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

Modifica No/Data. 6/16.06.15 

Emissione eliminata. no 3.2 

Emissione inserita no. 4 

Sezione(i) interessate Modifica 

Intero documento Collegamenti ipertestuali aggiornati al gov.uk. 

Pagina 2. Loghi aggiunti aggiornati.  

Introduzione 

La tassonomia delle specie VTEC O157 è stata 
aggiornata. 
 

Ulteriori informazioni sono state aggiunte alla sezione 
Caratteristiche. Sono menzionate le specie clinicamente 
rilevanti.  
Aggiornata la Sezione relativa ai Principi d’Identificazione 
per includere il MALDI-TOF-MS.  
 

Informazione Tecnica/limitazioni 
 

Aggiunte informazioni riguardanti i sistemi d’identificazione 
commerciali, saggi di agglutinazione e test MADI-TOF-MS 

Considerazioni sulla sicurezza Aggiornate le modalità di manipolazione delle VTEC O157 
e anche le infezioni acquisite in laboratorio. 

Microrganismi Bersaglio 
 

La sezione sui microrganismi bersaglio è stata aggiornata 
e presentata in modo chiaro. 
 

Identificazione. 

 

Aggiornamenti eseguiti in 3.2, 3.3 e 3.4 in relazione agli 
standard di procedura. 
 
Le Sezioni 3.4.4 e  3.4.5 sono state aggiornate per 
includere sistemi commerciali d’identificazione, MALDI -
TOF MS e NAAT con bibliografia. 
 
La sottosezione 3.5 è stata aggiornata per includere i 
Metodi Molecolari Rapidi. 
 

Diagramma di flusso per 
Identificazione 

Modifica del diagramma di flusso per identificazione delle 
specie di Escherichia coli produttrici di Vero citotossina 
includente E. coli O157 per facilitarne l’utilizzo. 
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Refertazione . 
Le sottosezioni 5.3, 5.4 e 5.5 sono state aggiornate in 
conformità alle informazioni richieste nella procedura di 
refertazione. 

Invio. Aggiornati gli indirizzi dei laboratori di riferimento.   

Bibliografia  Bibliografia in parte aggiornata. 
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Ricerche Microbiologiche Standard del Regno Unito#: 
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 tests appropriati.   
 

• Le SMI forniscono gli standard per le ricerche microbiologiche anche ai responsabili della 
sanità 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 più 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 qualità, 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 ed è una 
condizione essenziale per interventi nel campo della sanità pubblica, della sorveglianza, e per le 
attività di ricerca e di sviluppo.  

Collaborazione paritaria 
 

La preparazione e stesura delle SMI è effettuata mediante collaborazione paritaria fra PHE, NHS, 
Royal College of Pathologists e le organizzazioni professionali. 
 
L'elenco delle organizzazioni partecipanti può 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 una organizzazione in una SMI implica il sostegno degli obiettivi e del 
processo di preparazione del documento. I 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. I 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 è usato come termine generico per includere le due specialità 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 qualità 
 

 Il NICE (National Institute for Health and Care Excellence) ha accreditato la procedura utilizzata dai 
Gruppi di Lavoro per produrre le SMI L’accreditamento è applicabile a tutte le linee guida prodotte 
dall’Ottobre del 2009. La procedura per lo sviluppo delle SMI è certificata dalla ISO 9001:2008. 

Le SMI rappresentano una procedura standard di buona qualità pratica alla quale si devono 
attenere per la propria attività tutti i laboratori di microbiologia clinica e di sanità pubblica del Regno 
Unito. Le SMI sono accreditate dal NICE e non rappresentano gli standard minimi di attività, e 
neppure il più 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 qualità che possono essere 
verificate. Le SMI forniscono inoltre un punto di riferimento per lo sviluppo del metodo.  

Le prestazioni della SMI dipendono dal personale ben addestrato e dalla qualità dei reagenti e 
delle attrezzature utilizzate. I 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. I 
laboratori devono partecipare a programmi di valutazione di qualità esterni ed eseguire le relative 
procedure del controllo di qualità interno. 

Coinvolgimento del paziente e della comunità 
 

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 sarà strutturalmente valida e atta a 
soddisfare le esigenze dell'utente. L’opportunità di partecipazione per contribuire alla 
consultazione è estesa al pubblico con l’accesso libero al nostro sito web 

Informazione della gestione e dei dati sensibili 
La PHE è un’organizzazione che condivide le direttive Caldicott. Ciò 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 è assoggetto agli obiettivi PHE di Uguaglianza 
https://www.gov.uk/government/organisations/public-health-england/about/equality-and-diversity. I 
Gruppi di Lavoro SMI sono impegnati a raggiungere gli obiettivi di parità di consultazione efficace 
con gli appartenenti al pubblico, i partner, le parti interessate ed i gruppi specialistici coinvolti. 

Dichiarazione legale 
Mentre ogni cura è 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 responsabilità 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 più 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. 

I 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 l’identificazione presunta di Escherichia coli O157 produttrici di Vero-
citotossina (VTEC O157) isolate dalle feci. Questi ceppi di microrganismi sono associati a un 
ampio spettro di malattie, inclusa la sindrome uremica emolitica (HUS. SEU - haemolytic 
uraemic syndrome). 
 
Questa SMI deve essere usata con le altre SMI. 
 

Introduzione 
 

Tassonomia 
 
E. coli O157 produttore di Vero-citotossina (VTEC O157) appartiene al genere Escherichia e 
alla famiglia delle Enterobatteriaceae. La comparsa di E. coli O157 è legata alla sua 
evoluzione genetica e al fatto che abbia acquisito una varietà di fattori di virulenza 
probabilmente attraverso la trasmissione di plasmidi tra batteri1. 
 

Caratteristiche 
 
VTEC O157 è un bastoncino Gram-negativo. I ceppi VTEC O157 sono per la maggior parte 
mobili e possiedono l'antigene flagellare H7, ma in Inghilterra e nel Galles almeno il 20% non è 
fenotipicamente mobile. Sono anaerobi facoltativi. Sull’agar sorbitolo di MacConkey (SMAC - 
sorbitol MacConkey agar) o SMAC contenente cefixime e telluilirito (CT-SMAC), le colonie 
sono prive di colore con diametro di 2-3 mm. VTEC O157 differisce dagli altri appartenenti al 
genere Escherichia perché di solito non fermenta il sorbitolo (caratteristica utilizzata sui terreni 
selettivi) ed è β-glucuronidasi-negativa2,3. Tuttavia, sono stati trovati alcuni ceppi VTEC O157 
capaci di fermentare il sorbitolo e di essere β-glucuronidasi positivi4.   
 
Sono ossidasi negativi e solitamente producono gas a partire dal glucosio. Alcuni ceppi 
mostrano reazioni biochimiche atipiche ad esempio non fermentanti il lattosio, sono indolo 
negativi o urea positivi 
 
Il microrganismo è stato isolato da urine, feci (umane o animali), sangue, alimenti e campioni 
ambientali5,6.  

Principi di identificazione 
 
La B 30 – Investigation of faecal specimens for bacterial pathogens raccomanda che tutti i 
campioni fecali diarroici siano sottoposti a screening per E. coli O157.  Gli isolati presunti di 
VTEC da coltura primaria sono riconosciuti per l’aspetto delle colonie su CT-SMAC, sierologia 
(agglutinazione con antisiero O157 specifico) e prove biochimiche. Alcuni test commerciali 
possono fornire risultati di dubbia interpretazione o profili a bassa percentuale di positività per 
E. coli O157 perché la fermentazione del sorbitolo è un carattere importante per l’dentificazione 
dei ceppi di E. coli8 e pertanto si deve porre particolare attenzione nell’interpretazione del 
profilo biochimico.  
 
Tutti gli isolati con identificazione presunta di E. coli O157 (confermati localmente) devono 
essere inviati al Laboratorio di Riferimento per conferma dell’identificazione, prova per 
presenza dei geni della Vero citotossina, siero e fagotipizzazione. Tutte le prove devono 
essere eseguite su isolati da terreno non selettivo tenendo conto delle variazioni che si 
possono manifestare con le prove biochimiche quali la fermentazione del sorbitolo.   
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In caso di sintomatologia clinica che indirizzi verso un’infezione da VTEC (in modo particolare 
bambini di età inferiore a 15 anni e anziani con più di 65 anni), e su agar CT-SMAC non si 
osservino colonie di E. coli O157 che all’osservazione preliminare non fermentano il sorbitolo, 
si raccomanda al laboratorio clinico di eseguire: 
 

• prove di agglutinazione con antisiero E. coli O157 sulle colonie fermentanti il sorbitolo  
 

• confermare l’identificazione delle colonie positive all’agglutinazione con O157 come E. 
coli 

 
• Inviare l’isolato(i) con identificazione presunta al Laboratorio di Riferimento per 

conferma, geni VT e tipizzazione fagica. 
 
I campioni fecali di casi con appropriati sintomi clinici nei quali non sono state isolate VTEC 
O157 devono essere inviati al Laboratorio di Riferimento per la ricerca di ceppi VTEC 
appartenenti a sierogruppi diversi da O157 da coltura e metodi basati sul DNA. 
 

In Inghilterra, Galles e Irlanda del Nord, la conferma e la sub-tipizzazione è effettuata dal 
Gastrointestinal Bacteria Reference Unit (GBRU) of the Bacteriology reference Department (BRD) 
at the Public Health England, Colindale, London. 

In Scozia gli isolati sono inviati al Scottish E. coli Reference Laboratory (SERL) at Edinburgh Royal 
Infirmary. 
 

Informazione Tecnica/Limitazioni  
 
Sistemi di identificazione commerciali 
 
I laboratori devono seguire le istruzioni del produttore quando si usano questi kit. E’ essenziale che 
tutte abbiano dato prova di un'adeguata validazione dimostrando di essere idonee allo scopo. E’ 
inoltre essenziale che siano adottate adeguate procedure di Controllo di Qualità. 
 
Alcuni test biochimici commerciali possano fornire profili di dubbia interpretazione o a bassa 
percentuale di probabilità per E. coli O157 perché la fermentazione del sorbitolo è fondamentale 
per l'identificazione dei ceppi di E. coli, e bisogna porre attenzione all’interpretazione del profilo 
biochimico4. Tuttavia, tutte le presunte E. coli O157, da fonti umane e non, devono  essere inviate 
per la conferma ad appropriati laboratori specializzati. 
 
Test di agglutinazione 
 
Escherichia hermannii è sorbitolo negativa, cross-reagisce e agglutina con antisiero di E. coli 
O157, e quindi, potrebbe essere scambiata con questo microrganismo. In questo caso, l'uso del 
lattice commerciale di screening associato alle colture su CT-SMAC/SMAC dovrebbe rivelarsi utile 
per la rilevazione rapida del sierotipo E. coli O1577. 
. 
MALDI-TOF MS 
 
Uno dei limiti del metodo risiede nell'attuale incapacità di MALDI-TOF MS di differenziare in modo 
affidabile gli isolati di E. coli in patogeni e non patogeni, inoltre, numerose segnalazioni hanno 
descritto la difficoltà quando si deve differenziare E. coli da Shigella spp e ciò è correlato alla 
stretta parentela genetica dei microrganismi. Sono inoltre necessarie ulteriori ricerche per 
adeguare la tecnologia MALDI-TOF a  essere idonea per l’identificazioni ceppo specifica degli 
isolati di E. coli8. 
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1 Considerazioni sulla sicurezza9-25 
 
 
VTEC O157 appartiene al Gruppo di Rischio 3 
 
Tutte le manipolazioni su isolati sospetti di VTEC O157 devono essere eseguite in condizioni di 
Contenimento di livello 3.  
  
VTEC O157 è altamente infettivo, e sono necessari meno di 10 microrganismi vitali per un 
dose infettante16. VTEC O157 può causare malattia grave, talvolta fatale. Sono state segnalate 
infezioni acquisite in laboratorio26-29. Tuttavia, attualmente non è nota la disponibilità di 
qualsiasi vaccino per E. coli O157 in commercio nel Regno Unito o comunque concesso con 
licenza d'uso. 
 
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  Microrganismi bersaglio 
 
 

Sierotipi più frequenti di E. coli produttrici di Vero citotossina isolate e 
riconosciute come causa d’infezione nell’uomo6,30 
 
E. coli O157:H7 e E. coli O157:NM (non mobile), nota anche come E. coli O157:H negativa. 
 
Altri sierotipi, come E. coli O145, possono agire come O157:H7 se acquisiscono la capacità di 
produrre la tossina Shiga (Vero). Questi altri sierotipi di E. coli possono causare epidemie di 
diarrea ematica con colite emorragica che possono complicarsi in uremia emolitica. 
 
Questa procedura può comportare l'identificazione di isolati di presunte E. coli O157 che non 
producono Vero citotossina e di alcuni microrganismi che danno risultati di dubbia interpretazione 
descritti nella sezione 3.4. 
  
3  Identificazione 
 
 

3.1  Aspetto microscopico 
 
Colorazione Gram (TP 39 - Staining Procedures) 
 
Bastoncini Gram-negativi 

3.2  Terreno di primo isolamento 
 
Agar Cefixime tellurite-sorbitol MacConkey (CT-SMAC) incubato in aerobiosi a 35-37°C per 16 
- 24 ore.  Si utilizza l’agar CT-SMAC perché le classiche VTEC O157 che non fermentano il 
sorbitolo sono relativamente resistenti al tellurito di potassio rispetto alle altre E. coli. Esiste il 
rischio del loro mancato isolamento sull’agar SMAC privo di cefixima e tellurito. 
 
In corso di epidemie può essere richiesto l’arricchimento della coltura con brodo triptone di soia 
modificato (MTSB, modified tryptone soya broth) (B30 – Investigation of faeces specimens for 
bacterial pathogens) 
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3.3  Aspetto delle colonie 
 
Su agar CT-SMAC le tipiche colonie di VTEC O157 sono incolori o moderatamente grigiastre 
che possono presentare un alone arancione e diametro di 2-3 mm. Alcuni ceppi varianti di 
VTEC O157 fermentano il sorbitolo e si sviluppano con difficoltà su CTSMAC/SMAC.  
 
Nota: Sebbene il CT-SMAC offra un certo grado di selezione per l’identificazione preliminare 
delle VTEC O157, su questo terreno si può manifestare anche la crescita di altri microrganismi.  
La flora mista dei campioni fecali può contenere altri microrganismi non fermentanti il sorbitolo.  
 
 
 

 
 

Microrganismi 
 
Colore e dimensione delle colonie su CT-SMAC 
 

 
Shigella flexneri 

 
Colonie rosa. diametro 0.5-1 mm 
 

 
Salmonella Typhimurium 

 
Colonie puntiformi rosa pallido  
 

 

E. coli (non-O157) 
 

Di solito fermentano il sorbitolo. Colonie rosa. Puntiformi con 
diametro di 0.25 mm 
 

3.4  Procedure di prova 
 

3.4.1 Test Ossidasi (TP 26 - Oxidase test)  
 
E. coli O157:H7 è ossidasi negativa. Lo screening con il test dell’ossidasi può essere d’aiuto e 
va eseguito a partire da un terreno contenente carboidrati non fermentabili. 
 

3.4.2 test di agglutinazione 
 
Usare antisiero VTEC O157 (lattice o altro reagente commerciale). È importante eseguire il 
controllo appropriato per autoagglutinazione. 
 

3.4.3 test biochimici 
 

• Sistemi di identificazione commerciali 
 
I laboratori devono seguire le istruzioni del produttore e i test rapidi e le confezioni devono 
essere validati prima del’uso e dimostrare di essere idonei allo scopo.    
 

• Sottocoltura in terreni contenenti lattosio 
 

Questa può essere la piastra di purificazione per il kit commerciale di identificazione. Sono 
disponibili piastre cromogene d’identificazione che possono essere utili come alternativa per la 
conferma dell'identificazione di E. coli. 
 
Le VTEC O157 sono comunemente lattosio-positive, ma raramente sono state isolate anche 
colonie lattosio non fermentanti. 
 

3.4.4 Matrix-assisted laser desorption/ionisation time of flight (MALDI-
TOF) mass spectrometry 
Il Matrix-assisted laser desorption ionization–time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS), 
che può essere utilizzato per analizzare la composizione proteica di una cellula batterica, è 
emerso come nuova tecnologia per l'identificazione di specie. Questo strumento ha dimostrato di 
essere potente e rapido per la sua riproducibilità, velocità e sensibilità analitica. Il vantaggio di 
MALDI-TOF rispetto ad altri metodi d’identificazione è la capacità di fornire risultati entro poche 
ore anziché diversi giorni. La velocità, la semplicità di preparazione del campione e l’acquisizione 
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del risultato associato a costi minimi di consumo rendono questo metodo adatto per l’uso in 
routine e in centri ad alta produttività31   
Uno dei limiti è l'attuale incapacità di MALDI-TOF MS di differenziare in modo affidabile le E. 
coli patogene isolate dalle non patogene, inoltre, numerosi segnalazioni hanno descritto la 
difficoltà riscontrata quando si devono differenziare le E. coli dalle specie Shigella, e questo è 
un ostacolo per via della stretta correlazione genetica  dei microrganismi. Sono inoltre 
necessarie altre ricerche per adattare la tecnologia MALDI-TOF perché sia applicabile 
all’identificazione specifica degli isolati delle E. coli8. 
 

3.4.5 nucleici test di amplificazione degli acidi (NAAT) 
 
La PCR è generalmente considerata un buon metodo di rilevazione batterica in quanto 
semplice, rapida, sensibile e specifica. La base per le applicazioni diagnostiche della PCR in 
microbiologia è la rivelazione degli agenti infettivi e la discriminazione dei ceppi non patogeni 
da quelli patogeni in virtù di geni specifici. Tuttavia, ha dei limiti. Sebbene il gene 16S rRNA sia 
generalmente utilizzato per la progettazione di primer PCR specie-specifici per l'identificazione, 
la realizzazione dei primer è difficile quando le sequenze dei geni omologhi hanno elevata 
affinità. 
 
Il metodo PCR (O157 rfb PCR) è stato sviluppato per la rilevazione rapida e la conferma del 
sierotipo O157. Questo è stato utilizzato come test di screening per evidenziare la presenza di 
E. coli O157 in campioni fecali, alimentari e ambientali. Questa possibilità comporta anche un 
ulteriore vantaggio in termini di rilevazione di isolati che hanno un antigene O mascherato o 
quando gli isolati sono rugosi5. 
 
I sistemi commerciali di real –time PCR sono stati sviluppati e validati per la rilevazione 
simultanea di patogeni enterici batterici direttamente dalle feci, senza alcun pre-arricchimento o 
dopo una notte di pre-arricchimento32-34. 

3.5  Identificazione successiva 
 
Metodi molecolari rapidi 
 
I metodi molecolari hanno avuto un impatto enorme sulla tassonomia di Escherichia. Le analisi 
delle sequenze genetiche hanno incrementato la conoscenza delle relazioni filogenetiche delle 
Escherichia e microrganismi correlati; e hanno consentito la rilevazione di numerose nuove 
specie e ceppi. Le tecniche molecolari hanno reso l’identificazione delle specie più rapide e 
precise di quanto sia stato possibile con le tecniche fenotipiche. 
 
Sono stati sviluppati numerosi metodi di tipizzazione rapida per isolati da campioni clinici; 
questi includono tecniche molecolari, quali la Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE), 
Multilocus Sequence Typing (MLST), Multiple-Locus Variable Number Tandem Repeat 
Analysis (MVLA) e Whole Genome Sequencing (WGS). Tutti questi approcci permettono di 
sottotipizzare ceppi non correlati, ma lo fanno con diversa accuratezza, potere discriminante, e 
riproducibilità. 
 
Tuttavia, alcuni di questi metodi rimangono accessibili solo ai laboratori di riferimento e sono 
difficili da implementare per l’identificazione batterica di routine in un laboratorio clinico. 
 
Multilocus sequence tipizzazione (MLST)  
 
La MLST misura direttamente le variazioni di sequenza del DNA in un set di geni strutturali e 
caratterizza i ceppi tramite i loro profili allelici unici. Il principio della MLST è semplice: la 
tecnica comporta la PCR seguita dal sequenziamento del DNA. Le differenze nucleotidiche tra 
i ceppi possono essere controllate in un numero variabile di geni in funzione del grado di 
differenziazione  desiderato. La tecnica è particolarmente discriminante, in quanto rileva tutti i 



  Identificazione di Escherichia coli produttrici di Vero citotossina includente Escherichia coli O157   
             

Batteriologia – Identificazione I ID 22 I Emissione no:4 | Data emissione: 16.06.15 | Pagina: 14 di 22 
UK Standards for Microbiology Investigations | Emesso da Standards Unit, Public Health England  

 

polimorfismi all'interno di un gene anziché solo le modifiche non sinonimo che alterano la 
mobilità elettroforetica del derivato proteico. Uno dei vantaggi di MLST rispetto ad altri metodi  
di tipizzazione molecolare è che i dati di sequenza sono trasferibili tra laboratori e hanno 
portato alla creazione di banche dati globali che consentono lo scambio di risultati di 
tipizzazione molecolare tramite Internet35. 
 
La MLST ha avuto successo per la differenziazione di altri organismi, ma non è stata in grado 
di discriminare tra isolati di  E. coli O157: H7. In uno studio di Noller et al, nessuna variazione è 
stata rilevata in sette geni strutturali e modeste variazioni sono state osservate in due geni di 
proteina di superficie36. 

Multiple-locus variable number tandem repeat analysis (MLVA/VNTR) 
La  Multiple-locus variable number tandem repeat analysis (MLVA) è un metodo utilizzato per 
eseguire la tipizzazione molecolare di particolari microrganismi. Utilizza la variazione naturale del 
numero di sequenze di DNA ripetute in tandem reperibili in molti differenti loci nel genoma di una 
varietà di organismi. I profili di tipizzazione molecolari vengono utilizzati per studiare le vie di 
trasmissione, per valutare fonti di infezione e anche l'impatto dell'intervento umano quali la 
vaccinazione e l'uso di antibiotici sulla composizione delle popolazioni batteriche. 
Questo metodo è usato con successo per rilevare E. coli O157: H7 epidemiche e discriminare 
con precisione tra isolati sporadici e focolai altrimenti non rilevabili con altri metodi. MLVA 
sembra avere sensibilità pari e specificità superiore alla PFGE37. 
 
Pulsed field gel electrophoresis (PFGE)  
 
La PFGE rileva variazione genetica tra i ceppi utilizzando rari-tagli con enzimi di restrizione, 
seguita dalla separazione dei conseguenti grandi frammenti genomici su gel di agarosio. La 
PFGE è nota per essere altamente discriminate ed è  una tecnica frequentemente utilizzata per 
indagini su focolai e ha raggiunto una vasta applicazione nella caratterizzazione degli isolati 
epidemiologicamente correlati. Tuttavia, la stabilità della PFGE può essere insufficiente per 
un'applicazione affidabile in studi epidemiologici a lungo termine. Inoltre, a causa della sua 
natura richiede tempo (30 ore o più per l’esecuzione) e la necessità di attrezzature speciali, la 
PFGE non è utilizzata ampiamente se non nei laboratori di riferimento38,39. Altre limitazioni 
sono che PFGE richiede notevole impegno lavorativo, e i risultati sono difficili da analizzare e 
non facilmente trasferibili tra laboratori36. 
 
Questo è attualmente il metodo molecolare più ampiamente utilizzato per la rilevazione dei 
sottotipi dei focolai di E. coli O157: H7. In realtà, la PFGE è stata in grado di riscontrare 
epidemie di E. coli O157: H7 non rilevabili con i tradizionali metodi epidemiologici36. Oltre alle 
indagini epidemiologiche tradizionali, la PFGE è usata per discriminare le epidemie dai ceppi 
sporadici di E. coli O157: H740. 
 
Whole genome sequencing (WGS)  
 
Questo è noto anche come "sequenziamento completo del genoma, completo sequenziamento 
del genoma, o l'intero sequenziamento del genoma". Si tratta di una procedura di laboratorio 
che determina la sequenza DNA del genoma di un organismo in una sola volta. Sono 
disponibili diverse tecniche ad alta produttività che sono utilizzate per sequenziare un intero 
genoma, come pyrosequencing, tecnologia nanopore, sequenziamento IIIumina, 
sequenziamento Ion Torrent, ecc. Questo metodo di sequenziamento rappresenta una grande 
promessa per una rapida, precisa e completa identificazione delle vie di trasmissione batterica 
in ambito ospedaliero e istituzioni comunitarie, con concomitanti riduzione di infezioni, morbilità 
e costi.  
Questo è stato utilizzato con successo per esplorare il genoma di E. coli O157: H7 in modo da 
identificare i possibili geni responsabili della patogenesi e di sviluppare migliori metodi di  
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rilevamento ceppi e far progredire la comprensione dell'evoluzione delle E. coli. Con questa 
tecnica, è stato scoperto in modo approfondito il trasferimento genico laterale di E. coli1,41. 
 
Altri test specialistici 
 
Tipizzazione fagica 
 
La fago tipizzazione ha dimostrato di essere uno strumento importante per la caratterizzazione 
e i risultati ottenuti sono stati utilizzati nella sorveglianza, attribuzione della fonte e indagini 
epidemiche. E’ stata usata con successo nella caratterizzazione degli isolati di  E. coli O157: 
H7, ma è anche importante per comprendere le modalità di trasmissione e per aiutare il 
controllo delle epidemie da E. coli O157: H742. 

3.6  Conservazione e invio 
 
Tutti gli isolati purificati di presunte (confermate localmente) E. coli O157 (sorbitolo fermentanti 
o non) devono essere seminati su becco di clarino di agar nutriente. Le colture devono essere 
immediatamente inviate al Laboratorio di Riferimento per conferma biochimica, ricerca dei geni 
VT siero e fago tipizzazione. 
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4 Identificazione di Escherichia coli produttori di Vero 
citototossina includente E. coli O157 
 

 
 
Il diagramma di flusso è solo indicativo 
 
Nota: Fare riferimento agli aspetti clinici: nei casi, e in particolare nei raggruppamenti in cui 
non sono stati ottenuti l’isolamento o l’identificazione, ma i sintomi sono compatibili con 
infezione da E. coli O157, si raccomanda di intraprendere i provvedimenti di seguito specificati: 
 
• Inviare un campione fecale al Laboratorio di Riferimento 
 

• Inviare un campione di siero al Laboratorio di Riferimento per la ricerca degli anticorpi 
verso il lipopolisaccaride di E. coli O157 
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5 Refertazione 
 

5.1    Identificazione presunta 
 
L’identificazione presunta si avvale di appropriate caratteristiche di crescita, prove biochimiche, 
aspetto della colonia e agglutinazione con antisiero O157 o di confezioni commerciali per 
antigene.   

5.2 Conferma identificazione 
 
Prove biochimiche aggiuntive e/o metodi molecolari e/o referto del laboratorio di riferimento. 

5.3 Medico microbiologo 
 
Informare il medico microbiologo dei ceppi di E. coli O157 con identificazione presunta o 
confermata. 

 
In accordo al protocollo locale informare il medico microbiologo se il modulo di richiesta 
contiene importanti informazioni che suggeriscono un’infezione da E. coli O157 quali: 

 
• enterocolite, (specialmente se complicata da grave disidratazione, anemia, sindrome 

uremico – emolitica, disordini neurologici e/o stati confusionali)  
 

• recente viaggio, lavoro in fattoria (o visita a fattoria) 
 
• veterinario o lavoro in laboratorio 
 
• intossicazione alimentare  
 
• ricerca in corso di epidemia 
 

Seguire i protocolli locali per la refertazione al clinico.  

5.4 Health Protection Agency43 
 

Fare riferimento alle attuali linee guida del CDSC e del COSURV 

5.5 Gruppo controllo infezione 
 
Informare il gruppo di controllo delle infezioni dell’identificazione presunta e confermata di 
isolati di E. coli o157 e altre VTEC che causano un quadro clinico analogo a quello 
dell’infezione da E. coli O157. 
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6    Invii 
 
6.1   Laboratorio di Riferimento 
 

Contattare gli appropriati laboratori di riferimento dedicati per informazioni su accertamenti 
disponibili, tempi di risposta, procedure di trasporto e ogni altra informazione per l’invio del 
campione: 
  
Gastrointestinal Bacterial Reference Unit  
Bacteriology Reference Department  
Public Health England  
61 Colindale Avenue  
London  
NW9 5EQ 
Contattare il centralino della  PHE Tel. +44 (0) 20 8200 4400 

 
Scottish E. coli O157/VTEC Reference Laboratory 
Department of Laboratory Medicine 
Royal Infirmary of Edinburgh 
51 Little France Crescent 
Old Dalkeith Road 
Edinburgh 
EH16 4SA  
Contattare il centralini del SERL: Tel. 0131 537 1000 or 0131 536 1000 
 
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.belfasttrust.hscni.net/Laboratory-MortuaryServices.htm 
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7 Notifica al PHE43,44 o Equivalente45-48  
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. I casi urgenti devono essere notificati il più 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 è l’ufficio locale della PHE. 
Se il caso è già stato notificato da un professionista medico abilitato, al laboratorio diagnostico è 
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 
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 STIs, 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-regulations-2010  
Esistono accordi diversi in Scotland45,46, Wales47 e Northern Ireland48.  
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