selezione dei Controlli

I campioni di controllo sono inclusi in base al protocollo del singolo dosaggio. Tuttavia, come
linee guida generali, vi diamo i seguenti suggerimenti:

e Un controllo positivo di amplificazione: normalmente questo dovrebbe essere un
estratto che amplifica debolmente ma in modo evidente all'interno di un intervallo
accettabile. L'uso di un positivo a elevata concentrazione puo essere inutile perché
fonte di possibile contaminazione.

¢ . Un controllo di amplificazione positivo proveniente da un plasmide deve essere
sempre diluito in modo da dare un risultato finale atteso da un debole positivo.

e Deve essere sempre incluso un controllo negativo, o “privo di sequenze bersaglio”, es.
acqua priva di nucleasi, per verificare la miscela di reazione.

e Controlli di estrazione: campioni positivi e negativi noti possono essere estratti e
analizzati per costituire, rispettivamente, il controllo dell’avvenuta estrazione degli acidi
nucleici e il controllo di una eventuale contaminazione durante I'estrazione.

e Controlli interni: da utilizzare per controllare gli inibitori della reazione di amplificazione
e la mancata estrazione inclusi errori tecnici, per es. la mancata aggiunta dell'estratto
del campione alla reazione di amplificazione. | controlli interni dovrebbero
teoricamente essere utilizzati per verificare l'intero processo di estrazione del
campione e di amplificazione con PCR. La dimostrazione della presenza della
sequenza del controllo interno in una reazione di PCR duplex conferma la capacita
potenziale di amplificare la sequenza target e convalida il risultato negativo. | controlli
interni dovrebbero idealmente rappresentare il piu possibile I'organismo bersaglio. Per
i target a RNA rilevati con la transcriptasi inversa si deve utilizzare un controllo a RNA

Linee Guida Qualita | Q 4 | Emissione no: 4.4 | Data emissione 16.12.13 | Pagina: 11 di 15

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



Buona Pratica di Laboratorio per Esecuzione Saggi di Amplificazione Molecolare

per verificare questa fase. Come controllo della retrotrascrizione sono stati utilizzati
diversi approcci tra cui I'aggiunta di batteriofagi come MS2 o il fago lambda, oppure
'aggiunta di DNA o RNA trascritti. Quando insieme all’acido nucleico dell'organismo
target sono copurificati anche DNA o RNA di origine umana sono utilizzati come
controlli interni geni “house-keeping” come la beta globina. Questo ha I'ulteriore
vantaggio di controllare I'adeguatezza del campione, anche se é difficile valutare
un’inibizione parziale quando sono attesi livelli di DNA umano non noti.

¢ Il Controllo interno aggiunto durante la fase di amplificazione verifica la presenza di
inibitori della PCR ma non verifica la fase di estrazione del campione.

5 Altri Approcci alla Prevenzione della Contaminazione

e Al protocollo di un test possono essere aggiunte numerose misure e procedure per
ridurre al minimo la possibilita di contaminazione; la piu frequente fra queste é I'uso
della Uracil-DNA Glicosidasi®. Poiché I'uso di tali procedure & raccomandato (come per
i protocolli di analisi) si deve sottolineare che queste sono utilizzate in aggiunta alle
buone pratiche di laboratorio segnalate in precedenza, ma non come alternativa.

e La decontaminazione deve essere eseguita con radiazioni UV, sodio ipoclorito o HCL
1M3.9,

e Siraccomanda I'uso regolare di tamponi per controlli ambientali dei settori ove si
eseguono elevate attivita analitiche con PCR.

¢ |l personale deve essere consapevole di queste direttive e del suo ruolo importante
nella prevenzione della contaminazione

6 Assicurazione della Qualita

E importante dimostrare che i saggi sono eseguiti in modo adeguato e che i risultati refertati
sono affidabili e accurati. Se disponibili, si consiglia di eseguire controlli esterni per analisi
eseguite sia con prodotti commerciali che con quelli “fatti in casa” in-house. Per molti target
virali sono disponibili controlli quantitativi acquisibili dal commercio o da altre fonti (quale la
NIBSC). Registrare in modo continuo questi risultati consentira di identificare eventuali problemi
al loro insorgere.

| saggi devono essere adeguatamente validati prima della loro introduzione nella routine
(consultare Q 1 commercial and in-house diagnostic tests: Evaluations and Validations ). Si
noti che la validazione di un saggio in-house (come per un test marcato CE) rappresenta la
validazione di tutta la procedura. Ogni cambiamento della procedura, sia che riguardi la
procedura di estrazione, reagenti, parametri dei cicli, inserimento di controlli interni per
I'inibizione, richiedera una documentata rivalidazione di tutto il processo.

Nuovi lotti di reagenti, quali primer, probe delle mix PCR ecc, devono essere saggiati per le loro
prestazioni con materiale di controllo di qualita provata e i risultati devono essere registrati
come documento di verifica.

Se disponibili, & essenziale la partecipazione a programmi di assicurazione della qualita ad
esempio, al National External Quality Assurance Scheme (NEQAS) e al Quality Control for
Molecular Diagnostics (QCMD). Se non disponibili, si consiglia la collaborazione interlaboratori
con scambio di campioni per verificare che il saggio é correttamente eseguito.
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La contaminazione € una potenziale minaccia quando si utilizzano tecniche sensibili di
amplificazione degli acidi nucleici e il regolare monitoraggio ambientale costituisce un utile
indicatore di potenziali problemi. Molti sistemi commerciali ora consigliano il monitoraggio
ambientale come parte delle procedure di gestione e manutenzione, ma questo dovrebbe
essere raccomandato anche per i saggi ‘in-house’.
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Appendice: Diagramma che Evidenzia il Flusso
Operativo di un Laboratorio per PCR

_ _ Avvio Reazione ,
Preparazione Preparazione e Prodotti

Reagenti Campione Amplificazione Analitici

v

Flusso operativo

Nota: Sebbene in teoria siano richieste quattro aree, molti laboratori per la PCR ne hanno a
disposizione solo due.

In un grande laboratorio, la fase pre-PCR e quella di estrazione sono eseguite all'interno di
un'area definita, 'amplificazione e I'analisi del prodotto in un secondo laboratorio.

Traduzione a cura di Roberto Rescaldani, gia primario del Laboratorio di Microbiologia e Virologia A.O.
San Gerardo dei Tintori - Monza.
| testi originali e le traduzioni sono disponibili sul Web APSI - www.apsi.it - Webmaster Sergio

Malandrin, Dirigente di primo livello del Laboratorio di Microbiologia e Virologia A.O. San Gerardo dei
Tintori di Monza
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