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Batteriologia Test - Procedure | TP 29.1 Emissione no: 2.3 | Data emissione: 14.03.14 | Pagina: 3 di 13

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



Test di Sintesi della Porfirina (ALA)

Tabella delle Modifiche

Ciascun metodo SMI possiede una registrazione separata delle correzioni. Quelle attuali sono
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Ricerche Microbiologiche Standard del Regno Unito*:
Scopo e Obiettivo

Utilizzatori delle SMI

e Nel Regno Unito le SMI sono principalmente destinate come risorsa generale ai
professionisti che operano nel campo della medicina di laboratorio e delle malattie infettive.

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

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

Informazioni di Base per le SMI

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

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

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

Collaborazione Paritaria

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

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

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

# Microbiologia € usato come termine generico per includere le due specialita di Microbiologia Medica riconosciute dal GMC (General
Medical Council), (che comprende Batteriologia, Micologia e Parassitologia) e la Virologia Medica.
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Assicurazione di Qualita

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 ricerche
addizionali qualora opportune. Le SMI aiutano i laboratori a soddisfare i requisiti
dell'accreditamento con la promozione di procedure d’elevata qualita che possono essere
verificate. Le SMI forniscono inoltre un punto di riferimento per lo sviluppo del metodo. Queste
stesse devono essere utilizzate in associazioni con altre SMI.

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

Coinvolgimento del Paziente e della Comunita

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

Informazione della Gestione e del 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 & 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
pubbilico, 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 pit complete possibili, al
momento della pubblicazione. Eventuali omissioni e nuove informazioni saranno considerate nel
corso della prossima revisione. Queste procedure standard (SMI) possono essere sostituite solo
da revisioni dello standard, azione legislativa, o in seguito ad indicazioni da parte dell’ente
accreditato NICE.

| diritti d’autore delle SMI sono della “Crown” e questi dovrebbero essere riconosciuti quando
appropriato.
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Scopo del Documento

Il test di sintesi della porfirina e utilizzato per identificare le specie Haemophilus produttrici di
emina. Il test consente di evitare problemi di trascinamento dei globuli rossi associati ai test di
dipendenza dai fattori X e V. Il test della porfirina € considerato il metodo definitivo per la
differenziazione delle specie Haemophilus?:2,

Introduzione

La richiesta per uno o di entrambi i fattori di crescita adenin nicotinammide (NAD o fattore V) e
emina (fattore X) & usata per caratterizzare le specie Haemophilus3.

| ceppi che producono la propria emina possiedono I'enzima porfobilinogeno sintetasi che &
in grado di convertire l'acido d-aminolevulanico (ALA) a protoporfirina e infine in emina.

Il test dimostra la capacita di un battere che dispone di acido d-aminolaevulinico di sintetizzare e
espellere porfobilinogeno e ad altre porfirine, indicando la non dipendenza dal fattore X.

Informazioni Tecniche / Limitazioni

Il reagente di Kovac conferisce un colore rosso con produzione di indolo, osservabile solo nella
fase alcolica superiore. Inoculare come controllo una provetta senza acido d-aminolaevulinico.

Si possono verificare false reazioni negative se l'inoculo € insufficiente o se la coltura ha piu di 24
ore.

Per evitare falsi negativi osservare lo sviluppo della fluorescenza in camera oscura.
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1 Considerazioni sulla Sicurezza*2°

Fare riferimento alle attuali linee guida sulla manipolazione sicura di tutti i microrganismi descritti in
questa SMI.

Tutte le procedure che possono generare aerosol devono essere eseduite in cabina microbiologica
di sicurezza.

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

E’ essenziale la conformita alle normative postali e dei trasporti.

2 Reagenti e Strumentazione#

Colonie batteriche isolate che crescono su terreno solido.

Soluzione del test

Soluzione acido d-aminolevulinico HCI

acido d-aminolevulinic HCI 2mM
Magnesio solfato 0,8 mM
Tampone sodio fosfato pH 6.9 0.1 M

Sono disponibili reagenti commerciali. Seguire le istruzioni del produttore.

Ansa batteriologica con filo metallico diritto/ansa (preferibilmente nichelcromo) o, in alternativa,
ansa monouso.

Pipetta Pasteur.

3 Microrganismi per Controllo di Qualita

Controllo Positivo
Haemophilus parainfluenzae non dipendente fattore X NCTC 7857.
Controllo Negativo

Haemophilus influenzae fattore X dipendente NCTC 11931.

4 Procedura e Risultati

e Distribuire volumi di 0,5 mL di substrato in piccole provette di vetro.

e Aggiungere un’abbondante ansata di batteri da coltura in piastra a una provetta contenente
substrato ed emulsionare per produrre una sospensione lattiginosa.

e Incubare 4 ore a 35-37° C.
Scegliere fra:

Osservazione della provetta sotto lampada di Wood (UV 360 nm) in camera oscura. La presenza
di fluorescenza rossa nel deposito batterico o nel liquido supernatante della provetta indica sintesi
di porfirine e quindi non dipendenza da fattore X. L’'assenza di fluorescenza indica che il batterio
richiede fattore X per la crescita.
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Oppure

Aggiungere 0,5 ml di reagente Kovac alla sospensione batterica dopo l'incubazione. Agitare
vigorosamente la provetta e consentire la separazione delle fasi. Il colore rosso nella fase acquosa
inferiore indica sintesi della porfirina e quindi non dipendenza dal fattore X. Il reagente di Kovac
conferisce anche una colore rosso per produzione d’'indolo, ma questo comparira solo nella fase
alcolica superiore. Per questo test, inoculare come controllo una provetta senza acido d-
aminolevulinico.
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Appendice: Test di Sintesi della Porfirina (ALA)

( Isolato da coltura pura )

N

Distribuire 0.5 mL di substrato in piccole
provette di vetro

A 4

Aggiungere un’ansata abbondante di batteri
dalla piastra al substrato producendo una
sospensione lattiginosa

Incubare, 4 ore a 35-37°C

v

A
Aggiungere 0.5 mL di
reagente di Kovac alla
sospensione

Osservare la provetta con
lampada di Wood (UV 360,m)
in camera oscura

A 4 A 4
Fluorescenza rossa nella Fluorescenza assente h 4
provetta = Sintesi porfirina Battere richiede fattore X Agitare vigorosamente la
Crescita non dipendente per la crescita provetta lasciando separare le
da fattore X fasi

o>

N

A 4
Colore rosso nella fase No colore rosso nella
inferiore acquosa* = fase acquosa inferiore
sintesi porfirine

<> <Jwwe>

Haemophilus parainfluenzae NCTC 7857
Haemophilus influenzae NCTC 11931

Nota:

Controllo positivo
Controllo negativo

* Reattivo di Kovac conferisce colore rosso per produzione di indolo solo nella
fase alcolica superiore. Inoculare la provetta di controllo senza acido

d-aminolevulinico

Il Diagramma di Flusso € solo indicativo
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