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SUMMARY The objective of this study was to evaluate the susceptibility of 40 L. monocytogenes

strains isolated from seafood and processing environments to 19 antibiotics currently
used in veterinary and human therapy. Susceptibility tests were performed by the au-
tomated system VITEK2. Apart from Penicillin, Ampicillin and Trimethoprim-Sul-
famethoxazole, for which clinical breakpoint for Listeria susceptibility testing are de-
fined according to the Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI), in the pres-
ent study the CLSI criteria for staphylococci were applied. This study shows that isolated
L. monocytogenes strains are susceptible to the antibiotics commonly used in veterinary
and human listeriosis treatment. Very few strains (7,5%) showed a resistance behav-
iour towards Oxacillin, whereas a variable pattern was showed for Ciprofloxacin and
Moxifloxacin. Moreover, an increase in tetracycline resistance, reported by several au-
thors, can not be confirmed in this study, probably due to the different sources of strains
isolation. At last, the VITEK2 system represents a rapid and easy-to-use means for an-
timicrobial susceptibility test of Listeria monocytogenes. In conclusion, because of the in-
crease of antimicrobial resistance showed by L. monocytogenes, a continuous surveil-
lance of emerging antimicrobial resistance among this pathogen is important to ensure
effective treatment of human listeriosis. These data can be used for improve background
data on antibiotic resistance of strains isolated from food and food environment, even
considering the lack of clinical breakpoint provided by the CLSI.
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INTRODUZIONE

La listeriosi è una patologia causata da Listeria

monocytogenes, un microrganismo ampiamente dif-
fuso nell’ambiente, che può contaminare i vegetali,
le carni, i prodotti ittici, il latte ed i prodotti derivati
(1). Questa situazione contribuisce a diffondere il
microrganismo lungo l’intera filiera alimentare (2,
3). Mentre l’esposizione al microrganismo è piutto-
sto comune (4), l’insorgenza della patologia, gene-
ralmente, non causa sintomi o si manifesta nella
forma enterica simil-influenzale con febbre, vomito
e diarrea ed eliminazione del patogeno attraverso le
feci (5). Nelle fasce di popolazione a rischio (neonati,

donne gravide, anziani, pazienti immunocompro-
messi) sono note due forme morbose principali: li-
steriosi perinatale e listeriosi degli adulti. In en-
trambi i casi le forme cliniche corrispondono ad una
infezione disseminata ed a forme localizzate al si-
stema nervoso centrale (6). Sono riconosciute anche
forme atipiche caratterizzate da endocarditi, mio-
carditi, arteriti, polmoniti, epatiti, artriti (6). Il nu-
mero di casi di listeriosi alimentare è aumentato
progressivamente negli ultimi anni (7), anche a
causa dei cambiamenti nello stile alimentare. Per
questi motivi una diagnosi precoce di listeriosi e una
terapia antimicrobica appropriata sono fondamen-
tali.
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L. monocytogenes è sensibile alla maggior parte

degli agenti antimicrobici (8). Il trattamento di ele-

zione è costituito generalmente da un -lattamico (ad

es. ampicillina o penicillina G), eventualmente as-

sociato (nei pazienti immunocompromessi) ad un

aminoglicoside (gentamicina) (4). Il trattamento di

seconda scelta è costituito dall’associazione tra il tri-

metoprim e un sulfonamide (quale, ad esempio, il

sulfametossazolo), soprattutto per i pazienti aller-

gici ai -lattamici (9). Dopo il primo isolamento di un

ceppo multiresistente di L. monocytogenes nel 1988

(10), sono stati isolati altri ceppi resistenti ad uno o

più antibiotici (9, 11, 12), quali, ad esempio, tetraci-

cline, gentamicina, penicillina, ampicillina, strepto-

micina, eritromicina, ecc. Vari autori (13, 14, 15)

hanno evidenziato una frequenza sempre maggiore

di ceppi resistenti a vari antibiotici, indicando, con-

seguentemente, la necessità di monitorarne il com-

portamento.

Lo scopo del presente lavoro è stato quello di va-

lutare la minima concentrazione inibente (MIC) dei

principali agenti antimicrobici impiegati in terapia

umana e veterinaria, nei confronti di ceppi di L. mo-

nocytogenes isolati da prodotti ittici e ambienti di la-

vorazione.

MATERIALI E METODI

Per questo studio sono stati considerati 40 ceppi

di L. monocytogenes, di cui 32 provenienti da pro-

dotti ittici e 8 dai relativi ambienti di lavorazione.

Sono stati utilizzati, inoltre, 6 ceppi di riferimento

(ATCC 7644, 15313, 19111, 19114, 19115 e NCTC

11994). Tutti i ceppi (ad eccezione di quelli di riferi-

mento) sono stati isolati ed identificati con la meto-

dica UNI EN ISO 11290-1 ed in seguito sono stati

sottoposti al test di sierotipizzazione usando Liste-

ria Antisera “SEIKEN” (Denka Seiken, Tokyo,

Japan) in accordo con le istruzioni fornite dal pro-

duttore. Gli isolati sono, in seguito, stati sottoposti a

multiplex PCR per l’identificazione di genere e di

specie (16).

Per il test di sensibilità agli antibiotici è stato

impiegato il sistema automatizzato VITEK2 (bioMé-

rieux, Marcy L’Etoile, Francia). Dai ceppi coltivati

in Trypticase Soy Agar (TSA) (Oxoid, Milano, Italia)

sono state allestite sospensioni con torbidità pari a

0,5 McFarland in soluzione salina allo 0,45%. Le so-

spensioni sono state utilizzate per caricare le card

dello strumento, seguendo le istruzioni del produt-

tore. Sono state utilizzate le card AST-P535, la cui

composizione è riportata in tabella 1, progettate per

la valutazione della resistenza antimicrobica di sta-

filococchi ed enterococchi, non essendo prodotte card

specifiche per il genere Listeria. Per la definizione

della sensibilità nei confronti delle penicilline e degli

inibitori del ciclo metabolico dei folati sono stati con-

siderati i breakpoint forniti dal Clinical and Labo-

ratory Standard Institute (CLSI) (17, 18). Negli altri

casi, non essendoci limiti per L. monocytogenes, sono

stati considerati i criteri del CLSI per gli stafilococ-

chi coagulasi negativi (8). A questo scopo, sono stati

considerati i seguenti ceppi di controllo: Staphylo-

coccus aureus ATCC 25923, S. aureus ATCC 29213,

Enterococcus faecalis ATCC 29212.

I dati ottenuti sono stati elaborati e convertiti in

variabili nominali e in variabili continue. Su questi

valori è, quindi, stato possibile eseguire l’analisi sta-

tistica utilizzando il software SPSS (Chicago, IL,

USA) ver. 13.0.

RISULTATI 

E CONCLUSIONI

Lo scopo del presente lavoro è stato quello di

analizzare la sensibilità antimicrobica di 40 ceppi di

Listeria monocytogenes isolati da alimenti e am-

bienti di lavorazione. Il range delle MIC degli anti-

biotici testati è riportato nella Tabella 1.

Dei 40 ceppi considerati, la maggioranza (57,5%)

apparteneva ai sierotipi 1/2a, il 20% al 1/2b, il 10%

al 4b, il 7,5% al 1/2c e il rimanente al 4b/4e.

La maggior parte dei ceppi era sensibile alla

gran parte degli antimicrobici testati (tabella 1).

Non è stata trovata nessuna correlazione statistica

tra il comportamento dei ceppi isolati e il sierotipo o

l’origine degli stessi. Tutti i ceppi si sono rivelati

sensibili alle tetracicline, agli aminoglicosidi, ai ma-

crolidi, ai glicopeptidi ed all’associazione trimeto-

prim-sulfametossazolo. Tra i -lattamici, la benzil-

penicillina, era la più efficace, visto che la MIC era

mediamente di 0,25 g/ml. Tre ceppi (7,5%) erano re-

sistenti all’oxacillina. Di questi, due sono stati isolati

da prodotti, mentre uno dall’ambente di lavorazione.

Alcuni autori (8, 19) riportano percentuali di resi-

stenza per questa molecola, decisamente più alte,

anche se un confronto è difficile, considerando che

nessuno degli autori citati ha analizzato ceppi isolati

da prodotti ittici. Come atteso, tutti i ceppi erano, al

contrario, resistenti alla fosfomicina e all’acido fusi-

dico. Comportamenti variabili sono stati evidenziati

relativamente ai chinoloni ed ai lincosamidi. In par-

ticolare, per la ciprofloxacina, la maggior parte di

ceppi (95%) era sensibile, ma un ceppo mostrava

una resistenza intermedia e un altro era resistente.

Per la moxifloxacina la variabilità è stata ancora
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maggiore: il 60% dei ceppi era sensibile, mentre il

40% mostrava un comportamento intermedio. In-

fine, relativamente ai lincosamidi, un solo ceppo

aveva un comportamento intermedio nei confronti

della clindamicina, mentre tutti gli altri erano sen-

sibili. In generale, i valori ottenuti in questo studio

sono simili a quelli riportati da altri autori (20). Al

contrario, non possiamo confermare l’aumento della

resistenza alle tetracicline, ampiamente riportato in

letteratura (9, 13, 14). Nessuno dei ceppi considerati

nel nostro studio, infatti, era resistente a questo an-

tibiotico. Questo potrebbe essere dovuto al fatto che

molto spesso viene riportato il comportamento di L.

monocytogenes nel caso di ceppi isolati da carni ot-

tenute da bovini, suini o pollame, che frequente-

mente vengono trattati in allevamento con varie so-

stanze antimicrobiche, anche come supplementa-

zione con i mangimi. Questa evenienza è, al contra-

rio, meno frequente nel caso di prodotti ittici d’alle-

vamento e addirittura impossibile per i prodotti pe-

scati. Infine, l’impiego del sistema automatizzato

VITEK2 per la valutazione della sensibilità agli an-

timicrobici, ha permesso standardizzare le opera-

zioni e di rendere rapido l’ottenimento dei risultati.

In conclusione, il presente studio rappresenta un

apporto alle conoscenze relative alla sensibilità na-

turale di L. monocytogenes nei confronti dei mag-

giori presidi antimicrobici. Lo studio dell’antibiotico-

resistenza dei patogeni zoonotici è, infatti, un tema

di grande attualità: questi dati forniscono, infatti,

utili informazioni sia a fini epidemiologici, sia al fine

di facilitare la scelta degli antibiotici verso i quali è

presente una maggiore sensibilità naturale, al fine

di migliorare il trattamento nel corso di infezione.

Tabella 1: composizione della card AST-P535 e profilo della sensibilità antimicrobica

Antimicrobico Range Numero di isolati (%)

(µg/ml) R I S 

Penicillina 0,03-0,5 0 0 100 

Ampicillina 2-32 0 0 100 

Ampicillina/Sulbactam 2-32 0 0 100 

Oxacillina 0,25-4 7,5 0 92,5 

Imipenem 1-16 0 0 100 

Gentamicina 0,5-16 0 0 100 

Ciprofloxacina 0,5-8 2,5 2,5 95 

Moxifloxacina 0,25-8 0 60 40 

Eritromicina 0,25-8 0 0 100

Clindamicina 0,25-8 0 2,5 97,5

Chinupristina/Dalfopristina 0,25-16 0 0 100

Linezolid 0,5-8 0 0 100

Teicoplanina 0,5-32 0 0 100

Vancomicina 1-32 0 0 100

Tetraciclina 1-16 0 0 100

Fosfomicina 8-128 100 0 0

Acido Fusidico 0,5-32 100 0 0

Rifampicina 0,5-32 0 0 100

Trimetoprim/Sulfametossazolo 10-320 0 0 100
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