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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 da parte 
dei reparti ospedalieri. 
 

• 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 garanzia della qualità, 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 è una 
condizione essenziale per interventi nel campo della sanità pubblica, della sorveglianza, e per le 
attività di ricerca e di sviluppo. Nel Regno Unito le SMI rappresentano strategie omogenee per le 
prove diagnostiche e la programmazione degli interventi di sanità pubblica 

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 
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. 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. Queste 
stesse devono essere utilizzate in associazioni con altre SMI. 
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 
http://www.hpa.org.uk/webc/HPAwebFile/HPAweb_C/1317133470313. 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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Public Health England. (2014). Electron Microscopy: Differential Centrifugation (Double-Spin 
Method). UK Standards for Microbiology Investigations. V 14 Emissione 6.3. 
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Scopo del Documento 
 
Questa procedura descrive la concentrazione dei virus con centrifugazione a velocità differenziata 
prima della preparazione della griglia. 
 
Il metodo è stato giudicato appropriato per campioni di feci, urine, tessuti bioptici omogeneizzati ed 
esame di 
cellule colturali per ricerca di virus. 
 

Introduzione 
 

Generalità     
 
Il campione omogeneizzato è centrifugato a bassa velocità per rimuovere i detriti di maggiori 
dimensioni ed i batteri. La sospensione chiarificata è poi sottoposta ad uno o più cicli 
d’ultracentrifugazione per la ricerca  delle particelle virali presenti. La procedura può essere 
utilizzata per concentrare i virus da ogni tipo di materiale che può essere omogeneizzato in 
sospensione. E’ utile nei casi con disponibilità di volumi di  estratto sufficienti ad eseguire la 
concentrazione (volume minimo 1 ml). 
 
Attualmente si raccomanda di usare l’ultracentrifugazione e la precipitazione con ammonio solfato 
(V 15 – Electron microscopy: Ammonium sulphate precipitation), o l’immuno cattura (V 16 – 
Electron microscopy using solid phase immune electron microscopy) per tutti i campioni fecali 
indagati in corso di epidemie di gastroenterite. 
 

Informazione Tecnica/Limitazioni 
 

Contenitori campione1,2 
 
Le SMI usano Il termine '' contenitore a chiusura ermetica con marchiatura CE ” per descrivere 
quelli contrassegnati con la marchiatura CE per la raccolta e il trasporto dei campioni clinici. I 
requisiti per i contenitori dei campioni sono riportati nella Direttiva UE per i Dispositivi Sanitari 
Diagnostici in vitro (98/79/CE allegato 1 B 2.1) in cui si stabilisce:'' La progettazione deve 
consentire un'agevole manipolazione e, se necessario, ridurre per quanto possibile la 
contaminazione dei, e perdite dal dispositivo durante l'uso e, nel caso di recipienti per campioni, il 
rischio di contaminazione degli stessi. Le procedure di fabbricazione devono essere adatte a 
questi scopi''. 
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1 Considerazioni sulla Sicurezza1,17 
1.1 Prelievo del  campione1,2 
 
Contrassegnare in modo appropriato il rischio secondo le procedure locali. 

1.2 Trasporto e conservazione del campione1,2,4-6,18 
 
Contenitore impermeabile sterile in sacchetto di plastica chiuso. 

1.3 Procedura sul campione1,2,4-18 
 

• Batteri, virus, funghi e parassiti, riscontrati in modo inatteso possono causare malattie gravi 
e talvolta letali. Sono state segnalate infezioni acquisite in laboratorio. Indicazioni per la 
vaccinazione sono disponibili nelle strategie d’immunizzazione approntate dalla Health 
Protection Agency. Le procedure devono essere eseguite da personale esperto in un 
laboratorio adeguatamente attrezzato e sotto la supervisione di un microbiologo qualificato. 
Devono essere calzati durante ogni fase della procedura guanti monouso. 

 
• Se le condizioni cliniche possono suggerire un’infezione da agenti del Gruppo di Rischio 3, 

la procedura sul campione deve essere eseguita in appropriate condizioni di contenimento. 
Si raccomanda che i campioni fecali dei pazienti con diarrea ematica o con sindrome 
uremica emolitica (Escherichia coli O157) non siano processati fino a quando i risultati 
batteriologici non sono disponibili. I campioni sospettati di contenere agenti eziologici del 
Gruppo di Rischio 4 devono essere esaminati con la microscopia elettronica dopo 
inattivazione. 

 
• Personale in gravidanza suscettibile di varicella/zoster, rosolia o parvovirus non deve 

manipolare alcun tipo di materiale clinico che possa contenere questi virus. 
 

• Possono essere manipolati campioni di tipo diverso, quali quelli del Gruppo di Rischio 2. 
L’esecuzione delle procedure in cabina microbiologica di sicurezza non è obbligatoria, ma è 
consigliata. Alcuni campioni possono contenere batteri patogeni o parassiti. 

 
• Le procedure di laboratorio che generano aerosol infettivi devono essere eseguite in cabina 

microbiologica di sicurezza. Il trattamento con vortex dei contenitori crea aerosol che 
possono essere rilasciati quando questi sono aperti. I contenitori devono essere resistenti 
agli urti (polipropilene, non usare quelli di vetro o polistirolo) e quelli agitati con vortex 
devono essere aperti esclusivamente in un laboratorio dotato di cabine di sicurezza. 

 
• Fare riferimento alle linee guida attuali per la manipolazione in sicurezza di tutti i 

microrganismi del Gruppo di Rischio 2 descritti in questo metodo. 
 

• Le griglie preparate possono essere infettive prima dell’esame con ME. Scartare le griglie 
utilizzate dopo trattamento con autoclave. 

 
• Si raccomanda di inattivare con una goccia di fissativo tutte le griglie allestite con fluidi 

corporei prelevati a pazienti HIV o HBV positivi (consultare appendice). 
 

• E’ essenziale il rispetto delle regolamentazioni di imballaggio, postali e di trasporto.  
 

• L’arcton (1, 1, 2-Triclorofluoretano ) come gli atri idrocarburi fluorinati, è un gas che 
consuma ozono e deve essere utilizzato in quantità minime. Può essere sostituito dal 
Vertrel® XF prodotto dalla Dupont™, questo prodotto non è implicato nell’impoverimento 
dell’ozono 
. 
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• Usare cautela quando si utilizzano le pinze. Queste devono essere decontaminate dopo il 
loro uso. 
 

1.3.1 Ultracentrifugazione 
 

L’ultracentrifugazione presenta particolari rischi per la sicurezza correlati alle forze generate 
dall’elevata velocità di rotazione. Il gruppo di lavoro deve essere consapevole dei rischi ed 
addestrato per questo utilizzo. Il servizio di assistenza od il produttore deve eseguire regolarmente 
la manutenzione delle centrifughe e dei rotori. I laboratori devono avere un proprio protocollo di 
manutenzione conforme alle raccomandazioni del produttore 
 

1.3.2 Manipolazione Chimica 
 
L’acido fosfotungstico è corrosivo. Calzare guanti e protezione agli occhi quando si esegue 
l’aggiustamento del pH della soluzione. 
Le linee guida precedentemente esplicitate devono essere supplementate con la COSHH locale e 
 

2  Prelievo del Campione 
 

2.1  Tipo di Campioni 
 

Consultare l’elenco dei campioni di seguito riportato 

2.2  Tempo Ottimale di Prelievo del Campione 
 

Campione fecale 
 
E’ richiesto almeno 1 g di feci che devono essere raccolte direttamente in un contenitore pulito. 
 
La dimostrazione delle particelle virali con la microscopia elettronica richiede campioni prelevati 
nella fase acuta della malattia. I migliori risultati sono ottenuti da campioni emessi entro 48 ore 
dall’esordio dei sintomi. 
 

Urine 
 
Sono richiesti almeno 5 ml di urine in contenitore impermeabile sterile. Il numero di particelle virali 
presenti nelle urine è direttamente proporzionale al volume di urina prodotta. L’esperienza ha 
dimostrato che i migliori risultati sono ottenuti da campioni raccolti di primo mattino. 
 

Campioni bioptici 
 
Il materiale bioptico deve essere raccolto in un flacone trasparente sterile. Il materiale non deve 
essere fissato. Se sono richieste ricerche istologiche devono essere prelevati campioni separati 
immersi in fissativi appropriati. Deve essere rimossa una quantità sufficiente di materiale per 
garantire l’esame di una parte appropriata della lesione. E’ richiesto circa 1 mm3 di tessuto leso. 
 

Colture cellulari 
 
Se ritenuto opportuno, le colture cellulari ritenute sospette per presenza di virus dovrebbero essere 
Inviate per accertamento. I campioni possono contenere liquido di coltura cellulare e cellule. 
E’richiesto circa 1 ml di cellule / componente liquida. . 
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2.3  Tipo di Campione Appropriato e Metodo di Prelievo 
 
Come in precedenza 

2.4  Quantita’ Adeguata e Appropriato Numero di Campioni 
 

Come in precedenza. 
 

3  Trasporto e Conservazione del Campione1,2 
 

3.1 Tempo fra Prelievo del Campione e Procedura 
 

I campioni dovrebbero essere trasportati e processati il più presto possibile 

3.2  Considerazioni Particolari per Ridurre il Deterioramento 
 

I campioni originali devono essere conservati a +4°C se non possono essere processati entro 24 
ore. 
 

Nota: I campioni fecali non devono essere congelati. 
 

4 Strumentazione e Reagenti 
 

4.1  Strumentazione 
 

• Centrifuga da banco in grado di raggiungere 3.000xg. 
• Ultracentrifuga per preparazione e rotore in grado di raggiungere almeno 25.000xg con 

campione di volume minimo di 1 ml. 
• Pinze sottili da orafo, quali le pinze numero 5 dumont. E’ richiesto un paio di pinze per ogni 

campione analizzato. Decontaminare le pinze dopo l’uso. 
• Griglie rivestite per microscopia elettronica (V 12 – Preparazione di griglie rivestite per 

microscopia elettronica). 
• Superfici idrofobiche quali ‘BenchKote’, Parafilm o una piastra di Petri. 
• Strisce di carta da filtro pulite, dimensioni di circa 1 cm x 2,5 cm. 
• Flaconi o provette di plastica puliti da 5 ml. 
• Vetrini puliti da microscopio. 
• Pipette da trasferimento monouso. 
• Omogeneizzatore in provetta di vetro di Griffith (opzionale). 

4.2  Reagenti 
 

• Colorazione negativa. La colorazione negativa è eseguita con acido fosfotungstico ed è la 
più diffusamente utilizzata per la microscopia elettronica dei virus. Sono disponibili 
alternative. 
 

• Diluente del campione. Acqua deionizzata o acqua distillata in flacone di vetro, soluzione 
sterile di tampone fosfato (PBS, phosphate-buffered-saline) e terreno essenziale minimo 
sterile a concentrazione normale sono tutti materiali utilizzati come diluente del campione. 
Possono essere aggiunti al diluente del campione antibiotici ad ampio spettro e sostanze 
fungicide. 
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• Acqua deionizzata o distillata in flacone di vetro . 
 

• Arklone (1,1,2-Trichlorotrifluoroethane) o Vertrel® XF.  
 

5     Processo/Procedura sul Campione1,2 
5.1 Selezione della Prova 
 

N/D  

5.2 Coltura e Ricerca 
 
N/D 

5.3 Preparazione dei Campioni Clinici 
 

Feci 
 

• Diluire al 10-20% peso/volume i campioni fecali con diluente del campione. L’estratto fecale 
deve essere emulsionato in modo vigoroso. Miscelare i campioni con agitazione, o 
preferibilmente con vortex; l’emulsione deve essere chiusa in un flacone con tappo, aperto 
poi in cappa di sicurezza di laboratorio dopo almeno 30 minuti di stazionamento per 
consentire la sedimentazione dell’aerosol . 
 

• Chiarificare la sospensione con centrifugazione (2.000 - 3.000xg per 30 minuti) in un rotore 
con coperchio chiuso. 
 

• In alternativa, diluire il campione fecale al 10-20% perso/volume con miscela 1:1 di diluente 
del campione e Arctone o Vertrel® XF. Ciò facilita il rilascio dei virus legati alle membrane e 
rimuove i lipidi che si oppongono all’adesione del campione alla griglia per ME. 
Emulsionare vigorosamente, preferibilmente con vortex. Mantenere il contenitore chiuso a 
4°C per 30 minuti. Centrifugare (2000-3000xg per 30 minuti) in un rotore con coperchio 
chiuso e raccogliere lo strato liquido soprastante. 

Urine 
 

• Sottoporre a cicli di congelamento/scongelamento volumi di circa 1 ml di urina per rompere 
ogni materiale cellulare presente nel campione e consentire il rilascio delle particelle virali 
nella sospensione. 

 

• Chiarificare per centrifugazione con rotore a coperchio chiuso tutte le urine torbide (da 
2.000 a 3.000x g per 30 minuti). 
 

Materiale bioptico 
 

• Disaggregare il materiale bioptico in circa 1 ml di acqua deionizzata o distillata in un 
contenitore di vetro con idoneo omogeneizzatore (provetta di Griffith). 
 

• Chiarificare la sospensione con centrifugazione e rotore a coperchio chiuso (2.000 - 
3.000xg per 30 minuti). 
 

Colture cellulari 
 

• Per ottenere il rilascio dei virus si può produrre la rottura del materiale cellulare con 
congelamento/scongelamento o con lisi in acqua distillata. 
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• Chiarificare la sospensione con centrifugazione e rotore a coperchio chiuso (2.000 - 
3.000xg per 30 minuti). 

5.4  Concentrazione per Centrifugazione 
 

• Inserire in una provetta da ultracentrifuga (in funzione del tipo di rotore utilizzato) 1 – 10 ml 
di sopranatante chiarificato durante il primo ciclo di rotazione. Utilizzare forze superiori a 
25.000xg per far sedimentare i virus e definire sperimentalmente o calcolare, facendo 
riferimento ai fattori k del rotore (consultare appendice), il tempo richiesto per ottenere 
sedimento in quantità sufficiente. Per purificare parzialmente il sedimento può essere 
utilizzato, in modo opzionale, uno strato di saccarosio. Prima dell’ultracentrifugazione si 
stratifica in modo accurato il fondo della provetta, fino ad un decimo del suo volume, con  
 
20– 30% peso/volume di saccarosio (sciolto in tampone fosfato o acqua). è attentamente 
stratificato sul fondo della provetta prima della centrifugazione ad alta velocità. 

 

• Scartare il sopranatante, inclusa la soluzione di saccarosio. 
 

• Sospendere di nuovo il sedimento in un piccolo volume di diluente del campione (50 – 150 
μL in funzione del volume iniziale). Se non ancora utilizzato, può risultare utile in questa 
fase aggiungere una quantità ridotta di Arcton o Vertrel® XF e passare su vortex. Ciò 
facilita il rilascio dei virus legati alle membrane. Può essere richiesta una terza 
centrifugazione a bassa velocità (circa 2.500xg) se il sedimento risospeso è troppo torbido 
e questa è indispensabile se sono stati aggiunti Arklone o Vertrel® XF per consentire la 
separazione della fase solvente dal sopranatante contenente i virus. 

5.5  Preparazione e Colorazione delle Griglie  
 

• Distribuire a spot il campione preparato su una superficie idrofobica precedentemente 
contrassegnata con il numero del campione. Le gocce del materiale devono essere 
separate almeno di 1 cm per ridurre il rischio di contaminazione fra campione e campione. 
 

• Collocare su una goccia una griglia con pellicola di supporto idonea, superficie rivolta verso 
il basso, utilizzando una pinza pulita ed incubare a temperatura ambiente. Il tempo di 
assorbimento esatto varia in funzione del numero di particelle virali attese nel preparato ed 
alla quantità di ‘residui’ presenti nel campione; la sperimentazione e l’esperienza 
contribuiscono a definire nel modo migliore questa variabile 

 

• Raccogliere la griglia ed assorbire, toccando con il bordo di un pezzo di carta da filtro per 
rimuovere l’eccesso di liquido. Trasferire la griglia in una goccia di colorante negativo 
idoneo. Dopo la colorazione (il tempo è variabile e dipende dall’esperienza accumulata, 
deve essere comunque di almeno 5 secondi), la griglia è trattata per rimuovere tutto il 
colorante tranne un sottile strato, ed è asciugata all’aria, con la pellicola di supporto rivolta 
verso l’alto, su un pezzo di carta da filtro pulito. Prima della colorazione, se opportuno, si 
può precedere ad un lavaggio opzionale con trasferimento della griglia seminata su una 
goccia di acqua deionizzata per pochi secondi. 

 

• In alternativa, possono essere mescolati volumi uguali di colorante e di campione e la 
griglia messa a contatto come in precedenza. 
 

• Esaminare la griglia al microscopio elettronico con ingrandimento di screening a circa 
50.000x. 

5.6  Identificazione 
 

I virus sono identificati per le loro caratteristiche morfologiche. 
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6 Assicurazione di Qualità 
6.1  Verifica del Preparato 
 
Le griglie devono essere esaminate per almeno 5 minuti (minimo 4 differenti quadrati della griglia) 
prima di essere considerate ‘negative’. Le griglie con pellicola di supporto danneggiata devono 
essere ripetute perché una superficie insufficiente non consente l’accertamento minimo richiesto. 
Le griglie che sono eccessivamente colorate o con troppo materiale adeso per facilitarne la lettura, 
devono essere ripetute utilizzando un estratto più diluito o di nuovo chiarificato. 

6.2  Assicurazione della Qualità Interna ed Esterna 
I laboratori devono partecipare ad ogni iniziativa di controllo di qualità esterno che si rende 
disponibile per la microscopia elettronica14. 
 

7  Limitazioni 
 
L’effettivo rilievo dei virus dipende dalla perizia e dall’esperienza del microscopista, da un 
appropriato tempo di prelievo, trasporto e conservazione del campione, dalla procedura e dalla 
disponibilità di adeguate/appropriate notizie cliniche. 
 

I virus non possono essere rilevati se non sono presenti nel campione in numero sufficiente, 
considerato di solito di 105 – 109 particelle/ml di campione. 
 

La procedura(e) di questi documenti hanno lo scopo di descrivere metodi standard di microbiologia 
di qualità per la tipologia dei campioni specificati. Possono essere richieste altre procedure ed è 
indispensabile l’interpretazione professionale di un gruppo qualificato. Per cortesia, prendere nota 
che le conoscenze delle malattie infettive cambiano continuamente ed anche se questa SMI è 
riveduta regolarmente e può non contenere patogeni emergenti 
 

8  Procedura di Refertazione 
 

8.1  Referti 
I campioni negativi devono essere refertati come “Non osservate particelle virali”. 
I campioni positivi devono essere refertati, ad esempio come “Particelle di Norovirus presenti” . 
Alcuni operatori possono richiedere una stima della concentrazione del virus presente. Un’accurata 
valutazione quantitativa richiede l’adozione di procedure specialistiche ed uno schema ben 
collaudato che fornisca risultati conformi come il seguente: 
+++ equivale ad uno o più particelle virali in ciascuno di 4 quattro campi scelti a caso. 
++ equivale a 10 o più particelle virali osservate in ciascuno di 4 quadrati esaminati. 
+ equivale a 1-10 particelle virali osservate in ciascuno di 4 quadrati esaminati. 
+/- equivale a 1-10 particelle virali osservate in totale. 

8.2  Tempo di Refertazione 
 

Richieste urgenti   Telefonare appena possibile quando i risultati sono disponibili 
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Referti scritti    Normalmente disponibili il giorno lavorativo successivo o secondo la 
procedura di refertazione locale. 
 

9 Notifica all’HP A20, o Equivalente22-25  
 
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. 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’. 
  
 
In Scozia22,23 e Galles24  Irlanda del Nord25 sono vigenti altre disposizioni. 
 
 
 
 
z 
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Appendice 
 
Acido fosfotungstico – è utilizzato ad una concentrazione compresa fra l’1% ed il 3% in peso in 
acqua deionizzata. L’esatta concentrazione da utilizzare è condizionata dalla preferenza 
personale. Il pH è aggiustato a circa 6.5 (+/- 0.1) aggiungendo idrossido di sodio o idrossido di 
potassio. Il colorante pronto all’uso è discretamente stabile a temperatura ambiente, ma il pH deve 
essere verificato regolarmente. 
 
Fissazione della griglia prima della colorazione negativa – trasferire la griglia seminata con il 
campione in una goccia di fissativo (formalina tamponata). Lasciare a temperatura ambiente per 2 
min. Colorare come in primecedenza con una goccia di acido fosfotungstico. Questa procedura 
può influenzare negativamente la morfologia di alcuni virus di comune riscontro. 
 
Note sui tempi di centrifugazione – Il tempo richiesto per fare sedimentare una particella 
dipende dal fattore K del rotore, velocità utilizzata e coefficiente di sedimentazione della particella 
e può essere calcolato con la formula t = k/s (s = coefficiente di sedimentazione in unità Svedberg, 
t = tempo). I fattori k dei rotori sono di solito forniti dal produttore o possono essere calcolati con 
una formula. Il fattore k varia ampiamente da circa 25 per un rotore che ruota provette con ridotta 
lunghezza a velocità massime molto elevate fino a valori superiori ad 800 per provette lunghe a 
moderata velocità massima. Il tempo richiesto per far sedimentare il Poliovirus (S = 156) nel primo 
esempio è espresso da t = 25/156, = 0.16 ore e nel secondo esempio da t = 800/156, = 5.12 ore. 
 
Aderenza dei campioni alle griglie – Alcuni campioni non aderiscono alla griglia. Questo è un 
problema particolare per campioni che sono stati inattivati prima della procedura di preparazione 
per l’esame con microscopia elettronica. Sono noti diversi metodi per favorire l’aderenza. Il più 
semplice è quello di aggiungere al campione o al colorante albumina plasmatica bovina o 
bacitracina a concentrazione finale dello 0.05%. In alternativa la griglia può essere pre-trattata con 
Alcian blu G800 o con ’1% di poli-L-lisina, o, se disponibile, sottoposta a scarica incandescente in 
una unità dotata di un appropriato dispositivo. 
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