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1 Informazioni generali

View general information Visualizza informazioni generali relative alle SMI del RU .

2 Informazioni scientifiche

View scientific information Visualizza informazioni scientifiche relative alle SMI del RU.

3 Scopo del documento

Questo documento UK Standards for Microbiology Investigations (UK SMI) descrive
l'identificazione di specie di Streptococcus ed Enterococcus isolate da materiale clinico a livello di
genere o specie mediante metodi fenotipici e molecolari. Sono inclusi anche microrganismi
morfologicamente simili agli streptococchi, che possono essere trovati in campioni clinici.

In considerazione della tassonomia in continua evoluzione di questo gruppo di organismi, i metodi
fenotipici da soli potrebbero non identificare adeguatamente gli organismi a livello di specie.
Questa SMI britannica adotta un approccio semplificato basato sul raggruppamento di organismi
con attributi fenotipici simili (1). Pud essere necessaria un'ulteriore identificazione ove indicato
clinicamente o epidemiologicamente.

Questa SMI del Regno Unito include sia test biochimici che metodi automatizzati per
l'identificazione dei microrganismi. Alcuni test biochimici potrebbero non essere eseguiti di routine
in laboratorio, tranne nei casi in cui € richiesta la conferma con una tecnica alternativa o non sono
disponibili metodi automatizzati.

Questa SMI del Regno Unito dovrebbe essere utilizzata insieme ad altre SMI del Regno Unito
pertinenti

4 Introduzione

4.1 Tassonomia e caratteristiche

I nome del genere Enterococcus, precedentemente chiamato Streptococcus faecalis e
Streptococcus faecium, & stato ripreso nel 1984 quando altri batteri sono stati trasferiti al genere.
Ci sono ora piu di 50 specie riconosciute del genere Enterococcus. Enterococcus faecalis e
Enterococcus faecium sono gli enterococchi pit comuni isolati da infezioni umane(1,2).

I nome del genere Enterococcus, precedentemente chiamato Streptococcus faecalis e
Streptococcus faecium, € stato ripreso nel 1984 quando altri batteri sono stati trasferiti al genere.
Ci sono ora piu di 50 specie riconosciute del genere Enterococcus. Enterococcus faecalis e
Enterococcus faecium sono gli enterococchi pit comuni isolati da infezioni umane(1,2).

Il genere Streptococcus comprende un gran numero di specie commensali e patogene. Con l'aiuto
del recente rapido sviluppo di metodi per la fenotipizzazione microbica e l'identificazione
molecolare, il genere Streptococcus ha subito una significativa espansione e revisione (3).
Attualmente esistono oltre 100 specie riconosciute di Streptococcus, molte delle quali sono
patogene o commensali nell'uomo e negli animali (2,4,5).

Gli streptococchi sono batteri Gram positivi e catalasi negativi che sono anaerobi facoltativi ma
alcuni richiedono CO2 per la crescita. Le cellule sono generalmente a forma di cocco (sferiche o

ovoidali) e disposte in catene e/o coppie. Le cellule non sono mobili e hanno un diametro inferiore
a 2 um. Le endospore non si formano. | carboidrati vengono metabolizzati in modo fermentativo
I'acido lattico & il principale metabolita. Gli streptococchi producono I'enzima leucina
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aminopeptidasi (LAP), che & stato anche chiamato leucina arilamidasi. La temperatura di crescita
varia tra le specie, ma la temperatura ottimale & solitamente di circa 37 ° C (1, 2, 6).

La crescita degli streptococchi su terreni solidi pud essere migliorata con I'aggiunta di sangue,
siero o glucosio. Su agar sangue, le specie mostrano vari gradi di emolisi, che possono essere
utilizzati come primo passo nell'identificazione degli isolati clinici. L'emolisi prodotta da colonie su
agar sangue e il raggruppamento sierologico di Lancefield sono fattori importanti
nell'identificazione presuntiva, tuttavia ci sono molte caratteristiche che si sovrappongono quindi
I'analisi genetica & un metodo piu definitivo per l'identificazione (1,2).

Emolisi su agar sangue:

La crescita degli streptococchi su terreni solidi pud essere migliorata con l'aggiunta di sangue,
siero o glucosio. Su agar sangue, le specie mostrano vari gradi di emolisi, che possono essere
utilizzati come primo passo nell'identificazione degli isolati clinici. L'emolisi prodotta da colonie su
agar sangue e il raggruppamento sierologico di Lancefield sono fattori importanti
nell'identificazione presuntiva, tuttavia ci sono molte caratteristiche che si sovrappongono quindi
I'analisi genetica € un metodo piu definitivo per l'identificazione (1,2).

Raggruppamento di Lancefield

Gli streptococchi -emolitici sono ulteriormente caratterizzati tramite la sierotipizzazione di
Lancefield, che si avvale dell'antigene dei carboidrati gruppo-specifico presente sulla parete
cellulare batterica. Sono noti 20 sierotipi descritti, denominati gruppi di Lancefield da A a V (esclusi
I e J), quelli clinicamente significativi sono A, B, C, D, F e G (gruppo D composto da organismi alfa
emolitici). La sierotipizzazione di Lancefield & utile nell'identificazione di Streptococcus; tuttavia,
dovrebbe essere usata insieme ad altri test per ottenere un'identificazione accurata (7,8). Il
raggruppamento di Lancefield pud essere utilizzato per convalidare i risultati di altri metodi di
identificazione.

Tabella:1 Gruppo e specie di Lancefield(1,6)

Specie Gruppo Lancefield
Streptococcus pyogenes A
Streptococcus agalactiae B
Streptococcus canis G

Streptococcus dysgalactiae subspecies dysgalactiae | C

Streptococcus dysgalactiae subspecies equisimilis C,G Ael
Streptococcus equi subsp. zooepidemicus C
Streptococcus equi subsp. equi C
Streptococcus gruppo anginosus A C FeG

0 non raggruppabile
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Streptococcus gruppo bovis D
Streptococcus suis R, SeT o non raggruppabile
Enterococcus specie D

Altre specie di Streptococcus come S. Pneumoniae e Viridans streptococchi sono classificati come
"Non-Lancefield Streptococchi.

Streptococcus pyogenes

Streptococcus pyogenes o Streptococcus di gruppo A (GAS) sono 3-emolitici e sono una delle
specie di Streptococcus piu virulente, causando infezioni della pelle, faringite, impetigine e altre
malattie invasive (2,6)

Le cellule sono cocchi Gram positivi e sonodisposte in catene. Dopo 18-24 ore di incubazione a
35-37°C su agar sangue le colonie hanno un diametro di circa 0,5-1,0 mm, a forma di cupola, con
una superficie liscia 0 umida, di colore da bianco a grigio e con margini chiari. Alcuni ceppi
possono produrre colonie mucoidi. Il tipo di colonia dipende in gran parte dalle condizioni di
crescita e dalla produzione di acido ialuronico. La crescita & potenziata dall'aggiunta di brodo con
sangue e siero. L'emolisi si osserva meglio coltivando la coltura in condizioni anaerobiche perché
le emolisine sono piu stabili in assenza di ossigeno (1,9).

S. pyogenes non cresce a 10°C, 45°C, in presenza di 6,5% NaCl, a pH 9,6 o in presenza di 40% di
bile(1).

GAS puo essere differenziato da altri streptococchi 3-emolitici (BHS) dalla sensibilita alla
bacitracina e dalla rilevazione dell'enzima pirrolidonil arilamidasi (PYR) (nota anche come
pirrolidonil aminopeptidasi). La sensibilita alla bacitracina & stata utilizzata da molti laboratori come
test di screening presuntivo, ma puo dare risultati falsi positivi con gli streptococchi di gruppo C e
G(8). PYR é risultata piu specifico per l'identificazione di S.pyogenes rispetto alla sensibilita alla
bacitracina. Questo test & positivo per gli streptococchi di gruppo A ed & negativo per la maggior
parte degli altri streptococchi di gruppo di Lancefield, sebbene alcuni ceppi umani dei gruppi C e G
possano essere positivi. Anche gli enterococchi sono PYR positivi (1,10).

Streptococcus dysgalactiae subspecies equisimilisé stato identificato per possedere I'antigene del
gruppo A di Lancefield. E stato scoperto che causa gravi infezioni nell'uomo, quindi & essenziale
differenziare questo microrganismo da S. pyogenes(11).

Streptococcus agalactiae

Streptococcus agalactiae sono cocchi Gram-positivi anaerobi facoltativi, ossidasi negativi, catalasi
negativi, che si presentano in catene. Le cellule sono sferiche o ovoidalie da 0,6 a 1,2 ym di
diametro, piatte, bianco-grigiastre e da traslucide a opache. Alcuni ceppi hanno pigmenti gialli,
arancioni o rosso mattone. Dopo 18-24 ore di incubazione a 35-37°C le colonie tendono ad essere
leggermente piu grandi degli altri streptococchi (circa 1 mm) e hanno una zona di -emolisi meno
distinta, sebbene una percentuale molto piccola di ceppi non sia emolitica. Crescono facilmente su
agar sangue e alcuni ceppi possono crescere su terreni contenenti il 40% di bile(1).

S. agalactiae pud produrre molte malattie, queste possono essere invasive e non invasive.
S. agalactiae € una delle principali cause di infezioni neonatali che si presentano come sepsi e
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polmonite a esordio precoce e meningite e sepsi a esordio tardivo(6). Causa anche aborto settico
spontaneo e sepsi puerperale.

Lo Streptococcus di gruppo A puo essere differenziato da S. agalactiae utilizzando i test CAMP
(Christie, Atkinson, Munch, Peterson), bacitracina, PYR e SXT (sulfametossazolo-trimetoprim). La
reazione CAMP si riferisce alla lisi sinergica degli eritrociti da parte dell'emolisina di
Staphylococcus aureus e del fattore CAMP extracellulare di S. agalactiae(7).

Streptococcus porcinus € un agente patogeno suino che € stato segnalato per reagire in modo
incrociato con i reagenti commerciali dello streptococco di gruppo B quando si utilizzano kit
commerciali. Entrambi gli Streptococcus possono essere differenziati dal test PYR. S. porcinus &
PYR positivo e lo Streptococcus di gruppo B € PYR negativo(12).

Streptococcus halichoeri non € emolitico, originariamente identificato nelle foche, ma ora causa
infezioni zoonotiche nell'uomo. S. halichoeri risulta positivo per I'antigene del gruppo B di
Lancefield ma pud essere identificato mediante il sequenziamento del gene MALDI-TOF MS e 16S
rRNA(13).

Streptococcus dysgalactiae subspecie equisimilis

Streptococcus dysgalactiae sottospecie equisimilis sono grandi colonie (20,5 mm) [3-streptococchi
emolitici. Le cellule sono cocchi Gram-positivi, disposti in catene. Le malattie causate da questi
microrganismi assomigliano alle infezioni causate da S. pyogenes. Altri ceppi di grandi colonie si
trovano principalmente negli animali e causano zoonosi, questi possono essere alfa, beta o non
emolitici. Ad esempio, S. canis provoca infezioni negli animali e occasionalmente nelluomo(14).
Altre specie veterinarie di streptococco di gruppo C strettamente correlate sono Streptococcus
equi subsp. zooepidemicus e Streptococcus equi subsp. equi, & stato riscontrato che entrambe le
specie causano infezioni nellluomo(1,6). Inoltre, Streptococcus dysgalactiae sottospecie
dysgalactiae sono isolati alfa o non emolitici da bovini, ma raramente possono causare infezioni
nelluomo (15,16).

Streptococcus porcinus € un agente patogeno suino che é stato segnalato per rispondere in modo
incrociato con i reagenti commerciali dello streptococco di gruppo B quando si utilizzano kit
commerciali. Entrambi gli Streptococcus possono essere differenziati dal test PYR. S. porcinus &
PYR positivo e lo Streptococcus di gruppo B € PYR negativo(12).

Streptococcus anginosus group:

Streptococcus anginosus, Streptococcus anginosus subspecies whileyi,
Streptococcus constellatus subspecie constellatus, Streptococcus constellatus
subspecie pharyngis, Streptococcus constellatus subspecie viborgensis e
Streptococcus intermedius (in precedenza “Streptococcus milleri” grouppo)l’/

Il gruppo Streptococcus anginosus (SAG) che forma piccole colonie (dimensioni 0,5 mm) &
costituito da 3 specie distanti, S. anginosus, S. constellatus e S. intermedius. La specie S.
constellatus & stata suddivisa nella sottospecie S. constellatus subsp. costellatus, S. costellatus
subsp. pharyngis e S. constellatus subsp. viborgensis. A queste specie appartengono cocchi Gram
positivi, catalasi negativi, immobili, non sporigeni, che si presentano in piccole catene o coppie di
varie lunghezze. Le colonie su agar sangue hanno un diametro compreso tra 0,5 e 2,0 mm,
bianche o traslucide, convesse ebordo continuo. Possono presentare aspetto di emolisi variabili:
o nessuna emolisi dopo 16-24 ore a 35-37°C. Ad esempio, S. constellatus & generalmente [3-
emolitico o non emolitico, mentre S. intermedius & per lo piu hon emolitico o a-emolitico su agar
sangue. La considerazione delle condizioni di incubazione pud essere di qualche valore per
l'identificazione presuntiva del gruppo S. anginosus poiché la crescita € ridotta in condizioni
aerobiche e frequentemente potenziata dall'aggiunta di CO,. Gli organismi di questo gruppo

colonizzano normalmente il tratto respiratorio superiore, I'apparato digerente e l'apparato
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riproduttivo. Gli streptococchi in questo gruppo crescono su terreni contenenti bile sebbene non
siano tolleranti al sale (1,6,18).

L'identificazione di un isolato da un campione clinico come componente di questo gruppo &
potenzialmente clinicamente significativo, a causa della propensione di questo gruppo ad essere
associato a infezioni piogene invasive, come infezioni dei tessuti molli superficiali o profonde e
coinvolgere piu organi(18 ).

Streptococcus anginosus e Streptococcus constellatus sottospecie constellatus possono reagire in
modo incrociato con I'antigene di gruppo A e G di Lancefield. Streptococcus anginosus e
Streptococcus constellatus sottospecie pharyngis possono reagire in modo incrociato con
I'antigene del gruppo C di Lancefield.

Specie Enterococcus

Gli enterococchi sono cocchi Gram positivi anaerobi facoltativi, ma alcune specie sono CO,

dipendenti. Non sono sporigeni. L'attivita emolitica € variabile e per lo piu dipendente dalla specie.
Le specie Enterococcus possono crescere a 45°C, idrolizzare I'esculina in presenza del 40% di
bile e la maggior parte delle specie cresce in presenza di 6,5% di NaCl. Alcuni ceppi possono
essere mobili come Enterococcus casseliflavus e Enterococcus gallinarum. Le cellule sono
ovoidali, possono presentarsi singolarmente, di solito in coppia, o in corte catene di diversa
lunghezza e sono frequentemente allungate nella direzione della catena. La temperatura di
crescita ottimale per la maggior parte delle specie € compresa tra 35 e 37 °C, tuttavia, alcune
specie sono in grado di crescere a 45 °C e a 10°C. Gli enterococchi sono molto resistenti
all'essiccazione. Le colonie dopo 24 ore di incubazione su agar sangue hanno un diametroda 1 a
2 mm, sono di colore crema, grigio o bianco e sono regolari e circolari con superficie liscia. Gli
enterococchi sono ossidasi negativi e fermentano i carboidrati. La maggior parte delle specie é
catalasi negativa, tuttavia & necessario prestare attenzione quando si utilizza sangue contenente
agar perché alcuni ceppi possono produrre una pseudocatalasi. Cid puo essere evitato testando
su MacConkey o altri supporti non contenenti sangue. Sono leucina aminopeptidasi (LAPasi) e
PYR positivi. Gli enterococchi possono crescere e sopravvivere in condizioni difficili, possono
essere trovati nel tratto gastrointestinale di esseri umani e animali, piante, suolo, acqua, ambiente
e prodotti fermentati. Le specie piu comuni sono E. faecalis (specie tipo) ed E. faecium a causa
della sua crescente resistenza agli antibiotici (1,7,19-21).

La maggior parte degli enterococchi possiede I'antigene di gruppo D, sebbene alcuni ceppi
possano reagire in modo incrociato con I'antisiero di gruppo D e G di Lancefield(22).

Gli enterococchi dimostrano resistenza sia intrinseca che acquisita a numerosi antibiotici, come gl
antibiotici B-lattamici, gli aminoglicosidi, la vancomicina e il cloramfenicolo(19).

Gruppo Streptococcus bovis
Gruppo Streptococcus bovis

Il gruppo S. bovis ha subito molti cambiamenti tassonomici a causa di studi di riassociazione DNA-
DNA, risultando in 4 cluster di DNA. |l cluster di DNA | contiene S. bovis e S. equinus; che ora
sono combinati in un'unica specie chiamata S. equinus. |l cluster Il comprende S. gallolyticus, con
tre sottospecie: subsp. galloliticus, subsp. pasteurianus e subsp. macedonicus. Il cluster lll
comprende S. infantarius, con 2 sottospecie: subsp. infantarius e sottospecie coli. Il cluster IV
include S. alactolyticus. | membri del gruppo S. bovis sono emolitici alfa o non emolitici su sangue
in condizioni aerobiche(2,5,6).

Il gruppo S. bovis puo essere differenziato dagli enterococchi per una reazione negativa sia al test
PYR che a quello dell'arginina, mentre gli enterococchi sono generalmente positivi per entrambi.
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Ulteriori test biochimici e di identificazione dovrebbero essere eseguiti per una differenziazione
confermata tra gli organismi del gruppo D di Lancefield (1,7,21).

Queste specie formano piccole colonie, cocchi Gram positivi, catalasi negativi e si presentano in
catene. | membri del gruppo S. bovis sono associati a batteriemia, sepsi ed endocardite. Il gruppo
S. bovis e i ceppi di S. mutans hanno caratteristiche fenotipiche simili come fermentazione del
mannitolo e produzione di glucano. Maggior parte dei ceppi di S. bovis crescono in agar bile-
esculina e non sono in grado di crescere in brodo NaCl al 6,5% (6,23).

Streptococcus suis

Le cellule sono Gram positive, catalasi negative, coccoidi e si presentano singolarmente, in coppia
o (raramente) in catene corte, alcune possono raramente apparire in catene corte. Gli S. suis sono
incapsulati, appaiono come alfa emolitici su agar sangue di pecora, ma alcune specie possono
apparire come (-emolitici su agar sangue di cavallo. Alcuni ceppi sono resistenti alla bile e tutti
sono resistenti all'optochina e PYR negativi. Non crescono a 10 0 45°C, in 6,5% NaCl 0 0,04% in
tellurito. Alcuni ceppi sono in grado di crescere in presenza del 40% di bile e tutti sono in grado di
idrolizzare I'esculina. S. suis € un importante patogeno zoonotico, isolato anche da casi umani di
meningite e batteriemia (1,6,24).

Sulla base dei risultati fenotipici e filogenetici, il riassortimento di S. suis ha portato a nuove specie:
Streptococcus parasuis (ex S. suis sierotipo 20, 22 e 26)(25) e Streptococcus ruminantium (ex S.
suis sierotipo 33)(26).

Streptococcus pneumoniae

Streptococcus pneumoniae (“pneumococchi’) sono Gram positivi, diplococchi o catene di cocchi,
cellule tipicamente lanceolate che si presentano in coppie, che possono essere capsulate. Con
I'invecchiamento delle colonie, la reazione Gram positiva puo trasformarsi in Gram variabile e
alcune cellule possono apparire come Gram negative. Le colonie sono da 1 a 2 mm, appaiono
piccole, grigiastre, mucose, luccicanti e a forma di cupola con un bordo intero dopo 24 ore di
incubazione a 35-37°C. Con l'eta, si verifica I'autolisi e la colonia collassa. Su agar sangue,
I'emolisi a apparira in condizioni aerobiche e B-emolisi in condizioni anaerobiche. S. pneumoniae
puo essere differenziato da altri streptococchi viridans mediante 2 test: sensibilita all'optochina e
solubilita della bile. Gli S. pneumoniae sono generalmente sensibili all'optochina (etilidrocupreina
cloridrato), che consente una rapida identificazione dell'organismo; sebbene sia stata descritta una
resistenza. Gli S. pneumoniae sono anche solubili in soluzione di sali biliari. S. pneumoniae puo
essere identificato anche con metodi sierologici. La "reazione Quellung" (gonfiore capsulare) pud
essere utilizzata per identificare i tipi specifici di S. pneumoniae microscopicamente. Sono
disponibili anche test di agglutinazione commerciali per la rilevazione rapida di antigeni
pneumococcici, ma questi devono essere usati con cautela poiché possono verificarsi reazioni
crociate con i gruppi S. oralis e S. mitis (1,7,27,28).

Streptococchi Viridans

Gli streptococchi viridans comprendono 5 gruppi fenotipici: gruppo S. mutans, gruppo S. salivarius,
gruppo S. anginosus, gruppo S. mitis e gruppo S. bovis. Questi sono cocchi catalasi negativi e
Gram positivi, che appaiono in catene. Sebbene la parola "viridans" o "greening" si riferisca all'a-
emolisi, alcune specie possono essere 3 emolitiche o non emolitiche. La maggior parte degli
streptococchi viridans manca dell'antigene di Lancefield distinto. Questi organismi possono essere
sia flora commensale che patogeni nelluomo. L'identificazione degli streptococchi nei casi di
sospetta endocardite ha un certo valore nella conferma della diagnosi e a fini epidemiologici.
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Alcune specie di streptococchi, come S. sanguinis e S. oralis (ex mitior), possono rappresentare
fino all'80% di tutti i casi di endocardite streptococcica (1,7,29).

Nel sottogruppo Streptococcus mitis, Streptococcus pseudopneumoniae é stato scambiato per S.
pneumoniae ma presenta una serie di caratteristiche che gli consentono di distinguerlo da S.
pneumoniae:

* non é presente una capsula pneumococcica (e quindi non ¢ tipizzabile)
. non & solubile nella bile

+ & sensibile all'optochina quando incubato in aria ambiente, ma sembra resistente o avere una
suscettibilita indeterminata in caso di aumento della CO2

e | testdiibridazione delle sonde di DNA commerciali forniscono falsi positivi (1,30)
Abiotrophia e Granulicatella

Abiotrophia e Granulicatella (precedentemente indicati come streptococchi nutrizionalmente
varianti e simili a streptococchi viridans) sono cocchi Gram-positivi che crescono come colonie
"satellite" attorno ad altri organismi. Specie clinicamente importanti sono A. difettoso, G.
adiacens, G. balaenopterae e G. elegans. Sono catalasi e ossidasi negative, anaerobi
facoltativi, non mobili e non sporulanti. Non si verifica crescita a 10 0 45°C (7,31-33).

Queste specie fanno parte della normale flora del tratto urogenitale e intestinale umano e sono
state isolate da sangue, ascessi, ulcere orali e campioni uretrali. Il riconoscimento di queste
specie € importante per le infezioni profonde (in particolare I'endocardite) per garantire la
terapia antimicrobica piu appropriata. Sono spesso associati a emocolture negative(32,34).

Generi strettamente correlato a Streptococchi
Specie di Aerococcus.

Esistono 7 specie di Aerococcus, di cui 5 patogene e causano sia infezioni del tratto urinario
che infezioni invasive (compresa I'endocardite infettiva) nell'uomo. Questi sono A.
christensenii, A. sanguinicola, A. urinae, A. urinaehominis e A. viridans. Le specie Aerococcus
sono Gram positive, catalasi negative (alcuni ceppi possono dare una debole reazione della
catalasi o pseudocatalasi), ossidasi negative, cocchi non mobili, non sporigeni e anaerobi
facoltativi. Su agar sangue dopo 24 ore di incubazione a 37°C le colonie appaiono piccole (1
mm 0 meno), non pigmentate (occasionalmente produziono pigmento giallo da parte dei ceppi
di A. viridans) e mostrano a emolisi. Tutti i microrganismi possono crescere bene con il 6,5% di
NaCl e A. viridans cresce con il 10% di NaCl. Le specie Aerococcus sono state
precedentemente erroneamente identificate a causa di somiglianze tra stafilococchi,
streptococchi ed enterococchi. Ad esempio, gli aerococchi assomigliano agli streptococchi per
Is morfologia della colonia simile a quella degli streptococchi "viridans" e appaiono con a
emolisi in coltura, ma differiscono a livello microscopico per presentarsi caratteristicamente
come coppie, tetradi o gruppi. Test come PYR, LAP, MALDI TOF MS, 16s rRNA e altri test
convenzionali possono essere utilizzati per differenziare le specie di Aerococcus da altri
organismi. La maggior parte dei ceppi di A. viridans e A. anguinicola presentano una reazione
positiva all'esculina biliare e sono PYR positivi. A. urinae & bile esculina negativo e PYR
negativo. La crescita avviene sia in condizioni aerobiche che anaerobiche (1,35).

I In alcuni sistemi di identificazione commerciale, Helcococcus kunzii pud essere erroneamente
ide ntificato come A. viridans. A. sanguinicola pud anche essere erroneamente identificato
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come A. viridans. Cid rende problematiche le segnalazioni di infezioni causate da A. viridans
quando l'identificazione si basa su questi metodi. La maggior parte degli aerococchi é sensibile
ai B-lattamici e a diversi altri gruppi di antibiotici. Le specie Aerococcus sono sensibili alla
vancomicina sebbene siano state riportate MIC elevate(36)

Specie Facklamia

Esistono 6 specie di cui 4 patogene per I'uomo: F. hominis, F. languida, F. sourekii e F.
ignava. La specie umana piu comune & Facklamia hominis. Le specie Facklamia assomigliano
agli streptococchi "viridans" in coltura. Sono Gram positivi anaerobi facoltativi, catalasi
negativi, ossidasi negativi, LAP positivi, non sporigeni, cocchi non mobili che si presentano
come coppie, gruppi o catene. Le specie Facklamia sono spesso erromramente identificate
come streptococchi viridans, la differenza chiave tra i due mogrorganismi € che le specie
Facklamia sono positive per PYR. Crescono bene in NaCl al 6,5% a 37 °C ma non crescono a
10 o0 45 °C. Facklamia languida non idrolizza l'ippurato ma tutte le altre specie si, e questa &
una caratteristica differenziante tra loro. L'acido non viene prodotto dal glucosio e da altri
zuccheri e il nitrato non viene ridotto (1,37).

Specie Gemella

Attualmente sono presenti 6 specie Gemella: G. haemolysans (specie tipo), G. morbillorum
(ex Streptococcus morbillorum), G. bergeriae, G. sanguinis, G. palaticanis e G. cuniculi. Le
specie Gemella sono a crescita lenta, sono catalasi negative, immobili, non sporigene,
anaerobie facoltative, cocchi Gram variabili, disposti in coppie, tetradi, grappoli e talvolta brevi
catene. Alcuni ceppi si decolorano facilmente alla colorazione di Gram, presentandosi come
Gram negativi. Inoltre, alcuni ceppi possono richiedere condizioni strettamente anaerobiche
per l'isolamento primario e diventare aerotolleranti dopo il trasferimento in terreni di
laboratorio. Sono a-emolitici o non emolitici su agar sangue e assomigliano a colonie di
streptococchi viridans. Le colonie sono piccole e da grigiastre a incolori. Crescono meglio a 35
e 37°C ma non riescono a crescere a 10 0 45°C. Di solito sono PYR e LAP positivi. In alcuni
sistemi di identificazione commerciale, gli streptococchi "viridans" possono essere
erroneamente identificati come specie Gemella (1,37-39).

Specie Globicatella

Esistono 2 specie di Globicatella, ma la specie implicata nelle infezioni umane & G. sanguinis.
Le specie Globicatella crescono su agar sangue al 5% di cavallo o pecora formando piccole
colonie viridans simili a Streptococcus sulla piastra di agar sangue e producono una debole
reazione a-emolitica. Sono Gram positivi (ma a volte si colorano in Gram negativi), non mobili,
non sporigeni, anaerobi facoltativi, catalasi negativi, cocchi che si presentano singolarmente,
in coppia o in corte catenelle. La crescita avviene in brodo contenente il 6,5% di NaCl. Non
riescono a crescere a 10 0 45°C. Le specie Globicatella possono essere distinte dagli
aerococchi per morfologia cellulare. Gli aerococchi formano coppie e tetradi mentre le specie
Globicatella formano brevi catene di cocchi (1,40).

Specie Helcococcus
Esistono attualmente 6 specie di Helcococcus: Helcococcus kunzii (specie tipo), H. pyogenes,
H. ovis, H. sueciensis. H. seattlensis e H. massiliensis(41,42).

Le specie Helcococcus sono cocchi Gram positivi che sono catalasi negativi, non mobili e
anaerobi facoltativi. Sono disposti in gruppi o coppie irregolari, tetradi e grappoli e formano
piccole colonie puntiformi non emolitiche su agar sangue dopo 48 ore di incubazione a 35 e
37°C. Sono a crescita lenta e appaiono come streptococchi viridans su piastra di agar sangue
e possono essere difficili da coltivare su un terreno non contenente sangue, il che suggerisce
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che questa specie ¢ lipofila. Di solito non sono emolitici. Questo li differenzia dagli aerococchi
che formano colonie piu grandi circondate da un'ampia zona di a emolisi dopo l'incubazione.
L'acido € prodotto, ma non il gas, dal glucosio e da altri zuccheri. Non c'é crescita sull'agar
bile-esculina. Queste specie sono sensibili alla vancomicina. H. kunzii produce minuscole
colonie grigie, non emolitiche; la crescita & stimolata dall'aggiunta di siero o Tween 80 al
terreno di base. In alcuni sistemi di identificazione commerciale, Aerococcus viridans puo
essere erroneamente identificato come Helcococcus kunzii, entrambi possono essere
differenziati in base alla dimensione della colonia e all'emolisi (1,39,43).

Specie Lactococcus

Le specie Lactococcus sono fisiologicamente simili alle specie Enterococcus e sono state
erroneamente identificate a causa delle caratteristiche simili sia agli streptococchi che agli
enterococchi. Sono cocchi Gram-positivi anaerobi facoltativi, 0 non emolitici, catalasi negativi,
non mobili che si presentano singolarmente, in coppia o in catene, le colonie sono piccole, da
traslucide a biancastre. Sono ospiti di animali e piante e prodotti derivati. Raramente sono
stati isolate da casi umani del tratto urinario, infezioni di ferite e da pazienti con endocardite.
La crescita avviene tra 10 e 40°C ma non a 45°C (1,39).

Specie Leuconostoc

Le specie Leuconostoc sono cocchi lenticolari Gram-positivi che si presentano in coppie e
catene e sono caratteristicamente resistenti alla vancomicina e producono CO2 dal glucosio.
Sono catalasi negative, non mobili e le colonie sono spesso a-emolitiche su agar sangue.
Sono anaerobe facoltativi e possono essere confuse con gli enterococchi perché la maggior
parte delle specie Leuconostoc sono bile esculina positive e alcune possono cross-reagire con
gli antisieri del gruppo D. La temperatura ottimale di crescita & compresa tra 20 e 30°C, ma la
crescita puo avvenire a 5°C. Le specie Leuconostoc sono state coinvolte in una varieta di
infezioni opportunistiche come meningite e batteriemia (1,39).

Specie Pediococcus

Le specie Pediococcus possono assomigliare agli streptococchi viridans in coltura, ma
microscopicamente sono simili agli stafilococchi. Sono cocchi Gram-positivi che compaiono in
coppie, gruppi e tetradi e sono intrinsecamente resistenti alla vancomicina e moderatamente
sensibili agli agenti antimicrobici - lattamici. Sono anaerobi facoltativi e catalasi negativi. Tutti
i ceppi non sono mobili e appaiono come non emolitici o a-emolitici su piastra di agar sangue.
La temperatura di crescita ottimale & compresa tra 25 e 35 °C, ma dipende dalla specie. Sono
leucina aminopeptidasi positivi, che li distingue dalle specie Leuconostoc. Possono essere
confusi con gli enterococchi perché sono bile esculina positivi e cross-reagiscono con gli
antisieri del gruppo D (1,39,44).

Specie Vagococcus

Le specie Vagococcus sono Gram positive, non sporigene, non pigmentate, catalasi negative,
ossidasi negative e anaerobie facoltative. Le cellule sono cocchi o di forma ovale che si
presentano singolarmente, in coppia o in catene. La maggior parte dei ceppi cresce a 10°C
ma non a 45°C. La maggior parte dei ceppi & mobile. La specie tipo & Vagococcus fluvialis
che sembra reagire con gli antisieri del gruppo N di Lancefield. Inoltre, alcuni isolati possono
dare una debole reazione con I'antisiero di gruppo D di Lancefield e possono essere confuse
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con alcuni enterococchi. | Vagococcus sono isolati da fonti diverse, principalmente da prodotti e
habitat animali o correlati agli animali e molto raramente da campioni clinici umani (1,45).

Principi d’identificazione

Gli isolati dalla coltura primaria sono identificati dall'aspetto delle colonie, dalla colorazione di
Gram, dal tipo e dall'aspetto di emolisi, dal raggruppamento di Lancefield e dalle divisioni
fisiologiche come la divisione piogenica che include S. pyogenes. Un'ulteriore identificazione pud
essere possibile mediante l'uso di test biochimici utilizzando kit disponibili in commercio e test
fisiologici per distinguere tra le specie.

In alcuni casi, sulla base della morfologia delle colonie, dei dettagli clinici e dell'esperienza
dell'operatore, pud essere possibile omettere le prime fasi di identificazione (come la colorazione
di Gram e la catalasi) e procedere ad altri test. Tutti i test di identificazione dovrebbero idealmente
essere eseguiti da agar non selettivo.

Se l'identificazione primaria non fornisce un'identificazione sufficiente per la gestione clinica, &
possibile ottenere un'identificazione completa utilizzando un sistema di identificazione
commerciale come MALDI-TOF MS e metodi basati su NAAT, insieme ai risultati dei test di
sensibilita.

Un'attenta considerazione dovrebbe essere data agli isolati che danno un'identificazione insolita.

Se e richiesta la conferma dell'identificazione, gli isolati devono essere inviati a un laboratorio di
riferimento dove & disponibile un servizio di identificazione tassonomica per streptococchi e altri
generi correlati Gram positivi e catalasi negativi

5 Informazione tecnica e limutazioni

5.1 Commercial identification systems

Alcuni kit commerciali possono dare risultati inaffidabili con l'identificazione di streptococchi
a~emolitici. C'€ anche una scarsa discriminazione tra S. pneumoniae e il gruppo S. mitis in quanto
geneticamente inseparabili, per cui le specie Streptococcus mitis/oralis possono essere
erroneamente identificate come S. pneumoniae(46).

Le specie appartenenti ai gruppi S. mitis e S. sanguinis, spesso considerate come un unico
gruppo, sono difficili da differenziare e possono dare risultati discordanti a causa della scarsa
qualita di alcuni sistemi di identificazione utilizzati.

E stato riportato che lo Streptococcus porcinus, un agente patogeno dei suini, reagisce in modo
incrociato con i reagenti commerciali dello streptococco di gruppo B quando si utilizzano kit
commerciali.

E stato riportato che lo Streptococcus porcinus, un agente patogeno suino, reagisce in modo
incrociato con i reagenti commerciali dello streptococco di gruppo B quando si utilizza un kit
commerciale

5.2 Matrix Assisted Laser Desorption lonisation Time-of-
Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS)

| sistemi di identificazione batterica basati su MALDI-TOF MS hanno limitazioni con diverse specie
di streptococchi, inclusa la distinzione di Streptococcus pneumoniae da altri membri del gruppo
Streptococcus mitis; tuttavia, la combinazione del test di solubilita della bile con i risultati degli
spettri MALDI-TOF pud fornire un'identificazione accurata di S. pneumoniae (47). Fare riferimento
a UK SMI TP 40 — Matrix-assisted laser desorption/ionisation - time of flight mass spectrometry
(MALDI-TOF MS) test procedure per ulteriori informazioni sulle limitazioni tecniche.
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5.3 Test della catalasi

A volte le specie Aerococcus e Enterococcus producono una debole reazione della catalasi o
pseudocatalasi, che puo essere evitata testando MacConkey o altri terreni non contenenti sangue.

6 Considerazioni sulla sicurezza

Microrganismi del gruppo di rischio 2.

View current guidance Visualizza le linee guida attuali sulla manipolazione sicura di tutti i
microrganismi documentati nella sezione sulle considerazioni sulla sicurezza delle informazioni
scientifiche SMI del Regno Unito.

| dispositivi di protezione individuale (DPI) appropriati e le tecniche progettate per ridurre al minimo
I'esposizione degli operatori di laboratorio devono essere indossati e rispettati in ogni momento.

Le procedure di laboratorio che danno luogo ad aerosol infettivi devono essere condotte in cabina
microbiologica di sicurezza.

| datori di lavoro dovrebbero garantire che il personale in stato di gravidanza,
immunocompromesso o immunodepresso non possa svolgere lavori con questi microrganismi
altamente infettivi o maneggiare isolati per l'identificazione di questi microrganismi e, in alcune
situazioni, essere limitato a un laboratorio a basso rischio(48).

Sono state segnalate infezioni acquisite in laboratorio.

La guida di cui sopra dovrebbe essere integrata con COSHH locale e valutazioni del rischio
specifiche per attivita. Il rispetto delle normative sugli imballaggi postali e di trasporto € essenziale
(49-70).

7  Microrganismi bersaglio

7.1 Specie di Streptococcus segnalate per aver causato

I'infezione umana

| seguenti streptococchi sono causa di infezioni nelluomo (1,5,39). Da rilevare che questa non &
una lista esaustiva:

Streptococcus pyogenes

Streptococcus agalactiae

Streptococcus dysgalactiae subspecies equisimilis
Streptococcus equi subspecies zooepidemicus
Streptococcus equi subsp. equi

Streptococcus bovis group: S. gallolyticus subspecies. gallolyticus, S. infantarius, con 2
subspecies: subsp. infantarius and subspecies coli. Streptococcus lutetiensis Streptococcus
pasteurianus

Streptococchi “viridans”

Questi sono divisi in 5 sottogruppi. Sono i seguenti:
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Streptococcus anginosus group

Streptococcus constellatus subspecies constellatus, Streptococcus constellatus subspecies
pharyngis, Streptococcus intermedius

Streptococcus mutans group - Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus

Streptococcus mitis group - Streptococcus mitis, Streptococcus oralis, Streptococcus sanguinis,
Streptococcus gordonii, Streptococcus parasanguinis, Streptococcus cristatus, Streptococcus
pneumoniae*, Streptococcus peroris, Streptococcus oligofermentans, Streptococcus australis,
Streptococcus infantis, Streptococcus sinensis

Streptococcus salivarius group - Streptococcus salivarius, Streptococcus vestibularis
Streptococcus suis

Abiotrophia and Granulicatella - Granulicatella adjacens, Granulicatella elegans, Granulicatella
balaenopterae and Abiotrophia defectiva.

*Taxonomically, this is shown to be within the mitis cluster but could be separated from all other
species.

7.2 Specie Enterococcus segnalate per aver causato
I'infezione umana

Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Enterococcus casseliflavus, Enterococcus dispar,
Enterococcus durans, Enterococcus flavescens, Enterococcus gallinarum, Enterococcus raffinosus

7.3 Altri generi segnalati per aver causato infezioni umane

Aerococcus species, specie Facklamia , specie Gemella , specie Globicatella , specie
Helcococcus , specie Lactococcus, specie Leuconostoc, specie Pediococcus e specie
Vagococcus

8 Identificazione

8.1 Aspetto microscopico

Colorazione Gram (TP 39 — Staining Procedures)

Le specie Streptococcus, Enterococcus e Lactococcus sono cellule Gram positive, rotonde o
ovoidali che si presentano in coppie, catene corte o lunghe o talvolta in gruppi.

Gli Streptococcus pneumoniae sono cellule Gram positive, lanceolate, che si presentano in coppia,
spesso con una capsula visibile.

Le specie Aerococcus, Pediococcus, Facklamia e Helcococcus sono cocchi Gram-positivi in
grappolo o tetradi.

Le specie Gemella, Leuconostoc e Vagococcus sono cocchi Gram-positivi che si presentano in
coppie, grappoli e corte catenelle (la Gemella pud essere facilmente decolorate)
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8.2 Terreni di primo isolamento

Agar sangue incubato in CO2 dal 5 al 10% a 35-37°C per 16-24 ore, o in anaerobiosi a 35-37°C
per 16-24 ore per i tamponi faringei B 9 — Investigation of Throat Swabs).

Agar Staph/Strep incubato in aerobiosi a 35-37°C per 16-48 ore.
Agar CLED incubato in aerobiosi a 35-37°C per 16-24 ore.

8.3 Colonial appearance

Microrganismo

Emolysi Caratteristiche di crescita su agar sangue
“gruppo!,

streptococci B-haemolytic | B Aspetto diverso della colonia: vedere tutti i dettagli nella

sezione 4.1
S. anginosus a,B 0 non Le co[onle sono piccole ( 0,5'mrr]), Iem“oI|3| e varlat?'lle
Alcuni ceppi hanno una colonia bianca "ammassata
Le colonie sono piu grandi di quelle degli streptococchi, di
Enterococci o, or non solito da 1 a 2 mm, con aspetto umido. L'emolisi &
variabile.
Gruppo S. bovis group o 0 hon Le colonie sono piccole 1Tmm, non-pigmentate.
Le colonie sono da 1 a 2 mm, piccole, crema, grigie o
. bianche e possono apparire come colonie "disegnatrici"?.
S. pneumoniae a " . . .
Dopo l'incubazione anaerobica le colonie possono essere
piu grandi e mucose..
e Colonies are tiny, non-pigmented, grey, smooth or matte
Streptococchi “viridans” non b ’ ’ ’
P aono 0.5 to 1.0mm, entire edged.
Abiotrophia e o, OF NON Le colonie sono piccole ([10,5 mm), richiedono piridossale
Granulicatella o cisteina per la crescita..
Specie Aerococcus a Simile a streptococci “viridans”.
Facklamia species o, 0Or non Simile a streptococci “viridans”.
Gemella species o or non Simile a streptococci “viridans”.
Specie Globicatella o Simile a specie Aerococcus.
Specie Helcococcus non Simile a streptococci “viridans”.
Specie Lactococcus o 0 non Simile a enterococci.
Specie Leuconostoc o 0 non Simile a streptococci “viridans”.
Specie Pediococcus o0 hon Simile a streptococci “viridans”.

8.4 Procedure dei test
8.4.1 Test biochimici

Per la caratterizzazione degli streptococchi € disponibile un'ampia gamma di test biochimici, alcuni
dei piu comuni sono elencati di seguito. | kit di identificazione dei test disponibili in commercio
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progettati specificamente per gli streptococchi sono stati sviluppati per includere la fermentazione
dei carboidrati e altri test biochimici tradizionali, tuttavia questi kit potrebbero non identificare
specie piu recentemente riconosciute (1).

Catalase test (TP 8 — Catalase Test)

Streptococchi e organismi morfologicamente simili sono generalmente catalasi negativi.Le specie
Enterococcus sono catalasi negative, ma alcuni ceppi rivelano attivita pseudocatalasi se coltivati
su terreni agar contenenti sangue

Test di idrolisi dell'esculina biliare (TP 2 — Aesculin Hydrolysis Test)

Enterococchi, streptococchi di gruppo D di Lancefield e Lactococchi idrolizzano I'esculina in
presenza del 40% di bile, altri streptococchi no.

Alcuni ceppi di specie Aerococcus e Leuconostoc possono idrolizzare I'esculina
Some strains of Aerococcus and Leuconostoc species can hydrolyse aesculin.
Sensibilita al test dell’Optochin sensitivity test (TP_25 — Optochin Test)

S. pneumoniae & solitamente sensibile all'optochina, altri streptococchi ed enterococchi sono
solitamente resistenti

Ceppi occasionali di S. oralis, S. mitis e S. pseudopneumoniae sono sensibili all'optochina..
Pyrrolidonyl arylamidase /PYR-aminopeptidase (PYR)

Enterococchi e S. pyogenes sono positivi; Il gruppo S. bovis e il gruppo S. anginosus sono
negativi(10).

Bile solubility test (opzionale) (TP_5 — Bile Solubility Test)

S. pneumoniae & solubile nel 10% di sali biliari, S. pseudopneumoniae & parzialmente
solubile e altri streptococchi a-emolitici sono insolubili..

Test della bacitracina

Test di sensibilita utilizzato per differenrenziare lo Streptococcus p-haemolytico.

8.4.2 Raggruppamento di streptococchi (kit di identificazione
commerciale)

Istituito da Lancefield nel 1933 ha scoperto che la maggior parte degli streptococchi patogeni
possiede antigeni carboidrati specifici, che consentono la classificazione degli streptococchi in
gruppi. Questi antigeni del gruppo streptococcico possono essere estratti dalle cellule utilizzando
I'acido, la formammide o il metodo enzimatico (71-73). L'uso di una procedura di estrazione
enzimatica riduce notevolmente il tempo necessario per I'estrazione dell'antigene e migliora
notevolmente la resa dell'antigene, in parte per gli streptococchi di gruppo D

Piu recentemente sono disponibili kit commerciali per il raggruppamento di streptococchi basati
sull'agglutinazione al lattice per la diagnosi di routine. La reazione positiva & visualizzata
dall'aggregazione delle particelle. | laboratori devono seguire le istruzioni del produttore e i test
rapidi e i kit devono essere convalidati e dimostrati idonei allo scopo prima dell'uso (1).

8.4.3 Rilevazione diretta dell'antigene di S. pyogenes
| test di rilevamento rapido dell'antigene possono essere utilizzati in ambito clinico per il
rilevamento di S. pyogenes in pazienti con mal di gola. Questi test sono facili da usare, a basso

Identification | ID 4 | Issue number: 4 | Issue date: 22 September 21 | Page: 18 of 31
UK Standards for Microbiology Investigations | Issued by the Standards Unit, Public Health England


https://www.gov.uk/government/collections/standards-for-microbiology-investigations-smi#test-procedures
https://www.gov.uk/government/collections/standards-for-microbiology-investigations-smi#test-procedures
https://www.gov.uk/government/collections/standards-for-microbiology-investigations-smi#test-procedures
https://www.gov.uk/government/collections/standards-for-microbiology-investigations-smi#test-procedures

Identificazione di specie Streptococcus, specie Enterococcus e microrganismi morfologicamente simili

costo e migliorano i tempi di risposta con un'elevata specificita ma variano in termini di sensibilita.
A causa della bassa sensibilita, € buona norma confermare i risultati negativi del test dell'antigene
diretto con la coltura, specialmente nei bambini e negli adolescenti. In alternativa, i metodi di
amplificazione del DNA per il rilevamento diretto sono molto piu sensibili del rilevamento
dell'antigene (6,74)

8.4.4 MALDI-TOF MS

MALDI-TOF MS & uno strumento di identificazione semplice, rapido, accurato e altamente
affidabile per la caratterizzazione di una collezione diversificata di agenti patogeni. Combina i
vantaggi dei saggi fenotipici con la rapidita e I'accuratezza dei saggi molecolari. Negli ultimi anni
questa tecnica é stata sempre piu utilizzata dai laboratori diagnostici per la sua elevata
riproducibilita, velocita e sensibilita di analisi e tempi di risposta migliorati rispetto ai metodi
fenotipici e ad altri metodi commerciali (75).

MALDI-TOF MS é stato sviluppato e convalidato per determinare specie e linee di cocchi Gram-
positivi clinicamente rilevanti: specie Streptococcus, Aerococcus e Enterococcus. Una limitazione
di MALDI-TOF MS é che non pu0 distinguere facilmente tra specie strettamente correlate come
Streptococcus pneuomoniae da altri membri del gruppo Streptococcus mitis. E difficile
differenziare tra gli streptococchi del gruppo viridans e tra Streptococcus dysgalactiae, S.
pyogenes e S. canis. Tuttavia, la cura dei database MALDI-TOF MS continua a migliorare
I'identificazione (28,76,77). MALDI TOF MS & una tecnica di identificazione efficace per le specie
di enterococchi rispetto ad altri metodi automatizzati che sono meno efficienti nel rilevare specie di
Enterococcus non faecalis e non faecium(20). Questo metodo & stato utilizzato anche per
l'identificazione di aerococchi a livello di specie, tuttavia, I'accuratezza di MALDI-TOF MS
nell'identificazione di specie batteriche non comuni nei campioni clinici, come gli aerococchi, deve
essere ulteriormente valutata (78).

8.4.5 Test di amplificazione degli acidi nucleici (NAAT)

I NAAT basati su PCR in tempo reale sono test rapidi e affidabili per l'identificazione delle specie
Streptococcus ed Enterococcus. Per le specie Streptococcus, ci sono varie PCR per i diversi
gruppi e i loro geni bersaglio e, a seconda dei dettagli clinici, dovrebbe essere eseguita la PCR
appropriata. Sono stati sviluppati diversi NAAT per l'identificazione di S. agalactiae, che possono
essere eseguiti dopo l'arricchimento della coltura o direttamente su campioni clinici (79). Sono
state inoltre sviluppate PCR in tempo reale per l'identificazione di S. pneumoniae da colture isolate
e campioni di siero (6,80).

La PCR é stata utilizzata anche per il rilevamento simultaneo di genotipi di resistenza ai
glicopeptidi e l'identificazione a livello di specie di enterococchi clinicamente rilevanti
(Enterococcus faecium, E. faecalis, E. gallinarum ed E. casseliflavus) (81). Inoltre, sono stati
sviluppati anche metodi basati sulla PCR per migliorare l'individuazione e la sorveglianza degli
enterococchi resistenti alla vancomicina (VRE), che sono gravi patogeni nosocomiali legati a
mortalita e costi elevati; tuttavia, la sensibilita e la specificita possono variare(82).

8.5 Ulteriore identificazione e tipizzazione

Dopo le caratteristiche di crescita, morfologia delle colonie, test della catalasi, colorazione di Gram
della coltura, risultati sierologici e risultati di identificazione biochimica, se & necessaria un'ulteriore
identificazione, inviare l'isolato al laboratorio di riferimento.

Identification | ID 4 | Issue number: 4 | Issue date: 22 September 21 | Page: 19 of 31
UK Standards for Microbiology Investigations | Issued by the Standards Unit, Public Health England



Identificazione di specie Streptococcus, specie Enterococcus e microrganismi morfologicamente simili

Sono stati sviluppati vari metodi di tipizzazione per isolati da campioni clinici; questi includono
tecniche molecolari come I'elettroforesi su gel in campo pulsato (PFGE), il sequenziamento del
gene dellrRNA 16S, l'analisi della sequenza del gene atpA e la tipizzazione della sequenza
multilocus (MLST). Tutti questi approcci consentono la sottotipizzazione di ceppi non correlati, ma
lo fanno con diversi livelli di accuratezza, potere discriminatorio 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.

Elettroforesi su gel in campo pulsate (PFGE)

La Il PFGE era un metodo di tipizzazione molecolare epidemiologica riproducibile, discriminatoria
ed efficace per identificare e classificare streptococchi ed enterococchi in sottotipi(83). La PFGE &
risultata superiore per l'interpretazione delle relazioni tra ceppi tra gli enterococchi, ma non ha
prodotto bande di DNA discriminanti specie-specifiche(84). A causa della sua natura dispendiosa
in termini di tempo (30 ore o piu per I'esecuzione) e della necessita di attrezzature speciali, la
PFGE non &€ ampiamente utilizzato al di fuori dei laboratori di riferimento.

Tipizzazione Multi-locus sequence typing (MLST)

La tipizzazione in sequenza multi-locus (MLST) & una procedura di tipizzazione basata su
sequenza robusta e non ambigua per caratterizzare isolati di specie batteriche utilizzando le
sequenze di frammenti interni di (solitamente) 7 geni house-keeping(85).

Uno dei principali vantaggi dell'MLST, rispetto alla maggior parte delle procedure di tipizzazione, &
che i dati di sequenza sono univoci e lo scambio di dati pud essere facilmente confrontato tra
diversi laboratori via Internet. E possibile accedere a database e strumenti basati sul web adeguati
su PubMLST, che contengono schemi PubMLST per molte specie di streptococchi ed
enterococchi come S. pyogenes (86), S. pneumoniae (87) ed E. faecalis (88).

Sequenziamento dell’intero genoma (WGS)

Questa tecnica determina la sequenza completa del DNA del genoma di un organismo in una sola
volta. Il WGS sta diventando una tecnica ampiamente utilizzata nella ricerca, nella diagnostica
clinica e nei laboratori di sanita pubblica. Esistono diverse tecniche ad alto rendimento che sono
disponibili e utilizzate per sequenziare un intero genoma come il pirosequenziamento, la
tecnologia dei nanopori e la tecnologia di sequenziamento per sintesi (SBS).

WGS & uno strumento di genotipizzazione rapido, conveniente e accurato che fornisce
informazioni sul rilevamento, l'identificazione, la tipizzazione epidemiologica e la suscettibilita ai
farmaci dei patogeni. Il WGS é stato utilizzato nello studio di cluster ospedalieri di infezione
invasiva da Streptococcus agalactiae di gruppo B nel Regno Unito e in Irlanda (89). Inoltre, il
sequenziamento completo del genoma di agenti patogeni come S. pyogenes fornisce preziosi
riferimenti tassonomici e genomici per la diagnostica delle malattie infettive, nonché riferimenti per
studi e applicazioni futuri all'interno del genere Streptococcus(90). Anche specie di Enterococcus
come E. faecium sono state studiate utilizzando il WGS per tracciare gli eventi di trasmissione tra
pazienti nei reparti ospedalieri e tra ospedali (91).

Sequenziamento

Latipizzazione emm basata sul sequenziamento mediante l'uso di oligonucleotidi che prendono
di mira il terminale N del gene codificante della proteina M & il metodo piu pratico di tipizzazione
del gruppo A perché il gene che codifica per la proteina M dello Streptococcus di gruppo A

Identification | ID 4 | Issue number: 4 | Issue date: 22 September 21 | Page: 20 of 31
UK Standards for Microbiology Investigations | Issued by the Standards Unit, Public Health England


https://pubmlst.org/

Identificazione di specie Streptococcus, specie Enterococcus e microrganismi morfologicamente simili

contiene una regione ipervariabile soggetta a molti polimorfismi a singolo nucleotide, che serve
come base per la tipizzazione emm degli isolati di S. pyogenes(92).

L'analisi della sequenza genica atpA viene utilizzata per differenziare tutte le specie di
Enterococcus attualmente note sulla base delle loro sequenze atpA e il gene 16S rRNA & molto
utile per discriminare i principali gruppi di enterococchi, ad esempio E. avium, E. casseliflavus, E.
cecorum, E. faecalis e gruppi di specie E. faecium; ma non riesce a discriminare una specie
strettamente correlata, inclusi i membri dei gruppi di specie E. faecalis ed E. faecium. Le specie
Streptococcus non sono facilmente identificabili mediante il sequenziamento del gene dellrRNA
16S (84,93).

8.6 Conservazione e invio

Se necessario, eseguire una subcoltura dell'isolato puro su un becco di agar sangue per l'invio al
laboratorio di riferimento

9 Reporting

9.1 Specialista per infezioni

Informare lo specialista perle infezioni di tutte le colture presunte e confermate di specie
Streptococcus ed Enterococcus e di microrganismi morfologicamente simili isolati da campioni
provenienti da sedi normalmente sterili.

A causa del potenziale invasivo della malattia e dello sviluppo di sequele immunologicamente
mediate o mediate da tossine, "nuovi" isolati probabilii di Streptococcus pyogenes dovrebbero
essere portati all'attenzione dello specialista per le infezione in conformita con i protocolli locali,
insieme a "grandi colonie ” isolati che possiedono antigeni di gruppo C o G di Lancefield.

Alcune condizioni cliniche devono essere notificate allo specialista per le infezioni associate al
laboratorio. In genere, quando la richiesta contiene informazioni pertinenti o aggiuntive che
suggeriscono un'infezione streptococcica invasiva o grave come:

* Fenomeni mediati da tossine (Sindrome da Shock Tossico o Scarlattina)
* Fascite 0 miosite (necrotizzante), sepsi puerperale
* endocardite

* indagine su possibili focolai o apparenti infezioni crociate all'interno di un ospedale o di
un'altra istituzione

* modelli insoliti di resistenza antimicrobica, tra cui la vancomicina o altre specie di
Enterococcus resistenti ai glicopeptidi e S. pneumoniae resistente alla penicillina

Secondo i protocolli locali, lo specialista in infezione deve essere informato degli isolati di
streptococchi B-emolitici di Lancefield Gruppo B quando:

*| la paziente & gravida,, subito dopo il parto
* neonato

Seguire i protocolli locali per la segnalazione ai medici dei pazienti
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9.2 lIdentificazione preliminare

L'identificazione presuntiva pud essere effettuata se appropriate caratteristiche di crescita, aspetto
delle colonie, colorazione di Gram della coltura; catalasi e risultati sierologici sono dimostrati

9.3 Conferma dell’identificazione

La conferma dell'identificazione e la tipizzazione epidemiologica per Streptococcus pneumoniae
sono effettuate dalla Respiratory and Vaccine Preventable Bacteria Reference Unit (RVPBRU)
PHE Colindale

La conferma dell'identificazione e la tipizzazione epidemiologica per GAS, GBS, streptococchi di
gruppo G e streptococchi di gruppo C sono effettuati dalla Sezione di riferimento per
Staphylococcus and Streptococcus (SSRS) AMRHAI, PHE Colindale.

9.4 Health Protection Team (HPT)

Fare riferimento agli accordi locali nelle amministrazioni

9.5 Public Health England

Fare riferimento alle attuali linee guida sulla segnalazione SGSS(94).

9.6 Infection prevention and control team

Il gruppo di controllo delle infezioni ospedaliere deve essere informato degli streptococchi di
gruppo A, delle specie Enterococcus resistenti ai glicopeptidi e degli pneumococchi resistenti alla
penicillina isolati dai pazienti ricoverati in conformita con i protocolli locali. Dovrebbe essere presa
in considerazione la possibilita di informare il personale addetto al controllo delle infezioni di tali
isolati da pazienti attualmente nella comunita (comprese le case di cura) in conformita con le
disposizioni locali, in particolare se si sospetta una trasmissione incrociata
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10 Invio ai laboratori di riferimento

Tutti i GAS, GBS, streptococchi di gruppo G e streptococchi di gruppo C da malattia invasiva
devono essere inviati alla sorveglianza. Dovrebbero essere segnalati anche quelli provenienti da
infezioni superficiali associate a un controllo delle infezioni o un'indagine a grappolo. Si prega di
informare il laboratorio di riferimento dei dettagli dell'indagine.

Per informazioni sui test offerti, i tempi di consegna, la procedura di trasporto e gli altri requisiti del
laboratorio di riferimento consultare la Specialist and reference microbiology: laboratory tests and
services page su GOV.UK per manuali utente e moduli di richiesta

I microrganismi con resistenza insolita o inaspettata, o associati a un problema di laboratorio o
clinico, o un'anomalia che richiede indagini devono essere inviati al laboratorio di riferimento
appropriato.

Contattare il laboratorio nazionale di riferimento decentrato appropriato per informazioni sui test
disponibili, tempi di consegna, procedura di trasporto e qualsiasi altro requisito per 'invio del
campione:

Sezione di riferimento per Staphylococcus e Streptococcus Reference

Section

Antimicrobial Resistance and Healthcare Associated Infections Reference Unit (AMRHAI)
National Infection Service

Public Health England

61 Colindale Avenue

London

NW9 5EQ

Enterococchi

Antimicrobial Resistance and Healthcare Associated Infections Reference Unit
(AMRHAI)

Microbiology Services

Public Health England

61 Colindale Avenue

London

NW9 5EQ

England and Wales

Scotland

Northern Ireland
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Appendice 1: Identificazione di specie Streptococcus, specie Enterococcus e

microrganismi morfologicamente simili
Una descrizione accessibile di questo diagramma di flusso € fornita in questo documento

Colonie sospette da coltura primaria )

|

Colorazione di Gram
Cocchi Gram-positivi in coppia e/o corte catene

Positivo
(Probabile stafilococco)
Una debole reazione di catalasi o pseudocatalasi puo
ere prodotta da alcuni ceppi di Aerococcy
Specie Enterococcus

Catalasi

Y

A4 A 4

a-emolisi non-emolsy —
(Considerare Leuconostoc, B-emolisi

Gemella, Helcococcus;

v Sospetto Enterococcus \
\drolisi (1-2mm possono essere a, B 0 "'}1
N . Considerare dati clinici )
bile aesculina
¢ A 4
Idrolisi rapida Kid commerciali
dell’'esculina. d'identificazione

Enterococcus sp
Gruppo Streptococcus bovis
Lactococcus sp
Sleuni Some strains of
Aerococcus and Leuconostoc sp,

S. pneumoniae
Consultare Tabella:1
Gruppo e specie
Lancefield

S. pneumoniae

/Alcuni Streptococchi Gruppo S. bovis
Viridans Enterococcus sp

S. agalactiae
Aerococcus urinae

Non gruppo Lancefield

/ Ulteriore identificazione se clinicamente indicato \
:Qstema di identificazione commerciale o altra identificazione bloch|m\caoji

inviare al Laboratorio di Riferimento
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Il diagramma di flusso € solo indicativo e per
l'identificazione delle specie nei casi in cui &
richiesta la conferma con una tecnica
alternativa o non sono disponibili metodi
automatizzati

1 Alcuni S. pneumoniae possono essere
resistenti all'optochina: se c'e un sospetto
clinico di infezione pneumococcica, confermare
eseguendo il test di solubilita della bile

2 Ceppi occasionali di S. oralis, S. mitise S.
pseudopneumoniae possono essere sensibili
all'optochina:

S. pseudopneumoniae optochina resistente
quando incubato in un eccesso di CO2

3 Alcuni ceppi di Aerococcus and
Leuconostoc spp posssono idrolizzare
I'esculina
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