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Identificazione di specie Vibrio
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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 @€i servizi di laboratorio
riferibili alle ricerche per la diagnosi delle infezioni neiloro pazienti.e le documentazioni
forniscono indicazioni che facilitano la pren@tazione elettronicaldi‘tests appropriati da parte
dei reparti ospedalieri.

o Le SMI fornisceno gli standard, per le ricerche microbiologiche anche ai responsabili della
sanita pabblica 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 ¢ 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

Il NICE (National Institute for Health and Care Excellence) ha accreditato la procedura utilizzata dai
Gruppi di Lavoro per produrre le SMI L’accreditamento € applicabile a tutte le linee guida prodotte
dall'Ottobre del 2009. La procedura per lo sviluppo delle SMI & certificata dalla 1ISO 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 ricesch@ addizionali qualora opportune. Le
SMI aiutano i laboratori a soddisfare i requisiti dell’accreditamento con lagpromozione di procedure
d’elevata qualita che possono essere verificate. Le SMI forniscono inaltre un punto di riferimento per lo
sviluppo del metodo. Queste stessesdevono essere,utilizzate in associazioni con altre SMI.

Le prestazioni dellaSMI dipendonogdal personale ben addestrato e dalla qualita dei reagenti e delle
attrezzature utilizzate. | laboratori dovrebbera 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 divalutazione 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 deil Dati Sensibili

La PHE é 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
gualsiasi 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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Citazione Suggerita per guesto Documento

Public Health England. (2014). Identification of Vibrio species. UK Standards for Microbiology
Investigations. ID 19 Emissione 2.2. http://www.hpa.org.uk/SMI/pdf.

| REVISIONE
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Scopo del Documento

Introduzione

Questa SMI descrive I'identificazione delle specie Vibrio

Questa SMI deve essere usata congiuntamente con le altre SMI

Taxonomia

Il genere Vibrio appartiene alla famiglia delle Mibrionhaceae ed & composto di almeno 34 specie
conosciute. Gli antigeni somatici deliVibrio cholerae,consentono una suddivisione in 155 sierogruppi. |
ceppi epidemici appartengono, di solito 'al sierogruppo O1, ehe puo“essere ulteriormente suddiviso nei
sierotipi Inaba,Ogawa ed Hikojima. I ceppl epidemicidi V. cholerae O1 possono essere poi
differenziati in El Tor e biotipi ClassiCi. | eeppi che non appartengono al sierogruppo O1 sono di solito
refertati come Y. cholerae men-O1. Nel 1993 nel Bengala si € manifestata un’epidemia di colera
causata da un RuUovo sierogruppo non-O1 di V. cholerael. Sebbene i primi isolati del sierogruppo
(0139) fossero resistenti all’agente vibriostatico 0129, i ceppi recentemente isolati sono sensibili a
guesto compostol.

Charatteristiche

Le specie Vibrio sono rappresentate da bastoncini ricurvi Gram negativi. Su agar sangue ed agar
tiosolfato citrato sali biliari e saccarosio (TCBS- thiosulphate citrate bile salt sucrose) formano colonie
gialle o verdi di diametro di 2-3 mm. Le specie Vibrio sono anaerobie facoltative, mobili per presenza di
un solo flagello polare e ossidasi positive, (tranne Vibrio metschnikovii2). Di solito sono sensibili
all’agente vibriostatico 0129 (2,4-diamino-6, 7-diisopropilpteridina fosfato — disco da 150 ug). La
crescita e stimolata da ioni sodio (alofili) — la concentrazione richiesta corrisponde a quella del loro
ambiente naturale. V. cholerae (agente causale del colera) non é alofiloZ.

V. cholerae Ol richiede la ricerca dell’antigene superficiale O1 e questa non identifica i ceppi di V.
cholerae O139.

Il classico biotipo di V. cholerae O1 e VP-negativo e sensibile alla polimixina (50 1U disco). V. Cholerae
O1 biotipo El Tor e VP-positivo e resistente alla polimixina3.

Dodici specie del genere Vibrio sono ritenute responsabili di malattie gastroenteriche ed extra-
intestinali nell'uomo — la pit importante di queste ¢ il colera.

Principi di Identificazione

Gli isolati da coltura primaria sono identificati dall'aspetto della colonia, colorazione, Gram, sierologia
(agglutinazione con antisieri specifici) e prove biochimiche. Se é richiesta la conferma, gli isolati
devono essere inviati al Laboratorio di Riferimento. Tutte le prove di identificazione dovrebbero essere
eseguite con colonie sviluppate su agar non-selettivo. La prova dell’ossidasi puo essere falsamente
negativa se eseguita da agar TCBS4.

Informazione Tecnica/Limitazioni
N/D

1 Considerazioni sulla Sicurezza>*
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Microrganismi di Gruppo di Rischio 2.

Fare riferimento alle linee guida sulla sicurezza nella manipolazione dei microrganismi documentati in
questa SMI.

Eseguire le procedure di laboratorio che generano aerosol infettivi in cabina di sicurezza
microbiologica.

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

E’ essenziale il rispetto delle regolamentazioni di spedizione postale e di trasporto.

2 Microrganismo Bersaglio

Specie Vibrio consideraté causa di malattia nell’'uomo?é

Vibrio alginolyticus Vibrio furnissii

Vibrio carchariae Vibrio hollisae

Vibrio cholerae Vibrio metschnikovii
Vibrio cincinnatiensis Vibrio mimicus

Vibrio damsela Vibrio parahaemolyticus
Vibrio fluvialis Vibrio vulnificus

Tutte le specie di Vibrio possono essere riscontrate nelle feci dopo ingestione di alimenti marini o
dell'acqua che li contiene.

3 Identificazione

3.1 Aspetto Microscopico

Colorazione Gram (consultare TP 39 - Staining Procedures)

Bastoncini Gram-negativi ricurvi in modo caratteristico o simili a virgola. Questo aspetto caratteristico
non & sempre presente quando i microrganismi cresciuti su terreno solido sono colorati con il Gram.

3.2 Terreni di Primo Isolamento

Agar sangue incubato in aerobiosi a 35-37°C per 18-24 ore
Agar TCBS incubato in aerobiosi a 35-37°C per 18-24 ore

3.3 Aspetto Colonia

Su agar sangue le colonie presentano un diametro di 2-3 mm. Alcuni ceppi possono essere emolitici.
Dopo 18-24 ore di incubazione su TCBS le colonie sono di almeno 2 mm di diametro e di colore giallo
per i fermentanti il saccarosio o verdi per i non fermentanti. Le colture devono essere esaminate
rapidamente dopo la loro rimozione dal termostato perché, se lasciate a temperatura ambiente, la
colorazione gialla puo virare di nuovo al verde. Microrganismi diversi dalle specie Vibrio che crescono
sul TCBS.
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Microrganismi Colore delle colonie su TCBS
V. cholerae giallo

V. alginolyticus giallo

V. cincinnatiensis giallo

V. damsela verde

V. carchariae gialla/verde
V. fluvialis giallo

V. furnissii giallo

V. hollisae (NB non sissvil@ippalsu TCBS)4 verde

V. parahaemalyticus verde

V. metschnikavii giallo

V. vulnificus verde

V. mimicus verde
Specie Aeromonas giallo
Specie Pseudomonas blu/verde*
Specie Proteus giallo/verde*
Specie Enterococcus giallo

* Colonie piu piccole di quelle formate dalle specie Vibrio

3.4 Proceduradi Prova

Ossidasi (TP 26 - Oxidase test)

Le specie Vibrio sono ossidasi-positive (la prova dell'ossidasi puo essere falsamente negativa su
colonie sviluppate in terreni contenenti carboidrati — eseguire sottocolture su agar nutriente o agar
sangue).

Sensibilita alla pteridina 0129 (dischi da 10 pug e 150ug)

La maggior parte delle specie Vibrio e sensibile a 150 pg, ma la sensibilita & differente con dischetti da
10 pg (alcuni ceppi di V. cholerae O1 e 0139 possono essere resistenti al contenuto di entrambi i
dischi).

Sierologia

Identificazione con confezione commerciale

Queste prove possono richiedere un arricchimento con NaCl. Fare riferimento alle indicazioni del
produttore.

3.5 Identificazione Successiva

Dopo risultati della prova di sensibilita 0129 (opzionale), sierologia ed identificazione con sistema
commerciale
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3.6 Conservazione e Invio

Se richiesto, purificare un isolato su becco di clarino di agar nutriente per I'invio al Laboratorio di
Riferimento.

 REVISIONE
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4 Identificazione di specie Vibrio: Diagramma di Flusso

Campione clinico
Piastra di isolamento primario

Terreno TCNS

Alcune possono essere emolitiche

| Diametro colonie 2-3 mm gialle o verdi |

| Diametro colonie 2-3 mm |

|

Colorazione Gram
Bastoncini Gram negativi ricurvi in modo
caratteristico o simili a virgola

!

Prova ossidasi
(non eseguire da piastra TCBS)

Sensibilita a pteridina 0129 (opzionale)
(dischida 10 g 150 g)

Possibile V. metschnikovii
Verificare caratteri biochimici prima
di scartare
V. metschnikovii forma colonie gialle
Su TCBS. Ossidasi negativa. Possono
essere scartati isolati con aspetto
morfologico diverso

v !

Resistente 10g
Resistente 150g

Specie Aeromonas
o V. cholerae O1
o V. cholerae 0130

ensibile 10g
Sensibile 150g

v

Agglutinazione con
Antisieri 01 0 0139

'

}
<Fosiva>

V. cholerae (non O1, O139)
| V. cholerae V. vulnificus
Specie Vibrio

Resistente 10g
Sensibile 150g

Possibile
V. parahaemolyticus
V. alginolyticus
V. fluvialis
V. furnissii

Identificazione successiva su indicazione clinica

Sistemi di identificazione commerciali (pud essere richiesto supplemento
di NaCl o invio al Laboratorio di Riferimento

—(

Il diagramma di flusso & solo indicativo

><_
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5 Refertazione

5.1 Identificazione presuntiva

Se si riscontrano appropriate caratteristiche di crescita, aspetto della colonia, colorazione Gram
della coltura, e risultati dell'ossidasi

5.2 Conferma ldentificazione
Successive prove biochimiche e/o metodi molecolari e/o invio al laboratorio di riferimento.

5.3 Medico Microbiologo

Informare il medico microbiologo di tutte les€olture positive da sedi normalmente sterili, di tutte le
diagnosi preliminari e di quellesgcdnfermate di specié)Vibrio note per lalore potenzialita patogena, e
di tutti gli isolati ineorso di epidemias

Informare il medico microbiolego se_nel'modulo difichiesta sono segnalate informazioni che fanno
sospettare infeziope can V. cholerae o V. parahaemolyticus, secondo i protocolli locali, quali:

» Grave diarrea'acquosa

» Sospetto colera

* Anamnesi positiva per viaggio all’estero, dipendente di laboratorio.

» Sospetta intossicazione alimentare (specialmente nei casi con consumo di alimenti marini.

Il medico microbiologo deve essere informato della diagnosi preliminare o confermata delle specie.
Vibrio associate a:

» Infezione della ferita 0 miofascite (necrotizzante)
» Setticemia
» Viaggio all'estero

» Contatto con acqua (salmastra), pesca/alimentazione con pesce o alimento di
origine marina (sospetto in senso lato di infezione con V. vulnificus, V. damsela
od Aeromonas hydrophila)

» Uso medico di sanguisughe, come in chirurgia plastica (sospetto in senso lato di
infezione da Aeromonas hydrophila)

» Alcolismo, abuso di sostanze, immunodeficienza

« Altre gravi condizioni mediche quali tumori o0 soggetti in trattamento antitumorale
con conseguente neutropenia e/o mucosite

Seguire i protocolli locali per la refertazione al clinico

54 CCDC

Fare riferimento al Memorandum locale di Informazione.

5.5 Public Health England?23

Fare riferimento alle linee guida attuali del CDSC ed alle indicazioni del COSURV.
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5.6 Gruppo Controllo Infezione
Informare il gruppo controllo infezione degli isolati presunti o confermati di specie Vibrio.

6 Invio

6.1 Laboratorio di Riferimento

Per informazioni su accertamenti disponibili, tempi di risposta, procedure di trasporto ed altre
informazioni riguardanti igli accertamenti disponibili, il tempo di rispostagprocedure di trasporto ed
altre richieste per l'invio del campione al laboratorio di riferiment®, rivolgersi a:

Gastrointestinal Infections Referenceglgnit
Microbiology Services

Public Health EfAgland

61 Colindale Avenue

London

NW9 5EQ
http://www.hpa.org.uk/cfi/lep/default.htm

Contattare il centralino della PHE: Tel. +44 (0) 20 8200 4400

Inghilterra e Galles
http://www.hpa.org.uk/webw/HPAweb&Page&HPAwebAutoListName/Page/1158313434370?p=11
58313434370

Scozia

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

Irlanda del Nord

http://www.belfasttrust.hscni.net/Laboratory-MortuaryServices.htm

7  Notifica al PHE**** 0 Equivalente®?®

Le Norme di Denuncia del 2010 rendono obbligatorio ai laboratori diagnostici di denunciare alla
Public Health England (PHE) tutti i casi nei quali s’identificano gli agenti causali elencati nella
Scheda 2 della Direttiva, Le denuncie 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 il laboratorio ricevente la notifica é 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 l'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
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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’.

Esistono accordi diversi in Scozia2°:26, Galles2” e Irlanda del Nord?28-.

 REVISIONE
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