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dettagliate sull’accreditamento possono essere consultate: www.nice.org.uk/accreditation.

www.nice.org.uk/accreditation

Per ulteriori informazioni sul nostro accreditamento consultare: : www.nice.org.uk/accreditation
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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. 6/25.06.15
Emissione eliminata. no 23
Emissione inserita no. 3
Sezione(i) interessate Modifica.

Intero documento

Collegamenti ipertestuali aggiornati al gov.uk.

Pagina 2.

Loghi aggiornati aggiunti.

Introduzione

La tassonomia delle specie Salmonella é stata aggiornata.

Maggiori informazioni sono state aggiunte alla sezione
Caratteristiche. Sono menzionate le specie clinicamente
rilevanti di Salmonella.

Aggiornata la sezione relativa ai Principi d’ldentificazione. per
includere MALDI-TOF-MS.

Informazione Tecnica/Limitazioni

Aggiunta informazioni per quanto riguarda i sistemi di
identificazione commerciali e MALDI-TOF-MS.

Considerazioni sulla Sicurezza .

La sezione sulla manipolazione delle specie Salmonella &
stata aggiornata come la parte riguardante le infezioni
acquisite in laboratorio.

Microrganismi bersaglio

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

Identificazione.

Aggiornamenti eseguiti 3.2, 3.3, e 3.4 per rifletter gli standard
nella praticai.

Aggiornamenti eseguiti nelle sezioni 3.4.2, 3.4.3, e 3.4.4 per
includere Sistemi Commerciali d’ldentificazione, MALDI-TOF-
MS e NATT con bibliografia

Aggiornata la sottosezione 3.5 per includere i Metodi
Molecolari Rapidi.

Diagramma di flusso per

Modifiche del diagramma di flusso per I'identificazione delle
specie Salmonella per facilitare la consultazione.
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La sottosezione 5.3, & stata aggiornata per riflettere le

Refertazione : SR . . .
informazioni richieste nella pratica 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

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.

o 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 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.

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 sitohttps://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. | 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 presceli
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 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.

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 & estesa al pubblico con 'accesso libero al nostro sito web

Informazione della gestione e dei dati sensibili

La PHE & un’organizzazione che condivide le direttive Caldicott. Ciod 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 € assoggetto agli obiettivi PHE di Uguaglianza
https://www.gov.uk/government/organisations/public-health-england/about/equality-and-diversity.|
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 & 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 piu 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 l'identificazione delle specie Salmonella. La maggior parte delle Salmonellae
€ isolata dalle feci, ma i microrganismi possono essere isolati anche da altri campioni quali
sangue, midollo ed urine.

Questa SMI deve essere usata con le altre SMI.

Introduzione

Tassonomia

Sono attualmente note 2 specie validamente pubblicate e 6 sottospecie. Sono Salmonella
bongori, Salmonella enterica e le sue sottospecie - Salmonella enterica sottospecie arizonae ,
Salmonella enterica sottospecies diarizonae, Salmonella enterica sottospecie enterica,
Salmonella enterica sottospecie houtenae, Salmonella enterica sottospecie indica and Salmonella
enterica sottospecie salamae.

Tutti i nomi validamente pubblicati, anche se non citati nell’elenco precedente, possono essere
ancora utilizzati dai batteriologi. Questi includono Salmonella Enteritidis, Salmonella Paratyphi,
Salmonella Typhi e Salmonella Typhimurium (anche se sono stati classificati come sierotipi).
Salmonella subterranean & stata recentemente rimossa dal genere perché é strettamente
correlata a Escherichia hermannii e non appartiene al genere Salmonella’.

La classificazione adottata in questa SMI segue I'indicazione della Judicial Commission of the
International Committee on Systematics of Prokaryotes2. E’ comunque probabile che i laboratori
continueranno nel prossimo futuro a refertare i sierotipi come specie3.

Caratteristiche

Le cellule sono a forma di bastoncino, non formano spore, sono prevalentemente mobili per
presenza di flagelli peritrichi con diametro di circa 0.7-1.5um e lunghezza di 2-5um con poche
eccezioni. Su agar sangue formano colonie con diametro di 2-3mm. Le colonie sono
generalmente lattosio non fermentanti. Traggono la loro energia dalle reazioni di ossidazione e
riduzione utilizzando fonti organiche, e sono anaerobie facoltative. Producono acido da glucosio
solitamente con produzione di gas, e sono ossidasi negative3. La maggior parte produce idrogeno
solforato, tranne Salmonella Paratyphi A e Salmonella Typhi, che & un debole produttore. Sono
identificate tramite una combinazione di test sierologici e biochimici

Le specie Salmonella sono classificate ed identificate in sierotipi secondo lo schema di
Kauffmann-White, che raggruppa oltre 2500 sierotipi che sono stati descritti e pubblicati4->.
Attualmente, ogni anno si scoprono nuovi sierotipi, aumentando la complessita di questa ampia
popolazione batterica. La suddivisione primaria € rappresentata dai sierogruppi “O” (quelli con
antigene somatico comune), poi suddivisi in funzione delle caratteristiche degli antigeni “H”
(flagellari). | ceppi di Salmonella Typhi possono produrre antigene Vi, formando uno strato di
acido polisaccarico all’esterno della parete cellulare. Quando completamente sviluppato, questo
conferisce al battere la capacita di agglutinare con I'antisiero Vi e lo rende non agglutinabile con
I'antisiero “O”. Antigeni simili al Vi sono pure presenti in alcuni ceppi di Salmonella Paratyphi C e
Salmonella Dublin.
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Tutti i sierotipi di Salmonella sono considerati potenzialmente patogeni. Alcuni sierotipi sono
ospite specifici, ma in prevalenza possono infettare ospiti diversi. La maggior parte dei sierotipi di
Salmonella & dotata di due fasi dell’antigene H (flagellare)i: fase 1, fase 2 o possono presentare
contemporaneamente entrambe le fasi. Le colture che non esprimono una fase in cultura primaria
possono essere commutate nell'altra utilizzando una provetta di Craigie o un altro terreno per
aumentare la motilita prima che gli antigeni H possano essere rilevati6.’.

Salmonella Enteritidis e Salmonella Typhimurium sono i due sierotipi di salmonellosi dominanti
trasmesse dagli animali agli esseri umani in molte parti del mondo. Salmonella Typhi e Salmonella
Paratyphi A, B e C sono le cause piu frequenti di febbre enterica negli esseri umani.

Le specie Salmonella si riscontrano nelle feci, sangue, bile, urina, alimenti, mangimi e materiali
ambientali.

La specie tipo € Salmonella enterica.
Principi di identificazione

Gli isolati delle colture sono identificati tramite aspetto delle colonie, sierologia (agglutinazione con
antisieri specifici) e prove biochimiche. Se & richiesta la conferma dell’identificazione gli isolati
devono essere inviati al Laboratorio di Riferimento.

Informazione Tecnica/Limitazioni

Controllo qualita

Se si utilizzano antisieri di produzione commerciale, verificare l'idoneita d'uso per tutti i metodi.
Ogni nuovo lotto o spedizione di antisieri/sistemi commerciali d’'identificazione deve essere
saggiato e validato per reattivita positiva e negativa con ceppi di controllo noti, assicurando che sia
idoneo allo scopo. Quando si utilizzano questi prodotti i laboratori devono seguire le istruzioni del
produttore.

Test di agglutinazione

Le specie Salmonella dovrebbero agglutinare con I'antisiero Polivalente O. Alcuni sierotipi quali
Salmonella Typhi possono produrre I'antigene Vi, che pud impedire I'agglutinazione con I'antisiero
polivalente O. Non tutti i sierotipi O sono compresi nell’antisiero polivalente O. Su alcuni agar solidi
gli antigeni H potrebbero non essere ben sviluppati e potrebbe essere necessaria la sottocoltura su
agar semi-solido. Qualora i risultati siano inconcludenti, pud essere necessario eseguire test
biochimic aggiuntivii®.7.

Per agglutinazioni su vetrino, la crescita su terreno solido non & ottimale per la formazione dei
flagelli. Risultati falsi negativi possono essere ottenuti con antisieri H. La semina della coltura pura
in agar nutriente umido a becco di clarino aiutera la formazione dei flagelli.

MALDI-TOF MS

MALDI-TOF-MS rappresenta una promessa significativa per le sottospecie e i sierotipi di
Salmonella ma saranno richiesti ulteriori studi e modifiche ai protocolli esistenti prima che il
metodo possa essere utilizzato come strumento stand alone8°.
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1 Considerazioni sulla sicurezzal0-26

La maggior parte delle specie Salmonella appartiene al Gruppo di Rischio 2 con eccezioni
importanti comprenti Salmonella. Typhi e Salmonella Paratyphi A, B & C. Tutte le manipolazioni
con S. Typhi e S. Paratyphi A, B & C devono essere eseguite in condizioni di livello di
Contenimento 3.

S. Typhi e S. Paratyphi A, B & C causano malattie gravi e talvolta mortali. La dose infettante varia
con il sierotipo. Sono state segnalate Infezioni acquisite in laboratorio; fino al 1974, 258 casi e 20
morti causati da febbre tifoidea acquisita laboratorio. Sono stati segnalati quarantotto casi di
salmonellosi fino al 1976. Sessantaquattro casi e 2 decessi dovuti a infezioni da specie
Salmonella tra il 1979 e il 2004, la maggior parte di questi associati a S. Typhi27-29. Sono
disponibili vaccini per S. Typhi; la linea guida & disponibile presso il Department of Health30.

Fare riferimento alle linee guida sulla sicurezza nella manipolazione dei microrganismi del Gruppo
di Rischio 2 documentati in questa SMI.

Dovrebbero essere indossati e rispettati in ogni momento appropriati dispositivi di protezione
individuale (DPI) e tecniche finalizzate a ridurre al minimo I'esposizione degli operatori di
laboratorio.

Il metodo piu efficace per la prevenzione delle infezioni acquisite in laboratorio € I'adozione di
pratiche di lavoro sicuro.

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 di Salmonella isolati piu frequentemente e noti come causa di
malattia umana

Salmonella Enteritidis (1,9,12:g, m:-), Salmonella Typhimurium (1,4,5, 12:i: 1,2), Salmonella
Virchow (6,7:r: 1,2), Salmonella Hadar (6,8:z10: e, n, x), Salmonella Heidelberg (1,4,5,12:r: 1,2),
Salmonella Newport (6,8:e, h: 1,2), Salmonella Infantis (6,7:r: 1,5), Salmonella Agona (4,12:f, g, s:-
), Salmonella Paratyphi A (1,2,12:a: 1,2), Salmonella Paratyphi B (1,4,5,12:b: 1,2), Salmonella
Paratyphi C (6,7,Vi: c: 1,5), Salmonella Typhi (9,12,Vi: d:-)

3 Identificazione

3.1 Aspetto microscopico

Colorazione Gram (TP 39 - Staining Procedures)

Bastoncini Gram-negativi

3.2 Terreno di primo isolamento

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

(
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Cystine-lactose-electrolyte deficient, agar (CLED) incubato in aria a 35-37°C per 18-24 ore.
Xylose-lysine-desoxycholate agar (XLD) incubato in aria a 35-37°C per 18-24 ore.
Desoxycholate citrate agar (DCA) incubato in aria a 35-37°C per 18-24 ore.

Brilliant Green agar (BGA) incubato in aria a 35-37C per 18-24 ore

Possono essere usati altri terreni commerciali validati.

3.3 Aspetto delle colonie
Agar sangue — Le colonie sono umide con diametro di 2-3 mm.

Agar CLED - Le specie Salmonella non fermentano il lattosio (alcuni sierotipi quali S. Arizonae e
Salmonella Indiana possono fermentare il lattosio).

Agar XLD - Le colonie di solito sono rosse con centro nero (alcuni sierotipi quali Salmonella
Paratyphi A e Salmonella Typhi possono non presentare centro nero).

Agar DCA - Le colonie sono prive di colore di solito con centro nero (alcuni serotipi come
Salmoella Paratyphi A e Salmonella Typhi possono non presentare centro nero).

Agar BGA - Le colonie appaiono di colore rosso-rosa, 1-3mm di diametro, circondate da zone
rosse brillanti di agar.

3.4 Procedure di prova

3.4.1 Agglutinazione

Test di agglutinazione per specie Salmonella (TP_3 - Agglutination test for Salmonella
species)

Le specie Salmonella dovrebbero agglutinare con antisiero Polivalente O. Alcuni sierotipi, quale
Salmonella Typhi, sono in grado di produrre I'antigene Vi che pud prevenire I'agglutinazione con
I'antisiero polivalente O. Nell’antisiero Polivalente O non sono inclusi anticorpi per tutti i sierotipi.
Gli antigeni H possono non svilupparsi su alcuni agar solidi, se necessario, eseguire sottocolture
su agar-semisolido. Quando i risultati non sono conclusivi, pud essere necessario eseguire prove
biochimiche addizionali®.”.

Sono sufficienti, per uso di routine, i seguenti antisieri a capacita limitata:
Polivalente O

Singolo componente O (2, 4, 6, 7,8 ,9 ,3, 10)

Polivalente H

Sieri rapidi H (RSD 1, 2, 3)

Polivalente H fase 2 (1-7)

Singolo componente H (a, b, ¢, d, E, G, i, r)

Cambiamento di fase di Salmonella (TP 32 - Changing the phase of Salmonella)- opzionale

La maggior parte dei sierotipi di Salmonella possiede due fasi antigeni H (flagellare) - fase 1, fase
2 o presentare contemporaneamente entrambe le fasi. Se con agglutinazione si ottiene risultato
positivo per una sola fase, il microrganismo pud essere indotto a cambiare nell’altra fase. Alcuni
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sierotipi, quali ad esempio Salmonella Typhi e Salmonella Montevideo hanno una sola fase e
quindi questi devono essere inviati al Laboratori di Riferimento®.7.
3.4.2 Prove biochimiche

Ureasi (consultare (TP 36 - Urease Test)
Le specie Salmonella non producono ureasi

Ossidasi (TP 26 - Oxidase Test)
Le specie Salmonella sono ossidasi-negative

Test dell’'Indolo TP19 — Indole test

Le specie Salmonella sono indolo negative
Sistemi commerciali di identificazione

Stati sviluppati molti metodi rapidi di conferma e d’identificazione per Salmonella e un gran
numero di questi sono stati trasformati in prodotti commerciali.

La conferma biochimica puo essere realizzata utilizzando sistemi di identificazione commerciali.

Per Salmonella & stata sviluppata l'identificazione immunologica rapida e di conferma con
agglutinazione al lattice, saggi immuno-enzimatici (EIA) e enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA), e quella con semplice uso di strisce a flusso laterale e tecnologia
immunocromatografica, sviluppata anche come prodotto commerciale da numerosi produttori.

| laboratori devono seguire le istruzioni del produttore e i test rapidi e le confezioni devono essere
convalidati ed dimostrare di essere idonei allo scopo prima dell'uso.

3.4.3 Matrix-assisted laser desorption/ionisation time of flight mass
spectrometry (MALDI-TOF MS)

Matrix-assisted laser desorption ionization time of flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS),che
puo essere utilizzato per analizzare la composizione proteica di una cellula batterica, € emerso
come una nuova tecnologia per l'identificazione delle specie. Questo ha dimostrato di essere uno
strumento potente e rapido per la sua riproducibilita, velocita e sensibilita dell'analisi. Il vantaggio
di MALDI-TOF rispetto ad altri metodi di identificazione & che i risultati delle analisi sono
disponibili entro poche ore anziché diversi giorni. La velocita e la semplicita di preparazione del
campione e acquisizione del risultato, associato a costi minimi di consumo rendono questo
metodo adatto per uso routine e ad alta produttivita3?.

Questo é stato utilizzato per facilitare il riconoscimento delle Salmonella a livello di specie. E 'stato
utilizzato anche per differenziare S. enterica sierotipo Typhi da altri sierotipi di Salmonella. Come
strumento per la tipizzazione delle sottospecie e dei sierotipi, MALDI-TOF MS rappresenta una
promessa significativa, ma richiedera altri studi e modifiche dei protocolli esistenti prima che il
metodo possa essere utilizzato come strumento stand alone.

3.4.4 Nucleic acid amplification tests (NAATS)

La PCR € generalmente considerata un buon metodo di rilevazione batterica in quanto
semplice, rapida, sensibile e specifica. La base per applicazioni diagnostiche della PCR in
microbiologia € la rivelazione di agenti infettivi e |la differenziazione dei ceppi non patogeni da
quelli i patogeni in virtu di geni specifici. Tuttavia, ha dei limiti. Sebbene il gene 16S rRNA sia
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generalmente designato per la progettazione di primer specie-specifici per PCR,
l'identificazione, la progettazione dei primer ¢ difficile quando le sequenze dei geni omologhi
possiedono elevata affinita.

Questo & stato utilizzato con successo per l'identificazione di sottospecie Salmonella |, sierotipi di
Salmonella enterica Typhimurium, Typhi e Enteritidis e di Salmonella enterica sottospecie
arizonae e diarizonae (in modo rapido e preciso, senza utilizzare test sierologici)5:32-34,

La PCR Multiplex pud talvolta essere complessa o mancante di riproducibilita tra laboratori a
causa delle condizioni specifiche necessarie per I'amplificazione simultanea di diverse regioni.
Tuttavia, sono richieste maggiori valutazioni con sierotipi di Salmonella diversi, in collaborazione
con altri laboratori, al fine di dimostrare I'accuratezza dell'identificazione delle Salmonella in studi
epidemiologici e tassonomici®-35.

3.5 Identificazione successiva
Metodi molecolari rapidi rapidi

I metodi molecolari hanno avuto un impatto enorme sulla tassonomia di Salmonella. Le analisi
delle sequenze dei geni € la maggiore comprensione delle relazioni filogenetiche di Salmonella e
dei microrganismi affini; ha comportato la rilevazione di numerose nuove specie. Le tecniche
molecolari hanno reso l'identificazione di molte specie piu rapide e precise di quanto sia stato
possibile con le tecniche fenotipiche.

Sono stati sviluppati numerosi di metodi di tipizzazione rapida per isolati da campioni clinici; questi
includono tecniche molecolari quali, 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 riproducibilita.

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

Pulsed field gel electrophoresis (PFGE)

La PFGE rileva variazione genetica tra i ceppi con enzimi di restrizione a rari-tagli, seguita dalla
separazione dei conseguenti grandi frammenti genomici su un gel di agarosio. La PFGE ¢ nota per
essere molto discriminante ed & una tecnica utilizzata frequentemente per indagini sui focolai e ha
raggiunto una vasta applicazione nella caratterizzazione degli isolati epidemiologicamente
correlati. Tuttavia, la stabilita di PFGE puo essere insufficiente per un'applicazione affidabile in
studi epidemiologici a lungo termine. Tuttavia, a causa della sua natura, richiede tempo (30 ore o
piu per 'esecuzione) e la necessita di attrezzature speciali, la PFGE non é& utilizzata ampiamente
al di fuori dei laboratori di riferimento36.37,

Questa é stato utilizzata con successo per identificare e differenziare le specie della famiglia delle
Enterobacteriaceae - per esempio, € stata utilizzata nel tracciare la fonte di infezioni da Salmonella
per i diversi sierotipi ed & considerata lo standard di riferimento per la tipizzazione molecolare di
Salmonella#:38,

Multilocus sequence typing (MLST)

MLST misura direttamente le variazioni di sequenza del DNA in un set di geni strutturali e
caratterizza i ceppi dai loro profili allelici unichi. Il principio di MLST & semplice: la tecnica comporta
I'amplificazione PCR seguita dal sequenziamento del DNA. Differenze nucleotidiche tra ceppi
possono essere controllate in un numero variabile di geni in funzione del grado di differenziazione
desiderato.
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La tecnica é altamente discriminante, in quanto rileva tutti i polimorfismi all'interno di un gene
anziché solo le modifiche non sinonimo che alterano la mobilita elettroforetica del prodotto
proteico. Uno dei vantaggi di MLST rispetto ad altri metodi di tipizzazione molecolare & che i dati di
sequenza sono trasmissibili tra laboratori e hanno portato alla creazione di banche dati globali che
consentono lo scambio di dati di tipizzazione molecolare tramite Internet3®.

La MLST é stato ampiamente utilizzata come uno dei principali metodi di tipizzazione per
analizzare le relazioni genetiche nella popolazione delle Enterobacteriaceae, in particolare per il
genere Salmonella#38. MLST ha dimostrato di essere migliore rispetto ala PFGE per la
differenziazione di Salmonella sierotipo Enteritidis e per differenziare accuratamente ceppi
epidemici e i cloni dei sierotipi di Salmonella piu comunemente associati alla malattia umana. E
inoltre stata utile anche per la tipizzazione di ceppi non tifoidei di Salmonella“0.

Gli svantaggi di MLST sono il notevole costo e il lavoro di laboratorio richiesto per amplificare,
determinare, e rileggere la sequenza nucleotidica dei frammenti di DNA bersaglio, rendendo il
metodo poco adatto per test di laboratorio di routine.

Multiple-locus variable number tandem repeat analysis (MVLA) also known as
“VNTR”

La Multiple-locus variable number tandem repeat analysis (MLVA) &€ 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
varieta di microrganismi. | profili di tipizzazione molecolari sono utilizzati per studiare le vie di
trasmissione, per valutare le fonti di infezione e anche per valutare l'impatto dell'intervento umano
quali la vaccinazione e uso di antibiotici sulla composizione delle popolazioni batteriche.

Questo é stato usato con successo per sottotipizzare isolati di Salmonella enterica subsp enterica
sierotipo Typhimurium, Enteritidis, Typhi, Infantis, Newport, Paratyphi A, Saintpaul e
Gallinarum#40-42_|| metodo si & dimostrato molto utile per individuare e analizzare i focolai
epidemici, in quanto possiede la capacita di differenziare ceppi strettamente correlati. E
tecnicamente semplice e poco costoso da eseguire. Tuttavia, non possiede alcuna utilita per la
definizione dei sierotipi o per studi filogenetici globali, perché I'obiettivo di ogni test MLVA &

comunemente limitato ad un unico sierotipo.
Whole genome sequencing (WGS)

Questo metodo & noto anche come "completo sequenziamento del genoma, il sequenziamento
del genoma completo, o intero sequenziamento del genoma". E 'un processo di laboratorio che
determina la sequenza di DNA del genoma intero del microrganismo in una sola volta. Sono note
diverse tecniche ad alta produttivita disponibili e utilizzate per sequenziare il genoma intero quali
pyrosequencing, nanopore technology, Illumina sequencing, lon Torrent sequencing,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 concomitante riduzione di infezioni, morbilita e costi.

Questa tecnica & stata utilizzata sia per caratterizzare Salmonella enterica sierotipo Typhi che per
scoprire i suoi geni di recente acquisizione, come quelli che codificano per I'antigene Vi, tramite
eventi di trasferimento orizzontale e ha fornito nuove informazioni sul modo in cui questo patogeno
& evoluto fino a causare la malattia invasiva nel’'uomo38
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rpoB Single nucleotide polymorphism (rpoB SNP) assay

Il gene rpoB & rappresentato da una singola copia cromosomica del gene codificante la subunit 3
della RNA polimerasi. Questo gene & stato precedentemente utilizzato per I'analisi filogenetica di
specie batteriche e delinearne il genere, in quanto altamente conservato nei microrganisms*3.
Tuttavia, il gene 16SrRNA & stato utilizzato ampiamente e la sua utilita & stata notevolmente
migliorata con la creazione di banche dati disponibili al pubblico, ma la sua sensibilita & stata
messa in discussione in particolare tra Enterobacteriaceae e cosi quando il gene rpoB & stato
utilizzato come alternativa per il rilevamento sulla base del polimorfismo di un singolo nucleotide, &
stato riscontrato essere piu compatibile con la classificazione attualmente accettata delle
Enterobacteriaceae; € uno strumento di identificazione potente che pud essere utile per
l'identificazione batterica universale.

Questo & stato utilizzato per la ricerca di Salmonella enterica sierotipo Typhimurium35.

Il vantaggio di SNP e di altri metodi basati sulla sequenza nucleotidica rispetto ai metodi che
generano profili € che le relazioni genetiche possono essere stabilite sulla base dei dati discreti
che sono direttamente adatti per la bioinformatica e I'analisi statistica®.

Altri test specialistici
Tipizzazione fagica

La fagotipizzazione ha dimostrato di essere uno strumento importante per la caratterizzazione e i
risultati ottenuti sono stati utilizzati per la sorveglianza, I'attribuzione della sorgente nelle indagini
epidemiche. La fagotipizzazione é tuttavia, anche un metodo fenotipico che dipende molto dalla
esperienza del singolo laboratorio e dal supporto ottenuto dal centro di riferimento che coordina il
mantenimento dei fagi e I'aggiornamento del sistema. Solo quando il metodo di tipizzazione fagica
€ armonizzato e le prestazioni nei diversi laboratori sono controllate, i risultati potranno essere
considerati definitivie comparabili tra laboratori44. Tuttavia, rimane per qualche tempo come un
utile strumento per rafforzare la sorveglianza globale per le Salmonella.

Questa tecnica é stata impiegata con successo nella caratterizzazione dei diversi raggruppamenti
di Salmonella Typhimurium44.

3.6 Conservazione e invio

Se richiesto, salvare un isolato puro su un becco di clarino di agar nutriente per I'invio al
Laboratorio di Riferimento.
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4

Campioni clinici
Piastra di isolamento primario
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Test ossidase . Test Indolo
(TP 26) Test Ureasi (TP 36) (TP 19) - opzionale

Scartare

v

Agglutinazione con antisiero O
e Vi polivalente
(TP 3)*

* Per i test di agglutinazione
seguire le istruzioni del produttore

Negativa
(Non tutti gli antigeni O
sono inclusi nell’anti-siero
Polivalente O)

Considerare
S.Typhi se Vi
positivo

Possibile
specie
almonellg

}

Altri test biochimici
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commerciale

!

Test agglutinazione

Se richiesto, salvare l'isolato puro su un
agar nutriente a becco di clarino per invio al
Laboratorio di Riferimento per conferma,
fagotipizzazione e sierotipizzazione.

no o tutti
positivi

Invio al Loboratorio di
Riferimento per conferma

)

(

Considerare gli aspetti clinici.
Ripetere le agglutinazioni con recenti
sottocolture su agar non selettivo se

richiesto.

Il Diagramma di Flusso & solo indicativo

Nota: per screening potrebbero essere usati pannelli biochimici ridotti.
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5 Refertazione

5.1 Identificazione presunta

Se riscontrate appropriate caratteristiche di crescita, aspetto delle colonie, prova dell’'ureasi e
sierologiche, i risultati sono confermati .

5.2 Confermadell’identificazione
Successive prove biochimiche e/o molecolari e/o referto del laboratorio di riferimento.
5.3 Medico microbiologo

In accordo con i protocolli locali, informare il medico microbiologo almeno di tutte le colture
positive da sedi normalmente sterili e di tutti gli isolati presunti o confermati di Salmonella Typhi e
Salmonella Paratyphi.

Il medico microbiologo dovrebbe essere informato di presunte o confermate specie Salmonella se
il modulo di richiesta contiene importanti informazioni quali:

e piressia/febbre di origine ignota (PUO, FUO - pyrexia/fever of unknown origin)

e setticemia

e enterocolite, in modo particolare se ulcerativa con possibile perforazione intestinale
e macchie rosa (esantemi)

¢ anamnesi di abuso di droghe, alcolismo, immunodeficienza o altre malattie concomitanti,
quali tumori o soggetti in trattamento anti-neoplastico inducente neutropenia e/o mucosite

e lavoro in laboratorio
e manipolatore alimentare
e ricerche in condizioni epidemiche o per condizione di portatore

Seguire i protocolli locali per la refertazione al clinico

54 CCDC

Fare riferimento al Memorandum locale di Informazione.

5.5 Public Health England4®

Fare riferimento alle linee guida attuali del CDSC alle indicazioni del COSURYV.

5.6 Gruppo prevenzione e controllo infezione

Informare il gruppo di controllo delle infezioni degli isolati presunti e confermati delle specie
Salmonella
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6 Invii

6.1 Laboratorio di Riferimento

Contattare I'appropriato laboratorio nazionale di riferimento delegato per informazioni su
accertamenti disponibili, tempi di risposta, procedure di trasporto ed altre informazioni riguardanti
l'invio del campione al laboratorio di riferimento rivolgersi a:

Gastrointestinal Infections Reference Unit
Bacteriology Reference Department
Public Health England

London

NW9 5EQ
Contattare il centralino della PHE Tel. +44 (0) 20 8200 4400

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

7  Notifica al PHE**®6 o 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 denunce devono pervenire per scritto, su carta o per via elettronica,
entro sette giorni. | casi urgenti devono essere natificati il pit 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 & 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 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 STls, Healthcare
Associated Infections (HCAIs) e Creutzfeldt—Jakob disease (CJD) da includere nel ‘Notification
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Duties of Registered Medical Practitioners’, e non nel ‘Notification Duties of Diagnostic
Laboratories’.

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

Esistono accordi diversi in Scotland*”*®, Wales*® and Northern Ireland®

Traduzione a cura di Roberto Rescaldani, gia primario del Laboratorio di Microbiologia e Virologia A.O. San Gerardo dei
Tintori - Monza.

Collaboratori: Roberto Rossetti, gia Primario del Laboratorio di Microbiologia, Ospedale Civile di Pistoia ASL 3
Monica Raggi, Dirigente di primo livello del Laboratorio di Microbiologia e Virologia A.O. San Gerardo dei Tintori di 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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