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1. Premessa

L'attuazione di programmi di sorveglianza attiva finalizzati a prevenire la diffusione di ceppi di
enterobatteri produttori di carbapenemasi rappresenta ormai un’esigenza nel nostro Paese. 12

| Laboratori di Microbiologia Clinica, coinvolti come attori principali in tali programmi, hanno la
necessita di individuare modalita tecnico-operative efficaci, ma anche sostenibili in termini di carico
di lavoro.>*

Lo screening dei pazienti colonizzati puo essere efficacemente effettuato mediante esame colturale
di un campione prelevato con tampone in sede rettale,>® pur essendovi la possibilita di colonizzazione
anche a livello orale, respiratorio, urinario. La selezione dei pazienti da sottoporre a tale screening
cosi come la sua frequenza puo variare a seconda del programma di sorveglianza adottato, in funzione
dei diversi contesti epidemiologici e organizzativi locali.

Questo documento ha l'obiettivo di fornire, ai Laboratori di Microbiologia Clinica, indicazioni sulle
diverse possibilita metodologiche da impiegare per lo screening di pazienti colonizzati da
enterobatteri produttori di carbapenemasi (CPE).

2. Abbreviazioni

- CPE, Carbapenemase Producing Enterobacterales
- CRE, Carbapenem Resistant Enterbacterales
- NAAT, Nucleic Acid Amplification Test

- LFIA, Lateral flow Immunochromatographic Assays

3. Saggi colturali di screening per CPE

a. Semina su terreni cromogeni selettivi

Sono commercialmente disponibili diverse tipologie di terreni cromogeni selettivi che possono
essere utilizzati per la ricerca di enterobatteri con ridotta sensibilita ai carbapenemi.®” Questa
tipologia di analisi colturale prevede la semina su terreni selettivi per bacilli aerobi Gram-negativi
e la successiva identificazione di specie, caratterizzazione del meccanismo di resistenza ed
eventuale antibiogramma. In caso di tampone in fase liquida, agitare su vortex prima di
procedere alla semina (consigliati 30 ul o volumi superiori). In caso di dispositivo non in fase
liquida, il tampone va inizialmente ruotato e strisciato direttamente sul terreno.

Vantaggi:

- facilita nel riconoscimento delle colonie sospette e nella identificazione presuntiva di specie,
anche se sensibilita e specificita sono da valutare in relazione al terreno utilizzato;

- alcune tipologie di piastre cromogene (piastre bi-settate) sono formulate con diversi tipi di
terreni selettivi, che permettono di rilevare con maggior sensibilita enterobatteri produttori
di carbapenemasi di tipo OXA-48;

- possibilita di semina con sistemi automatizzati;

- @ stata dimostrata, da evidenze di letteratura, una maggiore sensibilita e specificita rispetto
all'utilizzo della piastra di MacConkey col solo dischetto di meropenem. Differenze



significative tra i due metodi sono state riportate soprattutto per le carbapenemasi di classe
D.

Limiti:

terreni cromogeni con bassa specificita possono implicare il rischio di un eccessivo utilizzo dei
test aggiuntivi e, soprattutto, comportare un ritardo nella comunicazione dell’esito positivo;

- alcuni enterobatteri produttori di carbapenemasi possono presentare bassi livelli di resistenza
ai carbapenemi e non crescere su tutti i terreni selettivi;

- sensibilita minore rispetto ai sistemi molecolari diretti;

- possibilita di osservare risultati falsamente negativi in presenza di nuove varianti alleliche con
ridotta attivita carbapenemasica (in contesti epidemiologici con dimostrata o sospetta
circolazione di queste varianti potrebbe essere utile associare alla semina su terreno
cromogeno per CPE quella su piastra di MacConkey con dischetto di meropenem e
ceftazidime-avibactam oppure quella su terreno cromogeno per ceppi resistenti a
ceftazidime-avibactam).

b. Caratterizzazione degqli isolati sospetti

Qualora sia rilevata la presenza di sospette CPE, & raccomandato eseguire ulteriori
caratterizzazioni con test immunocromatografici e/o test molecolari per identificare il tipo di
carbapenemasi prodotta (punti 4-5.a)° seguite da eventuale antibiogramma, utile sia a fini
epidemiologici sia di antimicrobial stewardship.®

In caso di negativita per le carbapenemasi pil comuni e di confermata resistenza ai carbapenemi,
ulteriori approfondimenti possono essere eseguiti tramite test di attivita enzimatica e/o
mediante sequenziamento genomico inviando il ceppo ad un Centro di riferimento.

4. Saggi molecolari di screening per CPE

L'utilizzo di test molecolari direttamente su tampone rettale puo essere considerato per ridurre la
tempistica di pre-isolamento per i pazienti sottoposti allo screening in ammissione, in caso il
laboratorio riesca a fornire la risposta in giornata. Sono oggi commercialmente disponibili diversi saggi
NAAT che permettono l'identificazione dei geni codificanti le principali carbapenemasi di interesse
epidemiologico (KPC, VIM, IMP, NDM, OXA-48).° La positivita molecolare dovrebbe auspicabilmente
essere seguita dalla semina su terreno selettivo e caratterizzazione della/e specie produttrice/i
della/e carbapenemasi rilevata/e, in modo da poter proseguire con l'eventuale caratterizzazione
fenotipica dell’isolato (se richiesta). Un eventuale esito positivo dello screening molecolare andrebbe
comunicato precocemente al reparto, al fine di permettere una tempestiva implementazione delle
necessarie misure di infection control.>®

In caso di discrepanze tra esito del test NAAT e della successiva semina su terreno selettivo (ad
esempio, dovute alla presenza di varianti alleliche codificanti enzimi con ridotta attivita
carbapenemasica), sarebbe consigliabile la richiesta di nuovi test colturali per aumentare la sensibilita
in caso di una eventuale colonizzazione a bassa carica.

Lo screening di controllo settimanale puo essere effettuato mediante metodo colturale, in
considerazione della minore urgenza del risultato e valutando costi/benefici.



Vantaggi:

- rapida identificazione dei pazienti colonizzati, con possibilita di interventi di infection control piu
tempestivi;

- maggiore sensibilita rispetto ai sistemi colturali.

Limiti:

- richiesta strumentazione dedicata;

- costi maggiori rispetto alle metodiche colturali;

- possibilita di osservare risultati falsamente negativi in presenza di nuove varianti alleliche o
carbapenemasi meno comuni non presenti nel pannello molecolare;

- possibilita di rilevare produttori di carbapenemasi diversi da enterobatteri;

- non consente di rilevare CRE non CPE, se oggetto di sorveglianza.

Saggi di conferma per CPE (da colonia/e isolata/e)

a.

Saggi immunocromatografici

Sono commercialmente disponibili test rapidi LFIA che permettono di rilevare, partendo da
singola colonia, la presenza delle principali carbapenemasi eventualmente prodotte in caso
di sospetta CPE.° | saggi LFIA utilizzano anticorpi monoclonali marcati diretti contro le
principali carbapenemasi (KPC, VIM, NDM, IMP, OXA-48-like) immobilizzati su membrana di
nitrocellulosa (strip); il legame enzima-anticorpo specifico origina una banda colorata
visivamente evidenziabile sulla strip.®

Vantaggi:
- rapida identificazione del tipo di carbapenemasi prodotta in caso di sospetta CPE;

- nessuna richiesta di strumentazione dedicata e maggior facilita di preparazione rispetto alla
maggior parte dei sistemi NAAT;

Limiti:

- possibilita di osservare risultati falsamente negativi in presenza di nuove varianti
enzimatiche (es. KPC-31) o carbapenemasi meno comuni non presenti nel test ed in caso di
ceppi con carbapenemasi a basso livello di espressione.

Saggi basati su amplificazione del DNA

Alcuni sistemi molecolari NAAT, validati per la ricerca di geni codificanti carbapenemasi da
tampone rettale, possono essere utilizzati anche per la conferma del meccanismo di
resistenza partendo da colonia isolata. Per caratteristiche dei test ed indicazioni sul loro
utilizzo, fare riferimento alla sezione 4.
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