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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 test 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 di sorveglianza della salute pubblica, 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 
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. 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 di 
elevata qualità che possono essere verificate. Le SMI forniscono inoltre un punto di riferimento per lo 
sviluppo del metodo. 

Le prestazione 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. Opportunità di partecipazione per contribuire alla consultazione 
è estesa al pubblico con l’accesso libero al nostro sito web.    

Informazione della Gestione 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 
connesso 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 e procedure per l’esecuzione della reazione di deviazione del complemento 
(RDC) su campioni di siero1.   
 
Questa SMi deve essere usata congiuntamente ad alte SMI. 
 

Introduzione 
 

Generalità 
 
La risposta all’infezione può essere dimostrata dalla comparsa di anticorpi specifici per l’agente 
causale e dal loro successivo aumento prelevando il primo campione nella fase acuta della malattia 
ed un altro in convalescenza. La RDC è la prova più frequentemente utilizzata per dimostrare 
l’aumento degli anticorpi per un’ampia varietà di virus. Può inoltre essere utilizzata per rilevare la 
presenza di anticorpi intratecali nell’infezione del SNC2. 
 
Il siero del paziente, la cui componente naturale del complemento (C) è stata inattivata, è miscelato 
con antigeni standardizzati e con complemento di cavia (CC). Il CC è catturato dalla reazione fra 
l’antigene ed ogni anticorpo omologo presente nel siero del paziente. L’assenza di anticorpo 
specifico lascia libera la quota di complemento inserita nella reazione. La successiva aggiunta di un 
sistema indicatore, costituito da emazie di pecora sensibilizzate con emolisina  (anticorpi specifici 
verso le emazie di pecora), rende possibile ad ogni residuo di complemento di essere utilizzato e di 
produrre la lisi delle emazie di pecora. L’assenza di complemento disponibile, che segnala la 
presenza di anticorpo nel siero del paziente, è posto in evidenza dalle emazie di pecora che 
rimangono intatte. 
 
Un’accurata standardizzazione e il controllo dei reagenti consentono la dimostrazione dell’aumento 
del titolo degli anticorpi fra campioni di siero acuto e convalescente causata da un’infezione recente.   

Informazione Tecnica/Limitazioni 
N/D 
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1     Considerazioni sulla Sicurezza3-19 
1.1 Prelievo del Campione3,4 
 
Contrassegnare in modo appropriato il rischio secondo le procedure locali. 
 
I campioni possono contenere virus di origine ematica 

1.2 Trasporto e Conservazione del Campione3-8 
 

 E’ essenziale il rispetto delle regolamentazioni postali e del trasporto. 

1.3 Procedura sul Campione3-19 
 
I campioni ricevuti in laboratorio possono contenere virus di origine ematica. I campioni di sangue 
devono essere processati utilizzando le consuete precauzioni. La separazione del siero deve essere 
eseguita calzando guanti e protezione per gli occhi. 

 1.4 Manipolazione Chimica 
 

 Il tampone Veronal  Salino(TVS) contiene barbiturici e deve essere conservato e manipolato in 
condizione di sicurezza.  
 
Le scorte dei reagenti ed i composti chimici devono essere collocati in  un armadio chiuso, idoneo 
alla conservazione di prodotti chimici.   
 
Il sodio azide del Tampone Salino Veronal deve essere manipolato con attenzione perché può 
reagire con i componenti metallici dell’impianto idraulico e formare metallo azidi; questi sono 
esplosivi se manipolati in modo grossolano. Lo smaltimento dei reagenti contenenti azide nel 
lavandino deve essere eseguito utilizzando grandi quantità di acqua. In alternativa, si può usare il 
Bronidox. Questo prodotto è dotato di un’azione lievemente corrosiva su alcuni metalli e pertanto i 
reattivi che lo contengono devono essere conservati in contenitori metallici protetti. 
 
Le seguenti indicazioni devono essere supplementate con quelle del COSHH locale e con la 
valutazione del rischio. 

2 Prelievo del Campione 
2.1 Tipo di Campioni 
 
Siero. 

2.2 Tempo Ottimale di Prelievo del Campione 
  

 I campioni di sangue coagulato devono essere prelevati il più precocemente possibile nella fase 
acuta della malattia e, in convalescenza, circa 10 -14 giorni dopo il primo accertamento. Nel caso in 
cui il campione della fase acuta non sia stato prelevato, può essere ancora utile ottenerne uno in 
convalescenza. Evitare la contaminazione batterica del campione. Il prelievo del LCR per la ricerca 
di anticorpi intratecali deve essere  eseguito contemporaneamente a quello di un campione di 
sangue per poter comparare i titoli anticorpali e la determinazione dell’indice dell’albumina. E’ 
importante controllare il LCR per la contaminazione ematica. 

2.3 Tipo di Campione Appropriato e Metodo di Prelievo 
  
N/D 
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2.4 Quantita’ Adeguata ed Appropriato Numero di Campioni 
  

N/D  

3 Trasporto e Conservazione del Campione3,4 
3.1 Tempo fra Prelievo del Campione e Procedura 
  
I campioni devono essere rapidamente consegnati al laboratorio; il siero deve essere separato dal 
coagulo il più presto possibile.  

3.2 Considerazioni Particolari per Ridurre il Deterioramento 
 

Teoricamente, il siero dovrebbe essere separato in due provette, una conservata a +4°C per uso 
immediato e l’altra posta in congelatore a -20°C o a temperatura inferiore. Una terza aliquota può 
essere conservata a -20°C fino a completamento della prova.  
 

4 Strumentazione e Reagenti 
 

4.1 Strumentazione 
 

• Piastre microtitre con fondo a U 

• Coperchi per piastre microtitre 

• Pipette multicanali (25 µL) 

• Distributore di gocce da 25 µL monouso 

• Pipette a volume variabile (25 µL) 

• Bagno termostatico +56°C 

• Termostato +37°C 

• Bagno termostatico +37°C 

• Visore illuminato (opzionale) 

• Agitatore di piastre 

• Frigorifero +4°C 

• Contenitori sterili di tipo universale 

• Microprovette sterili 

• Provette di plastica (75 x 12 mm)   

• Provette per conservazione 

• Processore Robotizzato per piastre Microtitre (tipo Kemble) 

• Pipette da 10 mL ed 1 mL 

• Provette per ematocrito 

4.2 Reagenti 
 

• CC  
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• Globuli rossi di pecora (GRP) 

• Emolisina per globuli rossi di pecora (ambocettore) 

• Tampone Veronal Salino (TVS) 

• Antigeni per RDC 

• Antisieri di controllo per RDC 

• Sodio azide/TVS 

• Acqua distillata sterile 

5 Processo/Procedura sul Campione3,4 
5.1 Standardizzazione dei Reagenti 
 
E’ importante  determinare la concentrazione ottimale dei reagenti della provo di DDC quali antigene, 
antisiero di controllo, CC e dell’emolisina.  
 
5.1.1  Titolazione a scacchiera di Complemento ed Emolissina 
 

Per ottenere  concentrazioni ottimali di CC ed emolisina, eseguire una titolazione a scacchiera o bi-
dimensionale. 
 

Le diluizioni di CC sono allestite con concentrazioni differenti del “=% (CONSULTARE Fig. 1) per 
ottenere un’accurata diluizione finale. E’ importante evitare la formazione di schiuma. 
 

Ricostruire il CC congelato (liofilizzato) con acqua distillata sterile fino al volume contrassegnato sulla 
fiala. Questo deve poi essere conservato a 4°C per 6 giorni o congelato in aliquote a -70°C. 
Scongelare immediatamente prima dell’uso. 
 

Nota: Il CC conservato nella soluzione di Richardson è ipertonico; la diluizione 1/10 è pertanto 
ottenuta aggiungendo 7 mL di acqua distillata ad 1 mL di complemento ricostituito. 
 

Contrassegnare i comuni contenitori, preparare le diluizioni secondo le indicazioni della Fig.1: 
  

Diluizione 1/30 1/38 1/47 1/59 1/73 1/92 1/114 1/143 1/179 1/224 
Acqua 
Distillata 
 
 

3.5          

Complem. 
Ricostruito 
 
 

0.5          

TSV 
 
 

Agg  
8 mL 

2 2 2 2 2 2 2 2 2 

 
 

          

 Miscel. 
 

Miscel. 
 
 

Miscel. Miscel. Miscel. Misce. Misce. Miscel. Miscel. Miscel. 

 Trasfer. 
8 mL 
nella 
Provet. 
successi
va 

Trasfer. 
8 mL 
nella 
Provet. 
successi
va 

Trasfer. 
8 mL 
nella 
Provet. 
successi
va 

Trasfer. 
8 mL 
nella 
Provet. 
successi
va 

Trasfer. 
8 mL 
nella 
Provet. 
successi
va 

Trasfer. 
8 mL 
nella 
Provet. 
successi
va  

 rasfer. 
8 mL 
nella 
Provet. 
successi
va 

Trasfer. 
8 mL 
nella 
Provet. 
successi
va  

Trasfer 
8 mL 
nella 
Provet. 
successi
va 

Scart. 
8 mL  

 
Figura 1: Procedura per le diluizioni del CC 
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Contrassegnare una piastra microtitre come specificato nella Fig. 2 
 

  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 
Diluizion. 
Emolisina 
siero 
 

 Complemento 

  1/30 1/38 1/47 1/59 1/73 1/92 1/114 1/143 1/179 1/224 controllo
25 
 
 

A            

50 
 
 

B            

100 
 
 

C            

200 
 
 

D            

400 
 
 

E            

800 
 
 

F            

Controllo 
 
 

G            

 

Figura 2: Maschera per la titolazione a scacchiera di emolisina/CC 
 

• Aggiungere ad ogni pozzetto 50 µL (2 volumi) di TVS. Aggiungere 25 µL (1 volume) di 
 ciascuna diluizione di CC ad una appropriata colonna di pozzetti. Aggiungere un altro 
 volume (25 µL) di TVS alla colonna 11. 

 

• Miscelare gentilmente, richiudere con coperchio di microtre e porre a +4°C per una  
         notte.  

 

• Preparare in provette contrassegnate da 75x12 ,1 ml di diluizioni a raddoppio di 
emolisina in TVS, partendo da 1/25 fino a 1/800. Aggiungere 1 ml di TVS alla provetta 
Controllo.  

 

• Preparare una sospensione di GRP al 4% in TVS (consultare Allegato 1) ed aggiungere 
1 mL a ciascuna delle 7 microprovette  contrassegnate. 

 

• Miscelare 1 mL di un’appropriata diluizione di emolisina  (consultare l’Allegato 1) o del 
controllo con 1 mL di emazie di pecora. 

 

• Richiudere le microprovette, miscelare gentilmente e conservare a 4°C per una notte. 
 

Al termine dell’incubazione notturna.:  
 

• Incubare la piastra a +37°C. Rimuovere le provette contenenti i GRP che si sono 
sensibilizzati  (SE, Sistema Emolitico), rispendere delicatamente le emazie ed incubare 
a +37°C (in bagno termostatico). 
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Dopo 30 minuti rimuovere la piastra  e le cellule sensibilizzate, agitare delicatamente ed aggiungere 
25 µL di cellule sensibilizzate ai pozzetti di ciascuna appropriata riga della piastra microtitre. 
Scuotere lievemente la piastra o utilizzare un agitatore per miscelare, incubare di nuovo la piastra a  
37°C per 30 minuti. Ripetere la miscelazione dopo 10, 20 minuti e quando si toglie dal termostato. 
Per consentire alle cellule di sedimentare, inserire le piastre chiuse in frigorifero a +4°C per 2 ore o 
centrifugare.  

 
Rimuovere la piastra dal frigorifero e leggere, se necessario, con dispositivo di illuminazione. 
Valutare la quantità di cellule rimaste / grado di emolisi con una scala da 0 a 4 ove: 
 

Lisi totale – nessuna cellula 
rimasta 

= 0 

1-24%  cellule rimaste = Tracce 
25%  cellule rimaste = 1 
50%  cellule rimaste = 2 
75% cellule rimaste = 3 
100% cellule rimaste = 4 

 
Fig. 3: Presentazione di tipici risultati a scacchiera  
                  
  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
 Emolisina 

 
Complemento 

  1/38 1/47 1/59 1/73 1/92 1/114 1/143 1/179 1/224 controllo 
A 1/25 

 
0 0 Tr 1 2 3 4 4 4 4 

B 1/50 
 

0 0 0 Tr 1 2 4 4 4 4 

C 1/100 
 

0 0 0 0 Tr 1 2 4 4 4 

D 1/200 
 

0 0 0 Tr 1 2 4 4 4 4 

E 1/400 
 

0 0 Tr 1 2 3 4 4 4 4 

F 1/800 
 

0 Tr 1 2 3 4 4 4 4 4 

G Controllo 
 

4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 

 
Figura 3: Esempio di risultati attesi nella titolazione a scacchiera emolisina/CC 
 
La  Concentrazione Ottimale di Sensibilizzazione (COS) dell’emolisina è rappresentata dalla 
diluizione che fornisce il maggior grado di lisi alla maggiore diluizione del CC (consultare Fig. 4). 
Nell’esempio sopra descritto la COS è 1/100 e l’emolisina deve essere utilizzata a questa diluizione. 
 
La Concentrazione Emolitica del Complemento che produce 50% di emolisi (CE50) è rappresentata 
da quella diluizione che lisa il 50% di emazie con la COS dell’emolisina (consultare Fig. 4). 
Nell’esempio sopra descritto la CE50 è 1/143. Nell’esecuzione della prova, il Complemento è 
utilizzato a 3CE50, vale a dire 1/143 x 3 = 1/47. 
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Diluizione complemento 
 
 

 
Figura 4: Fotografia dei risultati attesi dalla titolazione a scacchiera dell’emolisina/CC 

 
5.1.2 Titolazione a Scacchiera dell’Antigene   
 

Le titolazioni a scacchiera sono eseguite su tutti i nuovi lotti di antigeni. Selezionare 6 
diluizioni su cui eseguire le prove per il nuovo antigene; se la confezione suggerisce una 
diluizione ottimale di 1:40, approntare le diluizioni 1:10, 1:20, 1:30, 1:40, 1:50 e 1:60. 
Preparare almeno 600 µL di ogni diluizione in TVS azide (consultare Appendice 2). 

 
 Per la titolazione a scacchiera sono richieste due piastre microtitre: 
 

•  Una piastra per il controllo positivo (antisiero) e la titolazione inversa di CC (consultare 
Fig. 5). Selezionare un siero a buon titolo per un determinato antigene (preferibilmente 
di 1/64 o 1/128. Selezionare anche un siero negativo noto. Approntare diluizioni 1/16 ed 
inattivare a 56°C per 30 minuti. 

 
•  Una seconda piastra per due campioni di pazienti. Il campione positivo e negativo 

devono essere selezionati per saggiare il titolo di un particolare antigene (ad esempio 
con titolo noto di 1/64 o 1/128) (consultare Fig. 6) . Approntare diluizioni 1/16 ed 
inattivare a 56°C per 30 minuti 
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Diluizione 
antigene 

 
1 

 
2 

 
3 

 
4 

 
5 

S/C 
6 

 
7 

 
8 

 
9 

3CE50 
10 

1CE50
11 

½ 
CE50 

12 
10 
 
 

A     

20 
 
 

B 

30 
 
 

C 

40 
 
 

D 

80 
 
 

E 

100 
 
 

F 

 
 
 

G 
 

 H 
 

 
 Figura. 5: Esempio di preparazione della titolazione antigene/siero del controllo positivo 
 
La Fig. 5 illustra la procedura di preparazione della titolazione antigene usando un antisiero positivo 
di controllo: 
 

•  Alle colonne 2-6, righe A-F, aggiungere 25 µL di TVS (la colonna 6 contiene il siero di 
controllo). 

• Alla colonna 6 , righe A-F, aggiungere altri 25 µL di TVS invece dell’antigene. 

• Alle colonne 1, 2 e 6, aggiungere 25 µL di un appropriato antisiero. Diluire a raddoppio dalle 
colonne 2 – 5. 

• Alle colonne 1-5, righe A-F aggiungere 25 µL di una diluizione appropriata di antigene. 

• Aggiungere 25 µL di 3CE50 di CC alle colonne 1-6, righe A-F. Scuotere delicatamente la 
piastra per miscelare i reagenti ed incubare una notte a +4°C.  

 
Preparazione di una titolazione inversa del CC: 
 

• Aggiungere 25 µL di TVS di un’appropriata diluizione di antigene (50 µL in totale) alle 
colonne 10-12, righe A-F.  Scuotere delicatamente la piastra per miscelare i reagenti. 

• Alla colonna 10, righe A-F aggiungere 25 µL 3CE50 di CC, alla colonna 11 aggiungere 25 
µL di 1CE50 di CC ed alla colonna 12 aggiungere 25 µL ½CE50 di CC. 

 



Reazioni di Deviazione del Complemento 

Virologia I V 18 I Emissione no:3.2 I Data emissione 09.10.13 I Pagina 16 di 28 
 

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

Diluizione 
Antigene 
 

 
1 

 
2 

 
3 

 
4 

 
5 

S/C 
6 

 
7 

 
8 

 
9 

 
10 

 
11 

S/C 
12 

10 
 
 

A     

20 
 
 

B 

30 
 

C 

40 
 
 

D 

50 
 
 

E 

60 
 
 

F 

 
 
 

G 
 

 H 
 

  
 

 

                         Campione paziente positivo                         Campione paziente negativo                       
 

Figura 6: Esempio di maschera per la preparazione della titolazione dell’antigene/siero paziente 
 
La Figura 6 mostra la modalità di preparazione della seconda piastra utilizzando un campione di 
siero di paziente positivo e un di siero negativo. La procedura di ciascun campione è eseguita come 
per il controllo standard dell’antisiero positivo (consultare la Fig. 5):  

 
• Aggiungere 25 µL di 3CE50 di CC alle colonne 1-12, righe A-H. Scuotere lievemente la 

piastra e miscelare i reagenti, incubare a 4°C per una notte 
 

Al termine dell’incubazione notturna, incubare le due piastre microtitre a +37°C per 30 minuti.  
Incubare nello stesso tempo un volume sufficiente di sospensione al 4% di GRP sensibilizzati o 
sistema emolitico (SE) (consultare Appendice 1) a 37°C (bagno termostatico) per 30 minuti. 
 
Aggiungere 25 µL di SE a tutti i pozzetti ed incubare a 37°C per 30 minuti. Miscelare i reattivi nella 
piastra microtitre dopo 10, 20 e 30 minuti. Incubare a +4°C per 2 ore. Leggere le piastre. 
 
La diluizione ottimale dell’antigene è quella che fornisce il più alto titolo dell’antisiero positivo di 
controllo ed il titolo noto del campione positivo del paziente. La diluizione deve anche presentare un 
andamento normale nella titolazione inversa del complemento ed un risultato negativo con il siero dl 
paziente di controllo negativo. 
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5.1.3    Titolazione a scacchiera dell’Antisiero (Controllo Positivo) 
Eseguire una titolazione a scacchiera per ogni nuovo lotto di antisiero. 
Ricostituire l’antisiero secondo le istruzioni del produttore.. 
 
Usare come guida le diluizioni ottimali a scacchiera consigliate dal produttore.: 
 
Se la diluizione ottimale dell’antisiero suggerita è, per esempio, 1/40, approntare una serie di 
diluizioni in TVS/azide come di seguito specificato: 1:20, 1:30, 1:35, 1:40, 1:45, 1:50, 1:55, 1:60. 
Preparare almeno 600 µL di ciascuna diluizione in TVS azide (consultare Appendice 2).  
 
Utilizzando una piastra microtitre (consultare Fig. 7), la titolazione a scacchiera è eseguita nel 
seguente modo: 
 
Diluizioni 
antisiero 

Antigene appropriato S/C Titol. inver. Antigene Titol. inver.l CC

3CE50 1CE50 1/2CE50 
 
3CE50 
  

 
1CE50 ½ CE50

  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
20 
 
 

A        

30 
 
 

B        

35 
 
 

C        

40 
 
 

D        

45 
 
 

E        

50 
 
 

F        

55 
 
 

G 
 

       

60 
 
 

H 
 

       

 
Figura 7: Maschera per la preparazione della titolazione antisiero/antigene 
 

• Aggiungere 50 µL di un’appropriata diluizione di antisiero alla colonna 1. Aggiungere 25 µL di 
TVS nelle colonne 2-6, righe A-H. 

 
• Eseguire diluizione a raddoppio in ciascuna delle righe A-H dalle colonne 1-5. Aggiungere 25 

µL di un’appropriata diluizione di antisiero alla colonna 6. (La colonna 6 è il siero di controllo). 
 

• Aggiungere 25 µL di un appropriato antigene alla diluizione di lavoro alle colonne 1-5, righe 
A-H.  Scuotere lievemente la piastra per miscelare i reagenti. 

. 
 

• Aggiungere 25 µL di 3CE50 di CC nei pozzetti 1-6, righe A-H. Scuotere lievemente la piastra 
per miscelare i reagenti ed incubare una notte a +4°C. 
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Preparare inoltre la titolazione inversa dell’antigene e del CC (consultare Fig 7) 
 

• Preparare le concentrazioni 3, 1, ½ CE50 del complemento. 
 
• Titolazione inversa dell’antigene - aggiungere 25 µL di TVS nei pozzetti 7, 8, 9 della riga A. 

Aggiungere 25 µL di antigene alla diluizione di lavoro in tutti e tre i pozzetti. Aggiungere 25 µL 
3CE50 di complemento alla colonna 7, riga A, 25 µL 1CE50 di complemento nella colonna 8, 
riga A e 25 µL ½ CE50 di  complemento nella colonna 9, riga A .  

 

• Titolazione inversa del CC - aggiungere 50 µL di TVS nei pozzetti 10, 11 e 12 della riga A. 
Aggiungere 25 µL 3CE50 di complemento alla colonna 10, riga A, 25 µL 1CE50 di 
complemento alla colonna 11, rIga A e 25 µL ½CE50 di complemento alla colonna 12, riga A. 

 
Al termine dell’incubazione notturna, porre le piastre a +37°C per 30 minuti. Nello stesso tempo, 
incubare a +37°C un volume sufficiente di SE (in bagno termostatico) per 30 minuti (consultare 
Appendice 1). Aggiungere 25 µL di SE a tutti i pozzetti. Incubare a 37°C per 30 minuti e miscelare 
dopo 10, 20 e 30 minuti. Incubare a +4°C per 2 ore. Leggere la piastra. (consultare Fig. 8). 
 
La diluizione ottimale del controllo positivo (antisiero) è quella che determina la completa reazione di 
deviazione del complemento alla maggior diluizione dell’antisiero. 
 
Distribuire l’antisiero, contrassegnare le provette con tutte le indicazioni significative (diluizione d’uso, 
no. di lotto, data di scadenza, data di preparazione e tipo di antigene). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 8: Fotografia delle titolazioni inverse dell’antigene/CC 

 
 

 

Titolazioni inverse del complemento a 3CE50, 1CE50 e ½CE50 in 
presenza di ciascun antigene. 
Le letture attese per ciascun antigene sono 0, 2, 4 

Influenza A 
Influenza B 
Adenovirus 
Clamydia 
QII 
RSV 
Mcoplasma 
Parotite 
Morbillo 
VZV 
HSV 
QI 

   3     1   1/2    3     1   1/2

Cellule di 
controllo 



Reazioni di Deviazione del Complemento 

Virologia I V 18 I Emissione no:3.2 I Data emissione 09.10.13 I Pagina 19 di 28 
 

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

5.2 Screening con RDC 
 
5.2.1 Procedura RDC 
 

La RDC è eseguita nel modo seguente. Gli antigeni utilizzati sono selezionati in funzione dei rilievi 
clinici (consultare Fig. 9):  

 
 Giorno 1 

 
• Preparare e contrassegnare le provette di diluizione per i campioni di siero del paziente. 

Diluire il siero 1/16 aggiungendo 50 µL di siero a 750 µL di TVS in una provetta 
opportunamente identificata, mescolare vigorosamente. Coprire le provette ed inattivare i 
sieri diluiti in bagno termostatico a 56°C per 30 minuti. 

 
• Aggiungere 25 µL di siero inattivato alle righe H, G e C (la riga C contiene il siero di 

controllo). Aggiungere 25 µL di TVS alle righe G-C.  
 

• Diluire a raddoppio il siero dalle righe G-D per ottenere un intervallo di diluizioni da 1/32 a 
1/256 (consultare Fig. 9). 

 
• Aggiungere 25 µL di un appropriato antigene ai pozzetti (diluito con TVS azide – 

consultare Appendice 2),  per la RDC dell’influenza A, aggiungere l’antigene alla colonna 
1, righe H-D. Aggiungere 25 µL di TVS alla riga C al posto dell’antigene. Agitare la piastra 
per miscelare i reattivi. 

 
• Preparare una quantità sufficiente di 3CE50 per tutte le piastre ed aggiungerne 25 µL a 

tutti i pozzetti. Agitare la piastra e miscelare i reagenti. Coprire ed incubare per una notte 
a +4°C. 
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Antigene 
↓ 

Diluizione 
campione 

→ 

1/16
H 

1/32
G 

1/64
F 

1/128
E 

1/256 
D 

S/C 
C 

 
B A 

Influenza A 
 
 

1   

Influenza B 
 
 

2   

Adenovirus 
 
 

3   

Chlamydia 
 
 

4   

Q2 (Coxiella) 
 
 

5   

RSV 
 
 

6   

Mycoplasma 
 
 

7 
 

  

Morbillo 
 
 

8 
 

  

VZ 
 
 

9   

HSV 
 
 

10 
 

  

 
Figura 9: Esempio di maschera per la preparazione di una RDC 
 

Devono essere aggiunti i controlli dell’antisiero standard, dell’antigene e del CC:  
 

• I controlli dell’antisiero sono saggiati utilizzando la stessa procedura presentata nella 
Figura 9. 

 
• I controlli dell’antigene sono preparati aggiungendo 25 µL di TVS alla riga B (consultare 

Fig. 10). Aggiungere 25 µL dell’antigene nei pozzetti appropriati. Agitare la piastra e 
miscelare i reattivi. Aggiungere 25 µL di 3CE50 di CC a tutti i pozzetti ed agitare la 
piastra. 

 
• Il controllo del CC è preparato aggiungendo 25 µL di 3CE50 di CC al pozzetto 10A, 25 µL 

di 1CE50 di CC al pozzetto 11A e 25 µL di ½CE50 di CC al pozzetto 12A.  Aggiungere 50 
µL di TVS a tutti e tre i pozzetti. 

 
• Coprire la piastra ed incubare una notte a +4°C. 

 
• Deve essere aggiunto un volume di (25 µL) di TVS per rimpiazzare qualsiasi componente 

omesso. Pertanto ciascun pozzetto conterrà un volume finale di 4 x 25 µL. 
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Antigene 
 

Titolazione inversa 
antigene 

Titolazione inversa CC 

3CE50 1CE50 1/2CE50 3CE50 
 

1CE50 1/2HD50

Influenza A 1 A B C D E F 

Influenza B 2       

Adenovirus 3       

Chlamydia 4       

Q2 (Coxiella) 5       

VRS 6       

Mycoplasma 7       

Morbillo 8       

VZ 9       

HSV 10       
 
Figura 10: Esempio di maschera per la preparazione della piastra per antisiero, antigene e controllo 
del CC 
 
Preparare il SE (consultare Appendice 1). Saggiare un ugual volume di SE e CC (ad esempio, 50µL 
di SE con 50µL di 3CE50 di CC) incubando a 37°C per 10 minuti per completare la lisi. Se si 
manifesta lisi completa, conservare a 4°C per una notte. 

 
Giorno 2 

 
La procedura per la RDC continua come di seguito specificato: 
 

• Trasferire le piastre per la RDC in un termostato (37°C) per 30 minuti per il riscaldamento. 
Prelevare il SE dal frigorifero ed incubare a 37°C in bagno termostatico per 30 minuti. 

 
• Aggiungere 25µL di SE (accertarsi che sia opportunamente miscelato) a ciascuna pozzetto di 

prova. Agitare le piastre per sospendere di nuovo gli eritrociti e scuoterle gentilmente o porle 
su un agitatore. 

 
• Incubare le piastre a +37°C per 30 minuti, miscelare in modo ottimale i reattivi.  

 
• Trasferire le piastre a +4°C per 2 ore per bloccare la reazione e consentire la sedimentazione 

di tutte le emazie non lisate. Trasferire le piastre sul banco di lavoro per 10 minuti per la 
lettura delle reazioni.  

 
5.2.2 Lettura delle RDC 
 
Giorno 2 
  

• Leggere e registrare i titoli (consultare Fig. 11), trasferire qualsiasi siero da ripetere ed i 
campioni con titoli di screening > di 16 ecc. al modulo di titolazione e processare come sopra 
indicato  
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   Figura 11: Fotografia di RDC di siero acuto e convalescente 
 

•    Il reciproco della diluizione più alta del siero ottenuto con grado di emolisi 2 è considerato 
come titolo del siero. 

 
• I sieri che presentano attività anticomplementare devono essere trattati con siero di cavia 

(consultare Appendice 3). L’attività anticomplementare si presenta con assenza di lisi 
quando solo nei pozzetti di controllo del siero (colonna C) sono presenti siero, CC e SE.  

 
• .I sieri che presentano attività emoagglutinante possono essere trattati con globuli rossi di 

pecora (consultare Appendice 4). 
 
• L’antigene e la titolazione inversa del CC devono presentare lisi completa nel pozzetto con 

3CE50 di CC;  50% di lisi in quello con 1CE50 di CC e assenza di lisi in quello ½CE50 di 
CC (consultare Fig. 8). 

 
• .Gli antisieri di controllo sono diluiti per fornire il titolo atteso nel 3° pozzetto, vale a dire riga 

F (consultare Fig. 12). 
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Punteggio delle reazioni nella RDC 
  

     0  Assenza di cellule rimanenti 
(completa lisi) 

2 appros. 50% di cellule rimanenti 

     tr = appros. 1 -24% di cellule 
rimanenti 

3 appros. 75% di cellule rimanenti 

     1 = appros. (25% di cellule rimanenti) 4 appros. 100% di cellule rimanenti 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Siero 
controllo 

Illustra le variazioni attorno al 
titolo atteso con letture 
nell’intervallo fra 4 e 1  
 
La terza riga (adenovirus) 
evidenzia un moderato potere 
anticomplementare del siero 
con valore di lettura di 1 nel 
siero di controllo 
 
Il siero di controllo del 
morbillo presenta un titolo 
superiore di due volte rispetto 
a quello atteso, mentre il siero 
di controllo VZ è inferiore di 
due rispetto a quello atteso. 
 
 
 
 
 
 
 

     
Figura 12: Fotografia del siero di controllo della RDC 

6 Assicurazione di Qualità  
Deve essere predisposto un sistema per assicurare un’appropriata verifica della qualità interna ed 
esterna ed il mantenimento delle procedure del controllo di qualità20-,21. 

7 Limitazioni21 
 La possibilità di rilevare gli anticorpi nel siero del paziente dipende dall’adozione di appropriate 
procedure nelle diverse fasi del processo, quali: prelievo del campione, trasporto, conservazione, 
metodo di analisi  e dalla disponibilità di adeguate/appropriate informazioni cliniche.  
 

 La procedura(e) di questo documento aiutano a descrivere standard microbiologici di buona qualità 
per specifici tipi di campioni. Possono essere richieste altre procedure ed è essenziale 
l’interpretazione dei risultati da parte di personale qualificato. Prendere nota, per cortesia, che la 
conoscenza delle malattie infettive si aggiorna costantemente e, sebbene questa MSI sia 
regolarmente riveduta,  potrebbe non includere patogeni emergenti.   

8 Procedura di Refertazione 
8.1 Referti 
 
N/D  
 

Influenza A 

Influenza B 

Adenovirus 

Clamydia 

QII 

VRS 

Micoplasma 

Parotite 

Morbillo 

VZV 

HSV 

QI 
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8.2 Tempo di Refertazione 
 
N/D 

9   Notifica alla HPE22,23 o Equivalenti24-27 
Le Norme di Denuncia della Health Protection Agency del 2010 richiedono ai laboratori diagnostici di 
comunicare alla Public Health England (PHE) l’identificazione degli 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 possono essere notificati il più presto possibile oralmente, si 
raccomanda entro 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 Health Protection Team. 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 NHS segnala 
spontaneamente alla HPE gran parte delle diagnosi di laboratorio sostenute da agenti causali e 
molte sezioni della  HPE 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 
HIV & STIs, HCAIs e CJD da includere nel ‘Notification Duties of Registered Medical Practitioners’, e 
non nel ‘Notification Duties of Diagnostic Laboratories’) 

In Scozia24,25, Galles26 e Irlanda del Nord27 sono vigenti altre disposizioni. 
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Appendice 1: Sistema emolitico per RDC  
 
Preparare il sistema emolitico nel modo seguente: 

 
• Lavare i GRP fino ad ottenere un sopranatante limpido (di solito 3 lavaggi). Sospendere di 

nuovo i GRP in circa 10% di TVS. 
 
•     Eseguire l’ematocrito per determinare il volume del sedimento dei globuli rossi – 

centrifugare a 2500rpm per 20 minuti. Portare la concentrazione dei GRP al 4%. Se il 
valore dell’ematocrito è 12, preparare una sospensione al 4% aggiungendo a 4 mL di GRP 
8 mL di TVS. Il volume totale può essere modificato purché la proporzione rimanga la 
stessa, cioè 3+6 ml. 

 
•     Preparare una quantità sufficiente di GRP al 4% per tutte le piastre della RDC (preparare 2 

mL di sistema emolitico totale per ogni piastra). 
 
•  Eseguire una prediluizione 1/10 dell’emolisina anti-emazie di pecora (EAEP). Diluire 

l’EAEP con TVS alla concentrazione riscontrata nella titolazione a scacchiera CC/EAEP 
preparando inoltre un ugual volume di sospensione di GRP al 4%. 

 
• Versare la sospensione di GRP nella diluizione dell’EAEP. Miscelare capovolgendo alcune 

volte i flaconi. Eseguire la prova aggiungendo uguali volumi di ciascun preparato, per 
esempio 300 µL di EAEP a 300 µL di 3CE50 di CC ed incubare per 10 minuti a 37°C. 
Conservare quanto rimasto a 4°C per una notte fino alla fase successiva della prova.  

 

Appendice 2: Tampone Veronal Salino (TVS) 
 
Questo tampone è utilizzato nel corso della prova per mantenere un pH ottimale di 6.8 – 7.4 e 
consentire la completa deviazione del complemento anche alle diluizioni maggiori del siero, quando  
le concentrazioni del calcio e magnesio della soluzione fisiologica possono essere sub-ottimali. In 
questo modo le differenze fra coppie di sieri possono risultare maggiori.   
 
Preparare un concentrato di cinque volte. Conservare a 4°C. Per l’uso, diluire il concentrato 1/5 in 
acqua deionizzata, ad esempio 400 mL di TVS x 5 + 1600 mL di H2O. Dispensare il TVS in bottiglie e  
conservare in frigorifero a +4°C. 
 
Scorta TVS/AZIDE (0.2%) 
 
Aggiungere 0.2 g di Sodio Azide a 100 mL di TVS. Verificare che si sciolga completamente. 
Conservare a 4°C. 
 
Concentrazione di lavoro di TVS/AZIDE  
 
Preparare una diluizione 1/10 della soluzione di scorta di TVS AZIDE 0.2%. Per esempio, preparare 
100 mL di concentrazione di lavoro aggiungendo 10 mL della soluzione di scorta TVS/AZIDE 0,2% a 
90 mL di TVS. Conservare a 4°C. 
 
Scorta di sodio azide (0.2%) 
 
Aggiungere 0.2 g di Sodio azide a 100 ml di acqua deionizzata. Verificare che il Sodio azide sia 
completamente sciolto. Conservare a 4°C. 
 
Concentrazione di lavoro del Sodio azide 
 
Preparare la diluizione 1:10 della soluzione di scorta di Sodio azide 0.2%. Per esempio, approntare 
100 mL di soluzione di lavoro aggiungendo 10 mL di soluzione di scorta 0.2% a 90 mL di acqua 
deionizzata. Conservare a 4°C. 
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Appendice 3: Trattamento anti-complementare dei sieri  
 

• Aggiungere 100 mL di siero del paziente ad un provetta Sarstedt. Aggiungere 25 µL di CC 
(non diluito) ed incubare a +37°C per 30 minuti. 

 
•    Eseguire la diluizione 1/16 della miscela siero/CC con TVS, come per i sieri di routine. 

Inattivare a 56°C per 30 minuti. 
 

•    Processare il campione con la procedura normale della RDC. 
 

Appendice 4: Trattamento dei sieri emoagglutinanti 
 

•     Contrassegnare una provetta di Sarstedt con il numero di identificazione del laboratorio 
 

•     Aggiungere 100 µL di siero del paziente.  
 

•     Aggiungere 25 µL di GRP. 
 

•     Incubare a 4°C per 1 ora. 
 

•     Centrifugare per fare sedimentare i GRP. 
 

•     Approntare la diluizione 1/16 in TVS. 
 
• .   Inattivare a 56°C per 30 minuti. 

 
•     Aggiungere in pozzetti appropriati e processare normalmente. 
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