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Tabella delle Modifiche

Ciascun metodo SMI possiede una registrazione separata delle correzioni. Quelle attuali sono
specificate in questa pagina. Le precedenti modifiche sono disponibili presso la
standards@phe.gov.uk.

| documenti nuovi o revisionati devono essere controllati in ciascun laboratorio in accordo con il
sistema locale di gestione della qualita.

Modifica No/Data. 4/26.06.15

Emissione eliminata. no 1.3

Emissione inserita no. 2

Sezione(i) interessate Modifica.

Intero documento Collegamenti ipertestuali aggiornati al gov.uk.
Pagina 2. Loghi aggiornati aggiunti.

Documento presentato in un nuovo formato.
Titolo del documento modificato.
Riorganizzazione di alcune parti del un testo.
Scopo del documento. ) ]
Edito per chiarezza.

Procedure di prova aggiornate.

Aggiornati dati di contatto dei laboratori di Riferimento.

Lo scopo € stato modificato per chiarezza. E 'stato
Scopo del documento aggiornato per includere collegamento web per il
documento ID 10.

La tassonomia delle specie Actinomyces ¢ stata
aggiornata .

Maggiori informazioni sono state aggiunte alla sezione
Introduzione Caratteristiche. Sono state raggruppate le specie
clinicamente rilevanti e descritte le loro caratteristiche .

Utilizzare la bibliografia aggiornata

Aggiornata la sezione relativa ai Principi d’ldentificazione.

. _ o Aggiunta di informazioni per quanto riguarda i sistemi di
Informazione Tecnica/Limitazioni identificazione commerciali, terreni agar ed & stata
descrittala la sensibilita al metronidazolo con bibliografia.

Considerazioni sulla Sicurezza . Aggiunta bibliografia
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La sezione sui organismi bersaglio & stato aggiornata e
Microrganismi Bersaglio presentata in modo chiaro. La bibliografia & stata
aggiornata.

Modifiche e aggiornamenti in 3.1, 3.2, 3.3, 3.4 e 3,6 in
riferimento agli standard nella pratica.

Aggiunta informazione nella tabella (3.3) per spiegare le
diverse specie e la morfologia delle loro colonie.

Identificazione.
Aggiornate 3.4.3 , 3.4.4 per includere MALDI-TOF-MS e

NATT con bibliografia

Aggiornata la sottosezione 3.5 per includere i Metodi
Molecolari Rapidi.

Fornite informazioni su come identificare questi organismi
dovendo considerare costante una notevole diversita della
morfologica nell’ambito delle specie di questo genere

Diagramma di flusso per
Identificazione

Refertazione Le sottosezioni 5.1, e 5.2. e 5.5 sono state aggiornate
Invio Aggiornati gli indirizzi dei laboratori di riferimento.
Bibliografia Bibliografia in parte aggiornata.
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Ricerche Microbiologiche Standard del Regno Unito”:
Scopo e Obiettivo

Utilizzatori delle SMI

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

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

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

Informazioni di base per le SMI

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

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

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

Collaborazione paritaria

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

L'elenco delle organizzazioni partecipanti pud essere trovato su sito https://www.gov.uk/uk-
standards-for-microbiology-investigations-smi-quality-and-consistency-in-clinical-laboratories.
L'inclusione del logo di una organizzazione in una SMI implica il sostegno degli obiettivi e del
processo di preparazione del documento. | rappresentanti delle organizzazioni professionali fanno
parte del comitato direttivo e dei Gruppi di Lavoro che sviluppano le SMI._Le opinioni dei
rappresentanti possono non essere rigorosamente conformi a quelle dei membri delle
organizzazioni a cui appartengono né a quelle delle loro organizzazioni. | rappresentanti prescelti
rappresentano uno strumento bidirezionale per la consultazione e dialogo. Le opinioni espresse
sono ricercate con un processo di consultazione.

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

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

Batteriologia — Identificazione | ID 15 | Emissione no: 2 | Data emissione: 11.03.14 | Pagina: 6 di 25
UK Standards for Microbiology Investigations | Emesso da Standards Unit, Public Health England



Identificazione di specie Actinomycies Anaerobie

Assicurazione di qualita

Il NICE (National Institute for Health and Care Excellence) ha accreditato la procedura utilizzata dai
Gruppi di Lavoro per produrre le SMI L’accreditamento € applicabile a tutte le linee guida prodotte
dall’'Ottobre del 2009. La procedura per lo sviluppo delle SMI & certificata dalla ISO 9001:2008.

Le SMI rappresentano una procedura standard di buona qualita pratica alla quale si devono
attenere per la propria attivita tutti i laboratori di microbiologia clinica e di sanita pubblica del Regno
Unito. Le SMI sono accreditate dal NICE e non rappresentano gli standard minimi di attivita, e
neppure il piu alto livello di complesse indagini di laboratorio disponibili nel Regno Unito.
Utilizzando le SMI, i laboratori dovranno tenere conto delle esigenze locali e intraprendere ricerche
addizionali qualora opportune. Le SMI aiutano i laboratori a soddisfare i requisiti
dell’accreditamento con la promozione di procedure d’elevata qualita che possono essere
verificate. Le SMI forniscono inoltre un punto di riferimento per lo sviluppo del metodo.

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

Coinvolgimento del paziente e della comunita

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

Informazione della gestione dei dati sensibili

La PHE & un’organizzazione che condivide le direttive Caldicott. Cio significa prendere ogni
possibile precauzione per prevenire la diffusione non autorizzata di informazioni sui pazienti e di
garantire che le informazioni relative agli stessi siano mantenute in condizioni di sicurezza.

Lo sviluppo di metodi SMI & assoggetto agli obiettivi PHE di Uguaglianza.
https://www.gov.uk/government/organisations/public-health-england/about/equality-and-diversity, |
Gruppi di Lavoro SMI sono impegnati a raggiungere gli obiettivi di parita di consultazione efficace
con gli appartenenti al pubblico, i partner, le parti interessate ed i gruppi specialistici coinvolti.

Dichiarazione legale

Mentre ogni cura & stata intrapresa per la preparazione delle SMI, PHE e ogni altra
organizzazione di sostegno, deve, per quanto possibile in base a qualunque legge vigente,
escludere la responsabilita per tutte le perdite, costi, reclami, danni o spese derivanti da o
connessi all'uso di una SMI o con qualsiasi informazione ivi contenuta. Se si apportano modifiche
a una SMI, si deve porre in evidenza dove e da chi sono state effettuate tali modifiche.

Le conoscenze di base e la tassonomia microbica per la SMI sono le piu complete possibili, al
momento della pubblicazione. Eventuali omissioni e nuove informazioni saranno considerate nel
corso della prossima revisione. Queste procedure standard (SMI) possono essere sostituite solo
da revisioni dello standard, azione legislativa, o in seguito ad indicazioni da parte dell’ente
accreditato NICE.

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

Questa SMI descrive I'identificazione di specie Actinomyces anaerobie.
Per gli Actinomycetes aerobi consultare ID 10 — Identification of aerobic Actinomycetes species.

Questa SMI deve essere usata con le altre SMI.

Introduzione

Tassonomia

Al genere Actinomyces appartengono attualmente 46 specie e due sottospecie che sono state
caratterizzate con metodi fenotipici e molecolari. Ventiquattro di queste specie sono associate
agli esseri umani e cinque sono state recentemente assegnate ad altri generi. Il genere
comprende 17 specie note per causare un ampio spettro di malattie cliniche negli animali.

Diversita morfologica significativa, non solo & riscontrata all’interno del genere, ma anche tra i
ceppi appartenenti allo stesso taxonZ.

Caratteristiche

Le specie Actinomyces sono anaerobie facoltative, Gram positive, con colorazione irregolare dei
bacilli che non sono acido-resistenti, non sporigeni e non mobili. Possono mostrare ramificazione
rudimentale. Sono catalasi negativi tranne Actinomyces viscous, Actinomyces neuii subsp neuii,

Actinomyces neuii subsp anitratus e Actinomyces radicidentis?.

Richiedono terreni arricchiti e la crescita é favorita dalla presenza di anidride carbonica. Le
condizioni anaerobie sono favorevoli, ma alcune specie possono essere coltivate in aerobiosi o
in aria con 5% di CO». La temperatura ottimale di crescita &€ 35-37°C. Sono fermentanti e

producono come prodotti finali di metabolismo del glucosio acido acetico, formico, lattico e acido
succinico, ma non acido propionico3.

Le colonie possono crescere dopo 3-7 giorni di incubazione, ma la loro rilievo puo richiedere 10-
14 giorni di incubazione. Su agar le colonie sono descritte spesso come a dente molare e le
sospese in brodo le colonie sono a mollica di pane..

Dopo incubazione di 5-10 giorni su terreno selettivo contenente mupirocina e metronidazolo in
condizioni anaerobiche, & stato segnalato un considerevole isolamento di specie Actinomyces
rispetto a terreni non selettivi da dispositivi dentali e contraccettivi intrauterini (IUCD)4.

Alla colorazione Gram le specie Nocardia sono morfologicamente indistinguibili da quelle di
Actinomyces e anche clinicamente assomigliano agli Actinomyces, perché producono infezioni
croniche dei polmoni e del sistema nervoso centrale.

Le specie Actinomyces (A. israelii, A. gerencseriae) causano Actinomicosi ,malattia ad
andamento cronico. Tuttavia,alcune specie Actinomyces sono patogene opportuniste e sono
associate ad altre infezioni anaerobiche miste e a infezioni di pazienti gravemente compromessi®.

Propionibacterium propionicum puo produrre malattia simile all’ actinomicosi. Le specie
Actinobaculum, Arcanobacterium e Varibaculum cambriense sono strettamente correlate alle
specie Actinomyces e possono essere coinvolte in infezioni umane3.

| generi patogeni appartenenti alle specie anaerobie di Actinomyces sonos:
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Actinomyces israelii

Le cellule appaiono sottili, filamentose, si ramificano in bastoncini ornati di perline. Le colonie
sono bianche, simili ad un molare o a mollica di pane, corrosive/aderenti all’agar, possono essere
di aspetto molto granulare. Le colonie vecchie assumono colore rosa. La loro crescita & lenta.
Crescono con difficolta e non tutti in presenza di aria e CO,. Sono di solito isolati in corso
actionomicosi specifica, canaliculite, da dispositivi anticoncezionali e da altre formazioni
ascessuali dei tessuti molli e da infezioni a sede ossea.

Actinomyces gerencseriae

In precedenza A. israelii sierotipo Il. Cellule, colonie, crescita e sedi d'isolamento sono simili a
quelle di A. israelii, ma le colonie sono spiccatamente bianche e meno granulari. Sono entrambi a
lenta crescita.

Actinomyces meyeri

Le cellule presentano forma di brevi e sottili bastoncini. Le colonie .sono piccole, convesse, liscie,
con margine continuo. Crescita lenta in aria o aria e CO,. Sono isolate dal liquido pleurico,
ascesso cerebrale e da altri ascessi dei tessuti molli.

Actinomyces georgiae

Le cellule appaiono simil difteroidi. Le colonie sono simili a Actinomyces neuii e apparire bianche
0 crema, lisce, convesse con margine continuo. Possono crescere piu rapidamente rispetto A.
israelii e crescere bene in aria o in aria contenete CO,. Appartengono alla flora orale, isoliti nei
campioni clinici. .

Actinomyces turicensis

Cellule di piccole dimensioni, cocco-bacillari. Le colonie sono di colore grigio-semitranslucido,
lisce, basse convesse con bordi continui. Crescono in aria addizionata con CO,, ma in modo
ridotto o per nulla in aria. Possono essere scambiati per streptococchi non emolitici, lattobacilli o
altri microrganismi commensali. E 'stato anche isolato spesso da seni pilonidali, ascessi perianali
e da decubito, orecchio, naso e infezioni della gola, ferite post-operatorie e IUCDs (.intrauterine
contraceptive device — dispositivi contracettivi intrauterini) A. turicensis & stato descritto come un
potenziale patogeno principalmente in infezioni genitali, seguito da infezioni del tratto urinario ed
infezioni cutanee-correlate.

Actinomyces radingae

Le cellule crescono in modo simile ad A. turicensis. E 'principalmente isolato dal IUCDs e varie
infezioni dei tessuti molli.

Actinomyces viscosus

Le cellule sono bastoncini filamentosi, ramificati. Si sviluppano due tipi di colonie: grandi e lisce
con configurazionia V, Y e T, o piccole colonie ruvide con filamenti brevi ramificati. Crescono in
presenza di anidride carbonica. Sono catalasi positivi. Isolato nel’'uomo da calcolo e carie
superficiale della radice non presenta trasmissione interumana.

Actinomyces naeslundii stricto sensu

Precedentemente noto come genospecie Actinomyces naeslundii 16. Cellule a bastoncino di
media grandezza hanno le estremita claviformi e alcune ramificazioni. Sulla piastra, le colonie
appaiono di colore bianco, crema o rosato, liscie, convesse e hanno margine continuo. Talvolta
possono svilupparsi occasionali forme ruvide.

A. naeslundii & coinvolto nella malattia parodontale e nella carie dentale e non ha trasmissione
interumana. Possono anche essere isolati da IUCDs, Actinomicosi e infezioni ossee.
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Actinomyces johnsonii¢

Precedentemente noto come Actinomyces naeslundii genospecie 3(WVA963). Sono bastoncini
ramificati. Le cellule sono simili a Actinomyces naeslundii. Anaerobi facoltativi.

Actinomyces oris®

Precedentemente noti come Actinomyces naeslundii genospecie 2. Sono bastoncini ramificati. Le
cellule sono simili ad Actinomyces naeslundii. Anaerobi facoltativi.

Sono comunemente isolati dalla cavita orale umana e svolgono un ruolo importante nella
formazione di biofilm orale o della placca dentale.

Actinomyces funkei

Le cellule sono sottili, flamentose, perlate, forma bacillare ramificata. Le colonie appaiono di
colore grigio, semi - traslucide, centro opaco, basse convesse e con margine continuo. Sono stati
isolati da I[UCDs, batteriemia ed endocardite subacuta.

Actinomyces europaeus

Le cellule sono a forma di corti bastoncini (lunghezza, 0.5 - 1.5um) a volte organizzati in
raggruppamenti. Non sono mobili e non formano spore. Le colonie sono circolari e lisce con un
aspetto traslucido grigio/biancastro e non superano 0,5 mm di diametro dopo 48 ore
d’incubazione a 37°C in atmosfera arricchita con 5% di CO,,. Anaerobi facoltativi. Sono negativi
per catalasi, riduzione dei nitrati e test dell’'urea. L’idrolisi dell’esculina & variabile. Producono
acido da glucosio, maltosio, galattosio, e D-fruttosio.

Sono stati isolati da IUCDs e infezioni varie dei tessuti molli.
Actinomyces graevenitizii

Le cellule sono di media lunghezza, grosse, granulari e ramificate. Le colonie sono di colore
bianco, simile a dente molare o lisce e convesse. Le forme lisce e ruvide si manifestano insieme.
Possono produrre anche colonie da rosa a rosse, soprattutto in vecchie culture. Sono isolati da
secrezioni respiratorie e saliva dei neonati.

Actinomyces urogenitalis

Le cellule sono a forma di cocco-bacilli. Le colonie appaiono con colore dal crema al rosa, con
anelli scuri, lisce, convesse e bordi continui. Le colonie vecchie possono diventare rosse. Isolati
da IUCDs e tratto urogenitale.

Actinomyces odontolyticus

Le cellule sono simil-corineformi e possono avere alcune estremita claviformi. Le colonie sono dal
colore crema al rosso, liscie, convesse e bordi continui. Le colonie vecchie possono essere di
colore marrone scuro. Sono negativi al test dei nitrati e dell'ureasi. Sono stati isolati da [IUCDs,
casi di actinomicosi, batteriemia, endocardite subacuta e malattie periodontali.

Actinomyces neuii

Noto in precedenza come CDC corineforme group1. Possiede 2 sottospecie; Actinomyces neuii
subsp neuii e Actinomyces neuii subsp anitratus’.

Actinomyces neuii subsp neuii

Le cellule sono prevalentemente di aspetto difteroide, ma possono presentarsi come cocco-
bacilli; i bastoncini sono disposti prevalentemente in raggruppamenti con formeaV oY e non
presentano ramificazione. Le cellule non sono mobili e non formano spore. Le colonie sono
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circolari, lisce, convesse, opache, piu bianche che di colore crema, e con bordo continuo. Le
dimensioni delle Colonie agar su sangue di pecora variano da 0,5 - 1,5 millimetri di diametro
dopo 48 ore d’incubazione in 5% di CO, su. Le cellule sono anaerobie facoltative. La maggior
parte dei ceppi presenta a-emolisi su agar sangue di pecora e in tutti i ceppi su agar sangue
umano. Le cellule sono catalasi positive ma negli anni recenti & stato identificato un ceppo
catalasi negativo e quindi questa reazione non puo piu essere considerata una caratteristica
diagnostica per questa specie, ma deve essere interpretata con altre caratteristiche®. Il nitrato
ridotto a nitriti. Sono negativi per idrolisi dell’'urea, esculina e gelatina.

Questo organismo € principalmente isolato da ascessi in associazione con la flora anaerobica
mista cosi come da culture di sangue umano e da liquido sinoviale e fluidi articolari preoperatori.

Actinomyces neuii subsp anitratus

Le caratteristiche morfologiche del A. neuii subsp anitratus sono simili a quelli di A. neuii subsp
neuii, tranne che A. neuii subsp. anitratus che non & emolitico e non riduce i nitrati a nitriti.

Sono isolati principalmente da ascessi associati a flora anaerobia mista nonché da emocolture
umane.

Actinomyces radicidentis

Le cellule sono coccoidi. Le colonie sono di colore dal crema al rosa, liscie, convesse e hanno
margini continui. Le colonie vecchie possono assumere colore rosso. Gli Actinomyces
radicidentis sono catalasi positivi € producono risultati variabili al test dei nitrati e dell'ureasi. Sono
stati isolati da canali radicolari infetti.

Actinomyces cardiffensis®

Le cellule sono a forma di bastoncini pleomorfi, sottili, da diritti a ricurvi; si riscontrano filamenti
con ramificazioni ornati di perline. Le cellule sono Gram positive, non sono acido-resistenti, e non
sono mobili. Le colonie sono simili a A. radicidentis. Non sono emolitiche, sono anaerobie
facoltative e sono negative per catalasi e test di idrolisi dell’esculina. | Nitrati possono o non
essere ridotti. Sono stati isolati da fonti cliniche umane, comprendenti liquido pleurico, cervello,
mascella, ascessi pericolici, auricolari, antro, e IUCDs.

Actinomyces Oricola

Le cellule sonoda corineformi a filamentose, ornate di perline, possono essere presenti
ramificazioni, Gram-positivi a forma di bastoncini. Non sono acido-resistenti, non sporigeni € non
mobili. Su agar, le colonie sono piccole, bianche e simili a briciola di pane e I'agar appare eroso.
Sono catalasi negativi e anaerobi facoltativi, ma crescono meglio in condizioni anaerobiche. |
prodotti terminali del metabolismo del glucosio sono gli acidi acetico, lattico e succinico. Sono
anche negativi per idrolisi della gelatina e amido e positivi per l'idrolisi esculina. Gli Actinomyces
oricola sono stati isolati da ascesso dentale umano.

Actinomyces nasicola

Le cellule sono simili a bastoncini corineiformi corti; alcune presentano forme coccoidi ramificate.
Le cellule non sono acido-resistenti e-non formano spore. Dopo 48 ore di incubazione
anaerobica su agar per anaerobi esigenti , le colonie sono puntiformi, bianche o grigie, opache,
lucide, margine continuo e convesse. Sono anaerobie facoltative; possono crescere in aria ma si
sviluppano meglio in condizioni anaerobiche. Il microrganismo & negativo per catalasi, riduzione
dei nitrati e
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test esculina, gelatina e idrolisi del’amido. | prodotti finali del metabolismo del glucosio sono
acido acetico, lattico e succinico E 'stato isolato dall’aspirato dell’antro.

Actinomyces massiliensis

Le cellule sono a forma di bastoncini diritti anaerobi. Crescita ottimale a 37°C ma anche in
presenza di aria e 5% CO,. Dopo crescita di 48 ore su agar sangue di pecora, le superfici delle
colonie sono di colore bianche, puntiformi, circolare e brillanti. | bastoncini sono lunghi 0.5-1.7um
con diametro di 0.35-0.74um. Sono negativi per test della catalasi e dell'ureasi. Questo
microrganismo é stato isolato da sangue umano.0

Actinomyces dentalis

Sono bastoncini filamentosi, ornati di perline, con ramificazioni. Le cellule non sono acido-
resistenti, non sporigeni e non mobili. Su agar, le colonie sono piccole, bianche simili a briciole di
pane e I'agar appare eroso. |l microrganismo €& catalasi negativo e cresce in condizioni
anaerobiche; ma non cresce in aria o in aria arricchita con 5% di CO,. | prodotti finali del
metabolismo del glucosio sono acido lattico (in quantita maggiore) e acido acetico (in quantita
minore); non & rilevato acido succinico. Sono anche negativi per idrolisi della gelatina e
dellamido, ureasi e test dei nitrati. Pud essere isolato da pus di ascesso dentale umano.

Actinomyces hongkongensis

Le cellule sono bastoncini rigorosamente anaerobi, diritti, non sporulanti. Crescono su agar
sangue di pecora come colonie non-emolitiche, puntiformi dopo 24 ore di incubazione a 37°C in
ambiente anaerobio. Non sono mobili e non producono catalasi. Sono isolati da pus o da ascessi
pelvici e addominali'?.

Actinomyces hominis

Le cellule sono bastoncini acido-resistenti e non formano spore. Le colonie sono bianco- grigie,
convesse, non lipofile con diametro di 1 mm dopo 72 ore di semina su agar sangue di montone a
35°C in atmosfera arricchita con 5% CO,. Sono positivi per catalasi, riduzione dei nitrati ma non
per le prove dell'ureasi e di idrolisi della gelatina. E stato isolato dal tampone di una ferita di un
paziente

Actinomyces timonensis

Le cellule sono bastoncini anaerobici diritti, catalasi e ossidasi negativi. La crescita avviene tra i
25 e i 37°C. Crescita ottimale a 37°C. Crescono anche in condizioni di microaerofilia e in 5% di
CO.. La crescita in presenza di aria € scarsa dopo 48 ore di incubazione. Dopo crescita di 48 ore

su agar sangue di pecora, le colonie sono a-emolitiche, puntiformi, circolari, bianche, secche e
incorporate nel’ agar. La dimensioni del bastoncino, stimate mediante microscopia elettronica,
sonodi 1.0-3.2um in lunghezza e 0.3-0.5um di diametro. Sono stati isolati da un campione clinico
osteo-articolare umano'3.

Principi di identificazione

Isolamento anaerobico delle colonie su agar sangue, con successive identificazione biochimica
usando le piu recenti tabelle tassonomiche e i metodi molecolari saranno molto utili
nell’identificazione delle specie Actinomyces piu problematiche4.
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Informazione tecnical/limitazioni

Le confezioni commerciali, sebbene forniscano informazione biochimica per questi patogeni, non
sono in grado di definire un’identificazione accurata perché i risultati ottenuti sono riferiti ad archivi
non aggiornati, incompleti o presentano occasionali deboli reazioni enzimatiche e di fermentazione
degli zuccheri'®.16.. Cio & particolarmente vero perché le tecniche molecolari consentono
d’identificare un numero di specie maggiore rispetto a quanto sia stato possibile in precedenza’®.

Terreni con Agar

Per incubazioni prolungate sono raccomandate piastre con riempimento abbondante per evitare la
disidratazione.

Sensibilita al metronidazolo

Le specie Actinomyces sono costituzionalmente resistenti al metronidazolo.
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1 Considerazioni sulla sicurezzal’.33

Fare riferimento alle linee guida sulla sicurezza della manipolazione per tutti i microrganismi
presentati in questa SMI-.

Eseguire I%procedure di laboratorio che generano aerosol infettivi in cabina microbiologica di
sicurezza.

Le linee guida precedentemente esplicitate devono essere supplementate con la COSHH locale e
con la valutazione del rischio. E’ essenziale il rispetto delle regolamentazioni di spedizione postale
e di trasporto.

2 Microrganismi bersaglio

2.1 Specie Actinomyces segnalate come causa d'infezione umana®®**

34-41

Actinomyces israelii, , Actinomyces graevenitizii, Actinomyces gerencseriae, Actinomyces
naeslundii, Actinomyces odontolyticus, Actinomyces viscosus, Actinomyces funkei,
Actinomyces europaeus, Actinomyces urogenitalis, Actinomyces meyeri (isolato raramente),
Actinomyces neuii (in precedenza CDC coryneform group 1) (subspecies: Actinomyces neuii
subsp neuii, Actinomyces neuii subsp anitratus), Actinomyces radingae in precedenza (CDC
coryneform group E), Actinomyces turicensis (in precedenza CDC coryneform group E),
Actinomyces radicidentis, Actinomyces cardiffensis, Actinomyces oricola, Actinomyces nasicola,
Actinomyces massiliensis, Actinomyces johnsonii, Actinomyces dentalis, Actinomyces
hongkongensis, Actinomyces hominis, Actinomyces oris, Actinomyces timonensis.

3 Identificazione

3.1 Aspetto microscopico

Colorazione Gram (TP_39 - Staining Procedures)

Forme ramificate e ornate di perline, filamentose o di aspetto difteroide o coccobacillare o bacilli
Gram positivi.

Nota:. Le specie Propionibacterium sono pleiomorfe di tipo bacillare e possono apparire ramificate

3.2 Terreni di primo isolamento

Agar per anaerobi esigenti o equivalenti senza neomicina. Incubati in anaerobiosi a 35-37 C per
5-10 giorni.

Nota: Molte specie Actinomyces possono essere inibite dalla neomicina.

Agar selettivo per Actinomyces con metronidazolo10 mg/L e acido nalidixico 30 mg/L.(riempire
abbondantemente) incubato in anaerobiosi a 35-37 C per 5-10 giorni. Crescita variabile in aria e 5-
10% CO,. L'arricchimento in brodo & raramente utile.

Nota: Alcune specie possono richiedere Incubazione prolungata.

O

Agar sangue con Mupirocina 128mg/L e metronidazolo 2.5mg/L incubato in anaerobiosi a 35-37°C
per 5-10 giorni4.
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Nota: Questo terreno non & disponibile in commercio e cosi dovra essere preparato dai laboratori

che intendono usarlo.

3.3 Aspetto delle colonie

Specie

Colonie

Commenti

A. israelii

Da bianche a crema, mollica di pane o dente
molare, erodono I'agar

Crescita lenta
Colonie vecchie possono
assumere colore rosa

A. gerensceriae

Bianche brillanti, mollica di pane o dente
molare, granulari, erodono I'agar e piu soffici
di A. israelii

Crescita lenta

A. naeslundii

Bianche, crema, rosate, lisce, convesse,
margine continuo

Occasionalmente colonie
rugose

A. odontolyticus

Da crema a rossa, lisce, convesse, margine
continuo

Colonie vecchie assumono
colore marrone scuro

continuo

A. meyeri Piccole, bianche, lisce, convesse, margine Crescita lenta
continuo
A. georgiae Bianche o crema, lisce, convesse, margine

A. neuii sub sp. neuii e

Bianche o crema , lisce, convesse, margine

anitratius continuo

A. radingae Da grigie a bianche, semi traslucide, lisce,
lievemente convesse, margine continuo

A. turicensis Grigie, semi traslucide, lisce,lievemente

convesse,margine continuo

A. europaeus

Biancastre, semi traslucide, lievemente
convesse, margine continuo

A. graevenitzii

Bianco spiccato di aspetto simile a dente
molare o lisce, convesse

Rosso fluorescente. Sono
presenti contemporaneamente
forme rugose e lisce. Le colonie
vecchie possono assumere
colore marrone scuro

A. radicidentis

Da crema a rosa, lisce, convesse, margine
continuo

Le colonie vecchie possono
diventare rosse

A. urogenitalis

Da crema a rosa, con anelli i scuri, lisce

Le colonie vecchie possono
diventare rosse

A. funkei

Grigie, semi-traslucide, centro opaco (uovo
fritto), lievemente convesse, margine continuo

A. cardiffensis

Da crema a rosa, lisce, convesse, margine
continuo

A. nasicola Bianche o grigie, lisce, convesse, margine
continuo
A.oricola Bianche, mollica di pane, erodono 'agar
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A. viscosus Due tipi di colonie: colonie grandi e lisce con
configurazioni e V, Y, e T o colonie piccole e
rugose con i ramificazioni filamentose brevi

A. johnsonii Le colonie sono simili a A. naeslundii

A. oris Le colonie sono simili a A. naeslundii

A. massiliensis Bianche, puntiformi, circolari e lucenti con
margine continuo

A. dentalis Minute, bianche, simili a briciole di pane,
erodono l'agar

A. hongkongensis Colonie non emolitiche, puntiformi

A. hominis Bianche-grigie, convesse, margine continuo

A. timonensis a-emoliticche , puntiformi, circolari, bianche,

secche e incorporate nell’agar

P. propionicum Da bianche a color camoscio, briciole di pane, | Fluorescenza rossa. Sono
erodono l'agar, o lisce, convesse, margine presenti contemporaneamente
continuo forme rugose e lisce

*Su terreni contenente sangue le colonie di A. graevenitzii e Propionibacterium propionicum emettono
fluorescenza rossa se esposte a illuminazione UV a onda lunga (366 nm.

3.4 Procedure di prova

3.4.1 Prove biochimiche

Test indolo (consultare TP 19 — Indole test)

Specie Actinomyces sono spot indolo negativo.

Nota:: Propionibacterium acnes (commensale frequente della pelle) & indolo positivo.

Test catalasi (consultare TP 8 — Catalase test)

Tutte le specie Actinomyces sono catalasi negative tranne Actinomyces viscosus, Actinomyces
neuii subsp neuii, Actinomyces neuii subsp anitratus e Actinomyces radicidentis.

3.4.2 sistemi di identificazione commerciali

| laboratori devono seguire le istruzioni del produttore e i test rapidi e confezioni commerciali
devono essere validati e, prima dell'uso per dimostrare di essere idonee allo scopo.

| risultati devono essere interpretati con cautela e con i quelli di altri dei test. Al fine di ottenere
risultati precisi con i test biochimici, & consigliabile utilizzare profili tassonomici e non fare
affidamento sull'identificazione tramite codice.
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3.4.3 Matrix-assisted laser desorption/ionisation - time of flight (MALDI-
TOF) mass

Questo strumento ha dimostrato di essere potente e rapido per la sua riproducibilita, velocita e
sensibilita analitica. Il vantaggio di MALDI-TOF rispetto ad altri metodi d’identificazione € la
capacita di fornire risultati entro poche ore anziché diversi giorni. La velocita, la semplicita di
preparazione del campione e I'acquisizione del risultato associato a costi minimi di consumo
rendono questo metodo adatto per I'uso in routine e in centri ad alta produttivita. Questo
approccio consente potenzialmente la caratterizzazione piu veloce di microrganismi che sono
difficili da identificare con i metodi convenzionali*2.

MALDI-TOF MS ha dimostrato di essere un valido strumento per l'identificazione delle specie
Actinomyces aero-tolleranti. Il tempo impiegato per l'identificazione & inferiore a 1 ora. Tuttavia,
I'aggiunta o il miglioramento di modelli spettrometrici nel database esistente possono aumentare la
possibilita d’identificazione delle specie443:44,

3.5 Identificazione successiva

Metodi molecolari rapidi

| metodi molecolari hanno avuto un impatto enorme sulla tassonomia delle specie anaerobie degli
Actinomyces. Le analisi di sequenze dei geni ha aumentato la comprensione delle relazioni
filogenetiche di queste specie e dei microrganismi affini e ha comportato la rilevazione di
numerose nuove specie rendendo pertanto obsoleti gli schemi di identificazione precedentemente
pubblicati. Le tecniche molecolari hanno reso l'identificazione di molte specie piu rapide e precise
di quanto sia stato possibile con le tecniche fenotipiche.

Sono stati sviluppati una varieta di metodi di tipizzazione rapida per isolati da campioni clinici;
questi includono tecniche molecolari quali 16S rDNA Polymerase Chain reaction — Restriction
Fragment Length Polymorphism (16S rDNA PCR-RFLP), e 16S rRNA gene sequencing. Tultti
questi approcci permettono di sottotipizzare ceppi non correlati, ma lo fanno con diversa
accuratezza, potere discriminante, e riproducibilita.

Tuttavia, alcuni di questi metodi rimangono accessibili solo | ai laboratori di riferimento e sono
difficili da implementare per I'identificazione batterica di routine in un laboratorio clinico.

16S rDNA Polymerase chain reaction —restriction fragment length polymorphism (16S rDNA
PCR-RFLP)

Questa tecnica di tipizzazione si € rivelata utile per un certo numero di gruppi di microrganismi, e
puod essere utilizzata per identificare le specie di alcuni generi.

E’ stata utilizzata con successo nella differenziazione tra le specie Actinomyces e ha contribuito a
facilitare la diagnosi rapida e il tempestivo inizio del'appropriata chemioterapia“s.

16S rRNA gene sequencing

Metodo di identificazione genotipica, il sequenziamento genico 16S rRNA ¢ utilizzato per studi
filogenetici ed é stato successivamente riscontrato in grado di ri-classificare i batteri in specie
completamente nuove, o anche generi. E 'stato anche utilizzato per descrivere nuove specie mai
coltivate con successo.

La disponibilita del sequenziamento del gene ha rivoluzionato la tassonomia delle specie
Actinomyces ed ¢é diventato uno strumento prezioso per l'identificazione degli isolati clinici. Il
sequenziamento parziale o totale del gene ribosomiale 16S rRNA & stato utilizzato con successo
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per integrare i metodi fenotipici per l'identificazione delle specie aero-tolleranti di
Actinomycesb.9:43.46,

Tuttavia, metodi di sequenziamento del DNA sono costosi e laboriosi, e quindi, non possono
essere disponibili in molti laboratori.

Amplified rDNA restriction analysis (ARDRA)

Questo ha dimostrato di essere utile per la discriminazione delle varie specie batteriche. Ha
dimostrato di essere un metodo semplice, rapido, economico e altamente discriminante per
I'identificazione delle specie Actinomyces di origine clinica?”. Puo essere utilizzato anche per
chiarire ulteriormente la tassonomia del genere.

Altri test piu specialistici:
Gas cromatografia liquida3.

3.6 Conservazione e invio

Se richiesto, conservare l'isolato puro su becco di clarino di agar sangue incubato, in
brodocoltura in anaerobiosi o/e inviare con tampone di trasporto al Laboratorio di Riferimento.

4 ldentificazione: diagramma di flusso:

Esiste una notevole diversita morfologica tra i generi e anche tra i ceppi con uguale tassonomia,
consultare gli articoli delle riviste attuali per l'identificazione.

5 Refertazione

5.1 Identificazione presunta

Se sono riscontrate appropriate caratteristiche di crescita, aspetto delle colonie, colorazione Gram
delle coltura, ed & dimostrata la non sensibilita dell’isolato al metronidazolo.

5.2 Conferma dell’identificazione

La conferma dell’identificazione e della tossicita sono eseguiti dall’ Anaerobe Reference
Laboratory, Public Health Wales Microbiology Cardiff.

5.3 Medico microbiologo
Informare il medico microbiologo di tutte le colture degli anaerobi confermati o presunti quando i
moduli di richiesta forniscono informazioni significative.

5.4 CCDC

Fare riferimento al Memorandum locale d’Informazione

5.5 Public Health England®®
Fare riferimento alle linee guida attuali del CDSC ed alle indicazioni del COSURYV.

5.6 Gruppo prevenzione e controllo infezione
N/D
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6 Invii

6.1 Laboratorio di riferimento

Contattare il laboratorio nazionale di riferimento appropriato per informazioni su accertamenti
disponibili, tempi di risposta, procedure di trasporto ed altre informazioni riguardanti ogni altra
richiesta per l'invio del campione.

Anaerobe Reference Laboratory

Public Health Wales Microbiology Cardiff
University Hospital of Wales

Heath Park

Cardiff CF14 4XW

Telefono +44 (0) 29 2074 2171 or 2378

https://www.gov.uk/government/collections/anaerobe-reference-unit-aru-cardiff

Inghilterra e Galles
https://www.gov.uk/specialist-and-reference-microbiology-laboratory-tests-and-services

Scozia
http://www.hps.scot.nhs.uk/reflab/index.aspx
Irlanda del Nord

http://www.belfasttrust.hscni.net/Laboratory-MortuaryServices.htm

7  Notifica al PHE*™®* o Equivalente®™®

Le Norme di Denuncia del 2010 rendono obbligatorio ai laboratori diagnostici di denunciare alla
Public Health England (PHE) tutti i casi nei quali s’identificano gli agenti causali elencati nella
Scheda 2 della Direttiva. Le denunce devono pervenire per scritto, su carta o per via elettronica,
entro sette giorni. | casi urgenti devono essere natificati il pit presto possibile verbalmente: si
raccomanda entro le 24 ore. Questi stessi devono essere in seguito denunciati in forma scritta entro
sette giorni.

Secondo la Notification Regulations il laboratorio ricevente la notifica € I'ufficio locale della PHE.
Se il caso é gia stato notificato da un professionista medico abilitato, al laboratorio diagnostico &
ancora richiesta la denuncia del caso qualora si riscontrino evidenze d’infezione imputabili ad
agenti causali soggetti a tale disposizione.

La denuncia secondo la Direttiva dell’Health Protection (Notification) Regulations 2010 non
sostituisce I'informazione volontaria alla PHE. La maggior parte dei laboratori del NHS segnala
spontaneamente al PHE gran parte delle diagnosi di laboratorio sostenute da vari agenti eziologici
e molte sezioni della PHE hanno definito accordi con i laboratori locali per segnalazioni urgenti di
alcuni tipi d’'infezione. Queste iniziative devono continuare.

Nota: La linea guida dell’Health Protection Legislation Guidance (2010) include la segnalazione
per Human Immunodeficiency Virus HIV & Sexually Transmitted Infections STls, Healthcare
Associated Infections e HCAIs e Creutzfeldt—Jakob disease CJD da includere nel ‘Notification
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Duties of Registered Medical Practitioners’, e non al ‘Notification Duties of Diagnostic
Laboratories’.

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

Esistono accordi diversi in Scotland®®®', Wales®? and Northern Ireland®

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

Collaboratori: Roberto Rossetti, gia Primario del Laboratorio di Microbiologia, Ospedale Civile di Pistoia ASL 3

Monica Raggi, Dirigente di primo livello del Laboratorio di Microbiologia e Virologia A.O. San Gerardo dei Tintori di Monza
| testi originali e le traduzioni sono disponibili sul Web APSI - www.apsi.it - Webmaster Sergio Malandrin, Dirigente di
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