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Tabella delle Modifiche

Ogni metodo SMI UK ha un proprio registro delle modifiche. Quelle attuali sono specificate in
guesta pagina. Le precedenti modifiche sono disponibili sul sito web standards@phe.gov.uk.

| documenti nuovi o revisionati dovrebbero essere controllati nel laboratorio secondo il sistema
locale di gestione della qualita.

Modifica numero/data. 11/24.03.20

Emissione numero scartata 3.2

Emissione numero inserita 4

rDe?/tigig:(teiSipata delle prossima 24.0 3.23

Emissione inserita no. Modifica
Documento presentato in nuovo formato
Aggiornata la tassonomia della Listeria.
Modifiche minori sulle caratteristiche dei
microrganismi

Intero documento Aggiunte le informazioni sul completo

sequenziamento del genoma

Presentate in tabella le caratteristiche fenotipiche
della Listeria e di altri non sporigeni gram positivi.

| terreni contenenti triptosio attualmente non utilizzati
in laboratorio sono stati rimossi dal documento

*Revisione del documento pud essere protratta a cinque anni in funzione delle risorse disponibili
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1. Informazione generale

View informazioni generali relative alle SMI del RU

2. Informazione scientifica

View informazioni generali relative alle SMI del RU

3. Scopo del documento

Questa SMI UK Standard per la ricerca Microbiologic(UK SMI) descrive I'identificazione della
specie Listeria e di altri bastoncini Gram positivi non sporigeni (tranne le specie
Corynebacterium) isolati da campioni clinici a livello di genere e specie.

E’ stato utilizzato un approccio sistematico per differenziare con criteri clinici i bastoncini
Gram positivi non sporigeni, morfologicamente simili, aerobi e anaerobi facoltativi. In questa
SMI non sono descritti microrganismi a vera struttura ramificata, quali le specie Actinomyces,
Nocardia e Streptomyces e quelli che generano spore. Sui terreni descritti in questo
documento possono essere isolate specie Mycobacterium a rapida crescita. | bacilli acido-
resistenti devono essere inviati al Laboratorio di Riferimento

Per l'identificazione delle specie Corynebacterium consultare D 2 - Identification of
Corynebacterium species.

Questa SMI del Regno Unito comprende 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 e richiesta la conferma con una tecnica alternativa
0 non sono disponibili metodi automatizzati.

Questa SMI deve essere usata congiuntamente con le altre SMi

4 Introduzione

4.1 Tassonomial/caratteristiche
Specie Listeria®*

Attualmente nel genere Listeria sono validamente classificate diciannove specie.
L. monocytogenes, L. ivanovii, L. seeligeri, L. innocua, L. welshimeri, L. grayi,

L. fleischmannii, L. marthii, L. rocourtiae L. weihenstephanensis, L. aquatica,

L. booriae, L. cornellensis, L. floridensis, L. grandensis, L. newyorkensis,

L. costaricensis, L. murrayi and L. riparia. Fra queste diciannove, le prime sei sono
potenzialmente infettive per 'uomo, anche se raramente in alcuni casi.

La specie tipo & Listeria monocytogenes.

Le specie Listeria sono corti bastoncini Gram positivi, da 0,4 a 0,5 x 0,5 a 2,0 um, con
estremita arrotondate, che si presentano isolati o in catene corte. | filamenti da 6 a 20 pm di
lunghezza possono comparire singolarmente o in corte catene. Gli appartenenti al genere
sono anaerobi facoltativi, non sporigeni, non acido resistenti e non capsulati. La temperatura
di crescita ottimale (ma non per la motilita) & di 30-37° C.
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Su agar sangue le colonie non sono pigmentate e possono assomigliare a quelle degli
streptococchi B-haemolytic ma possono essere differenziate dal test catalasi positivo. Le
colonie possono variare di colore e forma in funzione dell'agar cromogeno commerciale
utilizzato.

Le specie Listeria sono catalasi positive, ossidasi negative e fermentano i carboidrati. sono
ampiamente diffuse nelllambiente; alcune specie sono patogene per 'uomo e gli animali.
Le specie clinicamente importanti sono:

Le specie clinicamente importanti sono:
L. monocytogenes3

Al microscopio appaiono come piccoli bastoncini, a volte disposti in corte catene. Negli strisci
diretti possono apparire di forma coccoide, e possono essere scambiati per streptococchi. |
bastoncini pit lunghi possono assomigliare al Corynebacterium. Su agar sangue presentano
attivita emolitica che e stata usata come caratteristica per distinguere Listeria monocytogenes
dalle altre specie Listeria, ma questo non € un criterio assolutamente definitivo. Potrebbe
essere necessaria un’ulteriore differenziazione biochimica per distinguere le diverse specie
Listeria. L. monocytogenes sono catalasi positive e ossidasi negative.

L. monocytogenes é l'agente della listeriosi, grave infezione causata dal consumo di cibo
contaminato contenente il battere come formaggio a pasta molle, latte, paté, affettati cotti e
sandwich preconfezionati. La listeriosi € stata riconosciuta come un importante problema di
salute pubblica e la malattia colpisce le donne, soprattutto in gravidanza, i neonati, gli anziani,
e le persone con sistema immunitario indebolito.

L. ivanovii®

La specie sono state divise in 2 sottospecie. Questi sono; Listeria ivanovii subsp. ivanovii e
Listeria ivanovii subsp. londoniensis®. Sono anaerobie facoltative e sono state isolate da
animali sani, portatori umani e dall'ambiente.

L. seeligeri’

Le cellule sono piccole bastoncini (da 0,4 a 0.8 x 0.5 a 2.5um), gram positivi. La crescita
avviene a 4 °C entro 5 giorni. Sono anaerobie facoltative e sono state isolate da piante, suolo
e feci di animali (pecore) in Europa.

L.innocua®®

L. innocua sono mesofile e operano in un intervallo di temperatura ottimale a 30-37° C con un
metabolismo molto complesso. Sono in grado di metabolizzare metano, zolfo e azoto, tra i
molti altri composti organici e inorganici. Questi microrganismi sono dotati anche di numerose
vie biosintetiche, inclusa la sintesi del peptidoglicano. L innocua, come altri componenti del
loro genere, sono anaerobie facoltative, il che significa che possono metabolizzare il glucosio
(e altri zuccheri semplici) sia in condizioni aerobiche che anaerobiche. Con il metabolismo
aerobico del glucosio, formano acido lattico e acido acetico. Tuttavia, in condizioni
anaerobiche, il metabolismo del glucosio produce solo acido lattico.

La specie é diffusa nell'ambiente e negli alimenti ed & stata anche associata a un caso
segnalato di batteriemia infausto.

L. welshimeri’
Le cellule sono piccole (da 0,4 a 0,5, da 0,5 a 2.0um) a bastoncino, mobili con flagelli
peritrichi.
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I metabolismo & anaerobico facoltativo. E’ prodotto acido, ma non gas da D-glucosio, D-
xilosio, e a-metil-D-mannoside. Acido pud o0 non puo essere prodotto da L-ramnosio. Acido
non é prodotto da D-mannitolo. Sono positive per catalasi, idrolisi dell’esculina, Voges-
Proskauer e test rosso metile, e negative per ossidasi, urea, idrolisi della gelatina, indolo,
produzione di H,S e riduzione dei nitrati.

Sono state isolate da piante in decomposizione e dal suolo.
L. grayi 10

Secondo Rocourt e al. (1992), Listeria grayi € un sinonimo eterotipico precedente di Listeria
murrayi e pertanto entrambe sono state assegnate a una sola specie, Listeria grayi.

Le cellule sono piccoli bastoncini peritrichi mobili.

Il metabolismo € anaerobio facoltativo e sono catalasi positive. La produzione di ossidasi,
urea e gelatina, H,S e indolo e negativa. | test di Voges-Proskauer e rosso metile sono
positivi. La riduzione dei nitrati a nitriti & variabile. L'acido, senza gas, € prodotto da glucosio,
mannitolo e altri zuccheri. Gli eritrociti di pecora non sono emolizzati.

Altri bastoncini Gram negativi non sporulanti

I microrganismi classificati come bastoncini Gram positivi privi di spore sono molto diversi non
solo morfologicamente, ma anche per metabolismo e struttura.

Specie Arcanobacterium™**2

Sono note 13 specie delle quali 5 sono state ri-assegnate al genere Trueperella e delle
restanti 8 specie, solo una é riconosciuta in grado d’infettare gli esseri umani,
Arcanobacterium haemolyticum.

Sia le cellule a forma di bastoncino che quelle coccoidi sono Gram positive, non acido-
resistenti e non mobili. Sono anaerobie facoltative. La crescita & notevolmente migliorata in
atmosfera di CO,. La crescita & scarsa sui terreni comuni ma € migliorata su quelli contenenti
sangue o siero. La temperatura ottimale per la crescita & di 37° C. Non sono in grado di
resistere al riscaldamento a 60° C per 15 minuti.

Le specie Arcanobacterium possono presentare reazioni variabili alla catalasi e sono positive
per il CAMP-test. Consultare le specie successive

Arcanobacterium haemolyticum 13

Le specie sono state isolate dalla gola di soggetti infetti. Dopo 48 ore le colonie su agar
sangue producono zone di 3-emolisi e hanno un aspetto simile a Trueperella pyogenes

Specie Aureobacterium***

Le specie di Aureobacterium sono aerobi obbligati, producono acido dai carboidrati per
ossidazione piuttosto che per fermentazione. | ceppi possono essere resistenti alla
vancomicina e possono essere differenziati dal C. aquaticum dall'idrolisi della gelatina e
caseina.

Specie Bifidobacterium1.16

Le specie Bifidobacterium variano per forma e possono essere ricurve, claviformi, bastoncini
ramificati o occasionalmente coccoidi, Gram positive, dimensioni 0,5-1,3 x 1,5-8um. Le
cellule spesso si colorano in modo irregolare. La crescita & anaerobica, ma alcune
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specie possono crescere in aria arricchita con 10% di CO,. Le specie Bifidobacterium non
sono sporigene, non acido resistenti e non fermentano i carboidrati.

Specie Brevibacterium®**’
Le specie Brevibacterium non sono mobili, sono alotolleranti (> 6,5% NaCl), aerobiche, ureasi
negative e catalasi positive.

Specie Cellulomonas®®*®

Esistono oltre 20 specie di Cellulomonas, di cui solo C. hominis e C. denverensis sono state
isolate dall'uomo. Possono essere non mobili o mobili a causa di flagelli laterali singoli o
sparsi lateralmente. Una delle loro principali caratteristiche distintive € la loro capacita di
degradare la cellulosa, utilizzando enzimi come endoglucanasi ed esoglucanasi. Il loro
metabolismo e sia ossidativo che fermentativo. Le specie di Cellulomonas differiscono dalle
specie di Oerskovia in quanto prive di crescita di ife.

Specie Cutibacterium (gia specie Propionibacterium)19.20

Al genere Cutibacterium appartengono solo 3 specie che sono state riassegnate dal genere
Propionibacterium e sono C. acnes, C. avidum e C. granulosum. Le specie Cutibacterium
sono bastoncini pleomorfi non mobili Gram positivi e generalmente crescono meglio in
anaerobiosi.

La specie tipo & Cutibacterium acnes.
Dermabacter hominis™?

Dermabacter hominis, attualmente unico membro del genere, non & emolitico, non mobile e
catalasi positivo. Le specie Dermabacter sono fermentative e producono acido da glucosio,
lattosio, saccarosio e maltosio. Idrolizzano I'esculina e producono fosfatasi alcalina,
pirrolidonil arilamidasi, leucina amminopeptidasi e DNasi. Non riducono il nitrato o produzione
di pirazinamidasi.

Erysipelothrix rhusiopathiae®

E. rhusiopathiae su agar sangue produce una zona sottile di a-emolisi. E' anaerobia facoltativa,
non mobile e catalasi negativa. Tutte le colonie sono chiare, circolari e molto piccole,
aumentando le dimensioni tendono ad assumere un’opacita blu pallida dopo ulteriore
incubazione o per invecchiamento. Le specie Erysipelothrix possono essere distinte dalla
specie Lactobacillus per la loro capacita di produrre H,S in un becco di clarino di triple sugar

iron agar.
Gardnerella vaginalis™*®

La Gardnerella vaginalis &€ pleomorfa, a forma di bastoncino, Gram variabile. E' anaerobia
facoltativa e non mobile. G. vaginalis non & sporigena, non é capsulata e ossidasi e catalasi
negativa. Produce acido dal glucosio e da altri carboidrati, ma non gas. Idrolizza l'ippurato e
non riduce i nitrati.

Specie Lactobacillus™*®

Le specie Lactobacillus sono formate da lunghi bastoncini Gram positivi. Le colonie possono
variare da piccole a medie, grigie e spesso sono a-emolitiche dopo 48 ore su agar sangue.
Sono anaerobie facoltative, raramente mobili e catalasi negative. Producono acido lattico
come principale prodotto finale.
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Specie Microbacterium*®*®

Le specie Microbacterium formano bastoncini piccoli, sottili di forma irregolare, Gram-positivi.
La temperatura di crescita ottimale e di 30°C. Le specie sono principalmente ossidative e il
loro metabolismo & aerobico, ma alcune specie possono essere fermentative. Possono

essere non mobili o mobili per presenza da 1 a 3 flagelli. La maggior parte delle specie sono
catalasi positive ma possono essere riscontrate specie negative.

Specie Mycobacterium

Le specie Mycobacterium diverse da Mycobacterium tuberculosis (MOTT) possono essere
isolate in coltura primaria per l'identificazione e/o prove di sensibilita entro 48 ore.(B 40 -
Investigation of Specimens for Mycobacterium species). Inviare al National Mycobacterium
Reference Services-South.

Specie Oerskovia®®

Le specie Oerskovia sono rappresentate da batteri Gram positivi non sporigeni. Formano un
micelio, un ifa di substrato ampiamente ramificato che si rompe per formare elementi a forma
di bastoncino mobili o non-mobili di forma coccoide. Non si formano ife aeree. Sono
anaerobie facoltative, fermentanti e catalasi positive. La motilita & variabile.

Specie Propionibacterium13

Le specie Propionibacterium sono Gram positive a forma di bastoncini pleiomorfi (corte forme
a Y"). | ceppi generalmente crescono meglio in condizioni anaerobiche, in particolare su
isolamento primario, producendo piccole colonie dopo 48 ore. Le specie Propionibacterium
sono anaerobie facoltative e non sono mobili. Sono catalasi positive tranne Propionibacterium
propionicum (ora noto come Pseudopropionibacterium propionicum ), che é catalasi negativo

Nota: Si deve notare che all'interno di questo genere, alcune specie sono state riclassificate
in altri generi.

Specie Rhodococcus?

Le specie Rhodococcus sono di solito Gram positive. Le cellule assumono forma di cocchi o
corti bastoncini che si sviluppano in lunghezza, e possono formare un micelio vegetativo
ampiamente ramificato che si pud frammentare. Di solito sono parzialmente acido-resistenti
per presenza di acido micolico nella loro parete cellulare. L'incubazione a 30°C puo
aumentare anche il loro riscontro.

Sebbene altre prove biochimiche possano aiutare a differenziare Rhodococcus da altri
microrganismi, questa possibilita nei confronti di altri actinomiceti aerobi puo essere difficile.
Le specie Rhodococcus tipicamente reagiscono positivamente alla catalasi, riduzione dei
nitrati e alle prove di idrolisi dell'urea e sono negative per ossidasi, idrolisi della gelatina, e alla
riduzione dei carboidrati. Non sono mobili e non producono spore. La loro incapacita di
fermentare i carboidrati &€ importante per differenziarle dai Corynebacteria. .

Specie Trueperella''?®
Attualmente sono note cinque specie classificate in modo certo nel genere Trueperella, e due
di queste causano infezioni nell’'uomo.

Le cellule sono coccobacilli non mobili, non formanti spore. Nei diversi terreni le dimensioni
delle cellule variano per forma e dimensione (0,2-0,9 x 60,3-2.5um). Le cellule da
brodocolture di 24 ore sono Gram positive, ma si pud osservare variabilita al Gram nelle
colture piu vecchie. Le colonie di specie Trueperella crescono come colonie puntiformi 3-
emolitiche. Cio si verifica sull'agar sangue di pecora dopo 24 ore di incubazione. Sono aerobie
e anaerobie facoltative. | componenti sono strettamente fermentativi. L'acido lattico ¢ il
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prodotto metabolico principale nel brodo estratto di lievito glucosio, mentre acetato e
succinato sono prodotti di minor quantita.

La specie tipo & Trueperella pyogenes24
Trueperella pyogenes®

Trueperella pyogenes € un bastoncino che puo presentare ramificazioni. T. piogenes e
facoltativamente anaerobio, non mobile e catalasi negativo, ma é stato segnalato un ceppo
positivo. [l metabolismo é strettamente fermentativo. La differenziazione tra T. pyogenes e A.
haemolyticum puo rivelarsi difficile ma pud essere distinta dalla fermentazione di a mannosio,
pirazinamidasi e test di gelatina.

Questo microrganismo é frequentemente isolato da numerose manifestazioni di malattia
piogeniche in molte specie animali e nell'uomo.

Trueperella bernardiae®

Trueperella bernardiae é rappresentata da bastoncini con predominanza di coccobacilli. Non
si osserva ramificazione primaria. T. bernardiae & anaerobia facoltativo, non mobile e catalasi
negativa e non produce acido dal glucosio dopo 48 ore d’incubazione.l diametri delle colonie
variano da 0,2 a 0,5 millimetri dopo 48 ore d’incubazione.

Questa specie é stata isolata dal sangue umano, e anche da ascesso dell’'orecchio e del
torace.

Turicella otitidis***%?°

Il genere comprende una sola specie, Turicella otitidis. Al microscopio assomiglia a un
corineiforme, ma ha cellule piu lunghe. Le colonie di T. otitidis sono convesse, di colore
biancastro, cremose con diametro da 1.0 a 2.0 mm dopo 48 ore d’incubazione. Non &
fermentante e si presenta sia isolata che come bastoncino Gram-negativo. Gli isolati
manifestano un’intensa reazione CAMP e sono DNasi positivi e catalasi positivi.

Qualche sistema d’identificazione commerciale pud spesso riconoscere erroneamente T
Otitidis come specie Corynebacterium. Questo microrganismo € stato isolato da secrezioni
dell'orecchio medio dei pazienti con otite media.

5 Informazioni Tecnica/Limitazioni

Differenziazione delle specie Listeria dagli streptococchi di Group B

Le colonie di specie Listeria assomigliano a quelle degli streptococchi di Gruppo B; il test della
catalasi é rapido, di facile esecuzione e aiuta a differenziare le specie Listeria da quelle degli
streptococchi di gruppo B. Le specie Listeria sono catalasi positive, mentre gli streptococchi di
gruppo B sono catalasi hegativi.

Test di motilita (consultare di seguito)

La motilita € uno dei numerosi parametri utilizzati per caratterizzare le specie Listeria. Questo
dovrebbe essere utilizzato congiuntamente ad altri test. Questo test non deve essere utilizzato
per l'identificazione primariia delle specie Listeria o scopi diversi dalla ricerca per la
determinazione della mobilita.

Le specie Listeria sono mobili per flagelli peritrichi a 20-25°C, non mobili a 35°C e oltre.
Pertanto, deve essere scelta per incubazione una temperatura adeguata per evitare falsi
risultati negativi. Occasionalmente, sono stati riscontrati ceppi non mobili?’.
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6 Considerazioni sulla Sicurezza®®®

Microrganismi di Gruppo di Rischio 2

Al personale in gravidanza dovrebbe essere vietato di lavorare con culture note o sospette per
specie Listeria.

Le procedure di laboratorio che generano aerosol infettivi devono essere eseguite in cabina
microbiologica di sicurezza.

Fare riferimento alle attuali linee guida sulla manipolazione sicura di tutti gli organismi
documentati in questa SMI del RU.

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

7  Microrganismi Bersaglio

Specie Listeria e altri bastoncini Gram positivi morfologicamente simili,
segnalati per avere causato infezione umana***°

Listeria monocytogenes, specie Arcanobacterium , Erysipelothrix rhusiopathiae

Altre specie Listeria segnalate come causa occasionale o di singola infezione
nell’'uomo®®"

Listeria ivanovii, Listeria seeligeri, Listeria innocua, Listeria grayi

Altre specie morfologicamente simili alle specie Listeria note per aver causato
infezione umana®?®%

Specie Aureobacterium, specie Bifidobacterium, specie Brevibacterium, specie Cellulomonas,
Dermabacter hominis

Altri bastoncini Gram positivi che sono stati implicati in infezioni umane™**®

8 Identificazione

8.1 Aspetto Microscopico

Colorazione Gram (TP 39 - Staining Procedures)

Bastoncini Gram positivi. L’aspetto microscopico varia nelle diverse specie.
Specie Listeria

Bastoncini Gram positivi di circa 0.5 x 0.5 — 3um con estremita arrotondate, isolati e talvolta in
coppie che possono assomigliare a ‘corineiformi’ o a diplococchi. Non formano spore e
ramificazioni e non sono dotati di capsula.

Specie Arcanobacterium

Sono cellule Gram positive con aspetto di bastoncino o coccoide; sono sottili, irregolari e
prevalentemente a forma di bastoncino o disposti ad angolo per realizzare formazioni a V
durante le prime 18 ore di crescita, nel tempo successivo diventano granulari e segmentati,
simili a piccoli cocchi, irregolari.
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Specie Aureobacterium
Le cellule sono bastoncini corti irregolari Gram positive.
Specie Bifidobacterium

Queste specie sono Gram positive, hanno una forma diversa e possono essere bastoncini
ricurvi, claviformi o ramificati o occasionalmente a forme coccoidi, da0,5a 1,3 x 1,5 a 8um.
Le cellule spesso si colorano in modo irregolare. Le colonie sono convesse, margine continuo
e da crema a bianche, lisce, luccicanti e morbide.

Specie Brevibacterium

Bastomcini Gram positivi presentano un ciclo marcato da rodococco. Nella sottocultura
recente, le cellule appaiono come bacilli, ma assumono forma di cocchi nelle culture piu
vecchie.

Specie Cellulomonas

Le cellule sono bastoncini irregolari sottili Gram positivi che producono colonie pigmentate
gialle o arancioni

Specie Cutibacterium

Bastoncini pleomorfi Gram positivi. Le colonie appaiono piccole, rotonde, opache, di colore da
bianco a biancastro che non sono emolitiche ma a volte sono 3 emolitiche dopo 5-6 giorni.

Dermabacter hominis

Sono bastoncini Gram positivi molto corti che possono essere erroneamente considerati come
cocchi.

Per tutte gli altri bastoncini Gram positivi privi di spore, consultare la sezione "Caratteristiche".
Erysipelothrix rhusiopathiae

Le cellule sono bastoncini sottili non sporulanti Gram positivi che si presentano in corte
catene, a coppie, in una configurazione a "V" o anche raggruppate in modo casuale. Questo
microrganismo puo apparire Gram variabile a causa della sua tendenza a decolorasi
rapidamente.

Specie Trueperella

Le cellule sono Gram positive, coccobacilli e bastoncini corti che si presentano singolarmente,
in coppie (V, T e formazioni a palizzata) o in gruppi.

8.2 Terreni di isolamento primario

Agar sangue incubato in 5-10% CO, da 35° C a 37° C per 16 a 48 ore.
Agar selettivo Listeria incubato in O, da 35° C a 37° C per 40 a 48 ore.
Nota: le specie Listeria sono anche in grado di crescere da 2° C a 43° C.

8.3 Aspetto colonie
Tabella 1: Riepilogo degli organismi e loro aspetto sulla piastra di agar sangue.

Microrganismo Caratteristiche di crescita su agar sangue dopo incubazione a 35-37°C
per 16-48 ore

L. monocytogenes Le colonie di hanno un diametro da 0,5 a 1,5 mm, lisce, traslucide
con un caratteristico aspetto di vetro smerigliato che puo essere
emulsionato e con una zona di -emolisi nebulosa che si estende da
1 a 2 mm dal bordo della colonia.
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L. ivanovii

Le colonie sono simili a quelle di L. monocytogenes ma sviluppano ampie
zone di emolisi completa con zone esterne di emolisi parziale Le cellule
sono piccole bastoncini mobili. Le colonie su agar sangue di pecora o di
cavallo (5%) sono fortemente -emolitiche. La crescita avviene a 4° C entro
5 giorni

L. seeligeri

Le cellule sono piccoli bastocini (da 0,4 a 0,8 x 0,5 a 2,5 pm) Le colonie
sono simili a quelle di L. monocytogenes ma sono prodotte zone di -
emolisi

L. innocua

Le cellule sono piccole bastoncini che appaiono isolati o in corte catene.
Colonie di color crema, prive di emolisi

L. grayi

Le colonie sono piccole, regolari, lisce con diametro da 1 a 2 mm di dopo 1-
2 giorni d'incubazione a 37°C.

L. welshimeri

Le cellule sono piccoli bastoncini (da 0,4 a 0,5 x 0,5 a 2,0 um). Gli eritrociti
di pecora non sono emolizzati. La crescita avviene a 4° C entro 5 giorni.

Specie
Arcanobacterium

Le cellule sono sattili, irregolari e prevalentemente a forma di bastoncino o
disposte ad angolo per dare formazioni a V durante le prime 18 ore di
crescita su agar sangue, nel tempo diventando granulari e segmentate,
somiglianti a piccoli cocchi irregolari. Dopo 48 ore d’incubazione, le colonie
producono zone di B-emolisi.

Specie Aureobacterium

Colonie non emolitiche, pigmentate di giallo.

Specie Bifidobacterium

Le colonie sono basse, grigio marrone, e ovoidali con centro opaco marrone
bordi traslucidi crenati

Specie Brevibacterium

Le colonie sono opache, bianco grigiastre, diametro 2 mm o maggiore dopo
24 ore, convesse con superficie liscia e lucida. Non sono emolitiche e
possono diventare giallo verdi dopo 48 ore.

Specie Cellulomonas

Non-emolitiche, colonie pigmentate gialle o arancione

Cutibacterium acnes

Le colonie sono rotonde, opache, di colore da bianco a biancastro a volte 3-
emolitiche dopo 5-6 giorni

Dermabacter hominis

Non-emolitiche, piccole grigie/bianche convesse con margine continuo

Erysipelothrix
rhusiopathiae

Dopo 48 ore di incubazione, si manifestano due tipi di colonie: una piccola
liscia, forma (S), 0.5-1mm di diametro, trasparente, convessa e circolare
con margine continuo. La forma grande rugosa (R) € piu piatta, pit opaca e
bordo irregolare. La maggior parte dei ceppi presenta una zona ristretta di
a-emolisi, ma le forme -R non producono emolisi.

Gardnerella vaginalis

La crescita € potenziata dall'aggiunta del 5-10% di co,. 2 Le colonie sono
piccole, circolari, convesse e grigie. Produce anche B-emolisi diffusa su
agar sangue di coniglio ma non su agar sangue di pecora. L'emolisi
sull'agar sangue di cavallo € variabile.

Specie Lactobacillus

Le colonie sono piccole e spesso a-emolitiche su agar sangue dopo 48 ore

Specie Microbacterium

Le colonie sono rotonde, convesse con margine continuo, umide, lucenti e
possono produrre un pigmento giallo o arancione.

Specie Oerskovia

Le colonie possono produrre un pigmento giallo.

Propionibacterium
species

Producono piccole colonie dopo 48 ore di incubazione. .

Specie Rhodococcus

Le colonie possono essere ruvide, lisce 0 mucose e sono incolori, crema,
beige, gialle, arancioni o rosse
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Specie Trueperella Colonie B-emolitiche crescono sull'agar sangue dopo 24 ore di incubazione e
dopo 48-72 ore di incubazione, le colonie hanno un diametro da 0,5 a 1,5 mm,
convesse, circolari e traslucide con bordi continui.

T. pyogenes produce zone evidenti di f-emolisi dopo 48 ore di incubazione.
L'emolisi di T. bernardiae & variabile.

Trueperella bernardiae Le colonie presentano emolisi variabile, appaiono circolari, lisce e leggermente
convesse con un aspetto vetroso.

Trueperella pyogenes Le colonie producono zone evidenti di B-emolisi dopo incubazione di 48 ore.
Appaiono convesse, bianche, lisce, traslucide e morbide con bordi continui.

Turicella otitidis Le colonie hanno un aspetto convesso, biancastro, cremoso e non emolitiche.

Altre specie di Listeria mostrano un aspetto simile delle colone e sono emolitiche o0 non
emolitiche: queste specie sono isolate molto raramente da sedi normalmente sterili e per
l'identificazione devono essere inviate al Laboratorio di Riferimento.

Per tutti gli altri bastoncini Gram positivi privi di sporel3.18

Su agar sangue l'aspetto varia nelle diverse specie, dopo incubazione aerobica a 35-37 ° C
per 16-48 ore. Consultare la Tabella 1 precedente.

8.4 Procedure del test

Test della Catalasi (TP 8 - Catalase Test)

Le specie Listeria sono catalasi positive.

Le specie Arcanobacterium possono fornire reazioni variabili della catalasi.
Erysipelothrix rhusiopathiae € catalasi negativa.

Per gli altri bastoncini non sporulanti consultare la Tabella 2 e I'Appendice.
Test di Motilita (TP 21 - Motility Test)

Questo e eseguito a 20°C - 25°C per le specie Listeria e a circa 30°C per tutti gli altri
microrganismi.

Tutte le specie Listeria presentano motilita disordinata a 20°C - 25°C ma non a temperatura
superiore a 30°C. Gli altri microrganismi possono essere mobili, ma non presentano questo
tipo di movimento.

Per le altri bastoncini non sporulanti, consultarela la Tabella 2 e I'Appendice
Sistemi commerciali di identificazione

| laboratori devono seguire le istruzioni del produttore per i test rapidi e le confezioni
commerciali

Matrix Assisted Laser Desorption lonisation Time-of-Flight (MALDI-TOF)*

Questo strumento ha dimostrato di essere rapido ed efficace per la propria riproducibilita,
velocita e sensibilitd analitica.

MALDI-TOF e stato sviluppato e validato per le specie e le caratteristiche delle specie Listeria
utilizzando isolati provenienti da numerose sedi.

E noto per essere stato utilizzato per identificare altri bastoncini Gram positivi non sporigeni
guali T. bernardiae, E.rhusiopathiae, A.haemolyticum e G.vaginalis33.34,
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Per ulteriori informazioni fare riferimento alla UK SMI TP 40 - MALDI TOF MS test procedure.

Amplificazione Acido Nucleico (Nucleic Acid Amplification Test-
NATTS)3536

La PCR si é ora affermata come una tecnica rapida, affidabile e riproducibile per
I'identificazione delle specie di Listeria e, cosa ancora piu importante, per la differenziazione di
L. monocytogenes da altre specie utilizzando sonde mirate verso geni che codificano per i
fattori di virulenza o geni di sottounita RNA.

Il saggio di sierotipizzazione basato per la PCR Multiplex, come quello con l'uso di primer
PCR specifici di gruppo, ha fornito ugualmente strumenti aggiuntivi per l'identificazione e il
raggruppamento di L. monocytogenes, tuttavia, € necessario prendere in considerazione la
tipologia del laboratorio e i campioni ricevuti.

Tabella 2: Caratteristiche fenotipiche della Listeria e di altri bastoncini gram-
positivi non sporigeni (eccetto Corynebacterium)

Microrganismi Colorazione Gram Catalasi Mobilita
Listeria Specie Positiva Positiva Positiva
Arcanobacterium haemolyticum Positiva Negativa Negativa
Specie Aureobacterium Positiva Positiva Variabile
Specie Bifidobacterium Positiva Negativa Negativa
Specie Brevibacterium Positiva Positiva Negativa
Specie Cellulomonas Positiva Positiva Variabile
Cutibacterium Positiva Positiva Negativa
Dermabacter hominis Positiva Positiva Negativa
Erysipelothrix rhusiopathiae Positiva Negativa Negativa
Gardnerella vaginalis Variabile Negativa Negativa
Specie Lactobacillus Positiva Negativa Raramente mobile
Specie Microbacterium Positiva Variabile Variabile
Specie Oerskovia Positiva Positiva Variabile
Specie Propionibacterium Positiva Positiva Negativa
Specie Rhodococcus Positiva Positiva Negativa
Trueperella pyogenes Positiva Negativa Negativa
Trueperella bernardiae Positiva Negativa Negativa
Turicella otitidis Positiva Positiva Negativa
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8.5 Identificazione successiva

Dopo il rilievo della morfologia delle colonie, test della catalasi, test di motilita e risultati di
identificazione biochimica, se e richiesta un’ulteriore identificazione, inviare l'isolato al
Laboratorio di Riferimento.

Sono stati sviluppati numerosi metodi di tipizzazione rapida per isolati da campioni clinici;
questi includono tecniche molecolari come Fluorescent Amplified Fragment Length
Polymorphism (AFLP) e Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE). Tutti questi approcci
consentono la sottotipizzazione di ceppi non correlati, ma lo fanno con diversa accuratezza,
capacita discriminatoria, 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.

Sequenziamento dell'intero genoma (WGS)37

Il sequenziamento dell’'intero genoma (WGS), noto anche come sequenziamento della
complessa struttura del genoma, € un metodo di laboratorio che determina la sequenza
completa del DNA del genoma di un microrganismo in una sola volta.

Il WGS é stato utilizzato con successo per esplorare il genoma dei microrganismi, nonché per
identificare i geni riconosciuti responsabili della patogenesi, per sviluppare metodi migliori per
I'identificazione dei ceppi e per far progredire la comprensione dell'evoluzione dei
microrganismi. L'analisi WGS puo fornire dati filogenetici, che aiutano a eseguire la
sorveglianza in tempo reale o retrospettiva di L. monocytogenes e le relative indagini sulle
epidemie3s,

Polimorfismo a singolo nucleotide (SNP)39

L'approccio basato sul polimorfismo a singolo nucleotide (SNP) ¢ il principio piu
comunemente usato per il recupero delle informazioni di sottotipizzazione dai dati WGS. Gili
SNP sono flessibili, non richiedono uno schema ridefinito e forniscono una risoluzione di
sottotitolazione eccezionalmente elevata.

SNP & usato per la tipizzazione altamente discriminante di L. monocytogenes.
Sequenziamento del gene dell'TRNA 16540

Il sequenziamento del gene 16S rRNA & un metodo di identificazione genotipica ampiamente
riconosciuto utile per la sottotipoizzazione molecolare delle specie e dei ceppi batterici.

Questo metodo di sequenziamento dellrRNA 16S e utilizzato per la speciazione rapida,
specifica e sensibile degli isolati di Listeria, honché per la differenziazione all'interno delle
specie per gli isolati di L.monocytogenes, L.innocua e L.welshimeri

8.6 Conservazione e Invio

Se necessario, conservare l'isolato puro su becco di clarino di agar sangue o nutriente per
linvio al laboratorio di riferimento
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9 Refertazione

9.1 Infectione Specialistica®

L'infezione é pil comunemente acquisita dal consumo di cibo contaminato (incluso quello
servito in ospedale), anche se l'infezione crociata nelle sedi di consegna € ben documentata.
L'isolamento del battere é pit frequente dal sangue o LCS. Informare linfettivologo di tutte le
Listeria monocytogenes identificate in modo preliminare e confermate, e di altre specie di
Listeria isolate da sedi sterili quando il modulo di richiesta contiene informazioni pertinenti, ad
esempio

e Paziente di >60 anni, immunocompromesso, gravida o neonato

e Sospetto di sepsi, meningite/o meningoencefalite in soggetti con alcolismo, abuso di
altre sostanze o immunocompromessi. Inoltre, i pazienti con altri gravi disturbi
soggiacenti, come il cancro o i pazienti che ricevono trattamenti che inducono
neutropenia e/o mucosite

e Ricerca per epidemie

Informare linfettivologo del presunto e confermato isolamento di bastoncini hon-sporigeni
Gram positivi. In genere, questi includeranno

e Casi di sospetta endocardite

e Infezione di dispositivi medici permanenti (valvole protesiche, pacemaker, cateteri
peritoneali e vascolari, shunt LCR)

e Anamnesi con abuso di sostanze, alcolismo, immunodeficienza o altri gravi disturbi
soggiacenti, come il cancro o pazienti in trattamento che inducono neutropenia e/o
mucosite

Seguire i protocolli locali per la segnalazione al medico.

9.2 Identificazione preliminare

Se sono dimostrate le caratteristiche di crescita appropriate, aspetto delle colonie,
colorazione Gram della coltura e risultati della catalasi.

9.3 Conferma dell’identificazione

La conferma dell'identificazione e la tossigenicita dei bastoncini Gram positivi non sporigeni
sono eseguite solo dall'Unita di riferimento Antimicrobial Resistance and Healthcare
Associated Infections Reference Unit (AMRHAI), mentre la conferma dell'identificazione per
gli isolati di L. monocytogenes e le specie di Listeria € effettuata dai servizi di riferimento della
Foodborne Pathogens Reference Services presso la Gastrointestinal Bacteria Reference Unit,
Colindale. ..

9.4 Groppo Protezione Lavoro (Health Protection Team (HPT)
Fare riferimento agli accordi locali nelle amministrazioni decentrate.

9.5 Salute Pubblica Inglese (Public Health England)*

Fare riferimento alle attuali linee guida sulla segnalazione SGSS.

9.6 Prevenzione infezione e gruppo di controllo (Infection and
prevention control team)

Informare il Gruppo di Prevenzione e Controllo delle Infezioni degli isolati presunti e
confermati di L. monocytogenes secondo i protocolli locali.
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10 Invio ai laboratori di riferimento

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

Microrganismi con resistenze insolite o inattese, o associati a un problema di laboratorio o
clinico, o un'anomalia che richieda un'indagine, devono essere inviati al laboratorio di
riferimento appropriato.

Contattare il laboratorio nazionale di riferimento appropriato per informazioni sulle prove
disponibili, tempi di consegna, procedure di trasporto e qualsiasi altro requisito per l'invio del
campione:

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

Scozia

https://www.hps.scot.nhs.uk/a-to-z-of-topics/reference-laboratories/

Irlanda del Nord
http://www.publichealth.hscni.net/directorate-public-health/health-protection
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Identificazione di specie Listeria e altri bastoncini Gram positivi non-sporulanti
(eccetto Corynebacterium)

Campioni clinici

C

)

v

Agar sangue

v

Colonie non-pigmentate translucide emolitiche (colonie non-
emolitiche di L. monocytogenes sono occasionali)

v

Agar Listeria selectivo
contenente Esculina

v

Colonie nere con zone nere marrone attorno
alle colonie (specie Listeria)

Morfologia della colonia ed emolisi variano rispetto agli
altri bastoncini Gram positivi (consultare 3.3)

A

v

Colorazione Gram su cultura pura

v

Bastoncini Gram positivi

Se colorazione Gram diversa fare riferimento all’appropriata UK SMI

v

Catalasi

ATl Cisteria sp.
Propionibacterium sp.
Aureobacterium sp.
Brevibacterium sp.
Cellulomonas sp.
Cutibacterium sp.
Dermabacter sp.
Oerskovia sp.
Rhodococcus sp.
Turicella sp.
Microbacterium sp.

Arcanobacterium sp.*

Negativa

Arcanobacterium haemolyticum
Trueperella pyogenes
Trueperella bernardiae
Bifidobacterium species
Erysipelothrix rhusiopathiae
Gardnerella vaginalis
Lactobacillus sp.
Propionibacterium propionicum

v

| Test di monbilita

\ 2

| Mobilita disordinata

Negativa

Tutte le Listeria sp.

Some Listeria strains*
Propionibacterium sp.
Brevibacterium sp.
Rhodococcus sp.
Turicella sp.
Cellulomonas sp.*
Cutibacterium sp.
Microbacterium sp.*

Aureobacterium sp.*
Microbacterium sp.*
Arcanobacterium sp.*
Lactobacillus sp.
Gardnerella vaginalis
Dermobacter hominis
Bifidobacterium sp.
Oerskovia sp.*

Trueperella pyogenes * Trueperella bernardiae
Erysipelothrix rhusiopathiae

A 4
Altra motilita es
moto Browniano

v

Identificazione successiva
se clinicamente richiesta

Inviare l'isolato al
laboratorio di
Riferimento

Identificazione sistema
commerciale

Questo diagramma e solo a scopo indicativo
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