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1. INTRODUZIONE

Il termine micobatteriosi comprende le patologie causate da micobatteri che non fanno
parte del Mycobacterium tuberculosis complex e che non appartengono alle specie
Mycobacterium leprae.

Fra i micobatteri non tubercolari (MNT o pit comunemente NTM, in inglese) ad oggi si
distinguono oltre 190 specie [1,2] normalmente presenti nell'ambiente (suolo ed acque);
alcune di queste specie possono essere responsabili di patologie umane in presenza di
fattori predisponenti. Le piu frequenti sono le patologie respiratorie, meno frequenti
quelle linfonodali, cutanee, osteo-articolari e disseminate. Il laboratorio di
micobatteriologia ha un ruolo critico nella diagnosi di NTM.

La diagnostica delle micobatteriosi polmonari presenta delle peculiarita dovute alla
natura ubiquitaria degli NTM. | criteri ATS/ERS/ESCMID/IDSA [1, 2] raccomandano
l'utilizzo combinato di criteri clinici, radiologici e microbiologici per la diagnosi di malattia
polmonare da NTM (Tab. 1).

Tabella 1 - Criteri Clinici e Microbiologici per la diagnosi di malattia polmonare da NTM?

Clinico Sintomi polmonari o sistemici

Opacita nodulari o cavitarie sulla radiografia del| Entrambi
Radiologico torace o una TAC che mostri bronchiectasie con richiesti
piccoli noduli multipli

e Esclusione di altre diagnosi

1. Coltura positiva da almeno due campioni separati di espettorato.
Se i risultati non sono diagnostici, prendere in considerazione la
ripetizione di microscopia e coltura su nuovi campioni di espettorato

oppure

2. La coltura positiva per NTM da broncolavaggio
Microbiologico? oppure

3. Biopsia transbronchiale o altra biopsia polmonare positiva per
NTM o biopsia con caratteristiche istologiche compatibili con
inferzione da micobatteri (infammazione granulomatosa o
microscopia positiva per BAAR) e uno o piu espettorati o
broncolavaggio con coltura positiva per NTM

(®) Il consulto tra esperti e necessario soprattutto quando vengono rilevati NTM che si
isolano raramente o che di solito rappresentano una contaminazione ambientale. |
pazienti sospettati di avere una malattia polmonare da NTM ma che non soddisfano i
criteri diagnostici devono essere seguiti fino a quando la diagnosi non venga stabilita con
certezza o esclusa. La diagnosi di malattia polmonare da NTM non richiede di per sé
listituzione di una terapia, che e una decisione basata sui potenziali rischi e benefici della
terapia per i singoli pazienti.

(°) Quando si ottengono due colture positive, gli isolati devono essere della stessa specie
di NTM (o sottospecie nel caso di M. abscessus) per soddisfare i criteri di malattia.

La significativita di un NTM isolato da escreato di un soggetto che presenta i criteri clinici
deve essere interpretata in base al numero di colture risultate positive per la stessa
specie. Infatti gli NTM isolati da materiali respiratori sono spesso contaminanti ambientali
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e un singolo campione di espettorato non & sufficiente per distinguere tra contaminazione
e malattia. Inoltre, la stessa specie di NTM deve essere isolata in due o piu colture
indipendenti di espettorato, raccolti a distanza di circa una settimana, perché possa
essere considerata significativa. In presenza di un solo isolamento, se il sospetto clinico
e elevato, puo essere giustificata la raccolta di un campione mediante metodiche invasive
o di ulteriori espettorati. La positivita per NTM da un singolo campione di escreato puo
essere considerata diagnostica solo se questo e stato isolato da un paziente in cui la
biopsia polmonare evidenzi lesioni granulomatose. Un solo isolamento, con quadro
clinico compatibile, pud essere invece considerato diagnostico se ottenuto da bronco-
lavaggio.

Per il follow-up sono previsti esami colturali dellespettorato a 3 e 6 mesi e
successivamente a intervalli di 6 mesi a meno che l'aggravamento del quadro clinico
suggerisca scadenze piu ravvicinate.

Per le patologie micobatteriche extra-respiratorie lisolamento singolo di NTM da
linfonodo, biopsia o sangue e invece sempre diagnostico.

L'esame microscopico per la ricerca di NTM ha sensibilita molto bassa. Tuttavia, quando
risulta positivo indica una carica microbica elevata e la contaminazione del campione
risulta pertanto poco probabile. In tali casi e consigliata l'esecuzione della PCR per M.
tuberculosis complex che, se negativa, conferma indirettamente la micobatteriosi. La
procedura di colorazione non differisce da quella utilizzata nella diagnostica del bacillo
tubercolare (vedi Annesso 1)

L'esame colturale non differisce da quello per la ricerca del bacillo tubercolare (ved/
Annesso 2). Deve quindi essere eseguito in parallelo sia su terreno solido che liquido.
Possono tuttavia rendersi necessari tempi e temperature di incubazione differenti, a
seconda del sospetto diagnostico. Ad esempio, M. xenop/ presenta crescita rallentata in
terreno liquido alla temperatura di incubazione standard di 36°C, & quindi consigliabile, in
caso di sospetto e coltura negativa alla scadenza prevista di 42 giorni, il prolungamento
dell'incubazione per ulteriori due settimane. In caso di sospetto da M. marinum su
campioni di natura cutanea e raccomandata l'incubazione del terreno solido a 32°C.

L'identificazione e uno dei punti critici per una corretta diagnosi di malattia da NTM. Le
varie specie hanno infatti differente patogenicita e differente sensibilita ai farmaci.
Attualmente esistono quattro metodiche che permettono di ottenere identificazioni
qualitativamente accettabili: LPA, realtime PCR specifiche per alcune specie di NTM, il
sequenziamento genico mediante tecnica Sanger (ved/ Annesso 3) e la spettrometria di
massa (MALDI-TOF MS). | limiti dei kit molecolari sono rappresentati dal modesto
numero di specie che possono essere identificate e dalla cross-reattivita di alcune sonde.
Nell'identificazione mediante sequenziamento di geni target U'esperienza del microbiologo
gioca un ruolo fondamentale tanto nella scelta della regione genica da sequenziare che
nell'interpretazione del risultato. Il sistema MALDI-TOF MS ha semplificato
lidentificazione dei micobatteri; al momento il principale elemento limitante sembra
essere il database di spettri micobatterici disponibile nel sistema (ved/ Annesso 4). La
possibilita negli ultimi anni di poter sequenziare lintero genoma (WGS) consente di
superare i limiti dei test convenzionali, utilizzati per la diagnosi delle infezioni da
micobatteri, e al contempo di comprendere meglio la diversita globale delle specie NTM.
WGS puo identificare tutti i singoli polimorfismi nucleotidici (SNP) associati a resistenza,
cosi come SNP filogenetici caratteristici per le singole specie NTM [3].
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La tecnologia WGS per lidentificazione di micobatteri e attualmente disponibile solo in
pochi laboratori di riferimento cui devono essere inviati i ceppi quando il clinico lo ritenga
necessario (ved; Annesso 5).

Per lantibiogramma dei NTM, le linee guida CLSI [4,5] raccomandano limpiego della
microdiluizione in brodo con determinazione delle MIC. In linea generale un vero e
proprio antibiogramma puo essere eseguito sulle specie a crescita rapida mentre, per
quelle a crescita lenta, e previsto il saggio della sensibilita solo per alcune specie e
limitatamente a pochi farmaci (ved/ Annesso 6).
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2. FASE PREANALITICA

La resa diagnostica dei test microbiologici dipende in larga misura dalla probabilita pre-
test, ovvero dalla probabilita che il paziente in esame abbia realmente un'infezione
dovuta al microrganismo oggetto della ricerca [1].

Perché la probabilita pre-test di una malattia da micobatteri sia sufficientemente elevata
e necessario che:

in caso di localizzazione polmonare, siano presenti:

- sintomi tipici (tosse, febbre e sudorazioni notturne di durata superiore alle 3 settimane,
accompagnate o meno da emottisi) oppure sintomi compatibili (espettorazione, calo
ponderale);

- associazione con quadri radiologici del torace caratteristici (lesioni cavitarie o nodulari,
infiltrati alveolari o interstiziali localizzati prevalentemente ai lobi superiori o al
segmento apicale del lobo inferiore), oppure con quadri radiologici compatibili
(adenopatia ilare, addensamenti simil-pneumonitici, atelettasia, versamento pleurico,
bronchiectasie) [2] oppure con il rilevamento, allesame TAC del torace, di noduli
centrolobulari con aspetto di “albero in fiore”,

in caso di localizzazione extrapolmonare, siano presenti:

- segni e sintomi localizzati associati a diagnostica per immagini compatibile con
infezione da micobatteri [3].

Importanti eccezioni riguardano:

- i pazienti gravemente immunodepressi (in particolare HIV-positivi), che possono
presentare gravi forme polmonari anche in assenza di lesioni radiologiche [4,5];

/ pazienti pediatrici (<10 anni di eta), nei quali si puo avere scarsa sintomatologia clinica
associata a opacita polmonari e adenopatia ilare [6,7].

Il materiale da inviare in laboratorio deve essere prelevato dal distretto corporeo sede
della sospetta infezione, anche nel caso in cui sia necessario adottare procedure invasive
(Tab. 7).

L'attendibilita dei risultati dipende dalle modalita con cui i campioni sono stati prelevati,
trasportati e conservati.

2.1. RACCOLTA DEI CAMPIONI

Il prelievo del materiale deve essere effettuato:

- prima dell'inizio della terapia antibiotica; e tuttavia possibile inviare campioni successivi
per il follow-up del paziente in terapia;

- in modo sterile, per evitare contaminazioni;

- in quantita adeguata, per evitare falsi negativi;

- inun numero adeguato di campioni, per evitare falsi negativi,
- evitando, ove possibile, l'uso di tamponi;

- utilizzando contenitori monouso sterili, con tappo a vite;

- senza l'aggiunta di conservanti o fissativi,

- facendo attenzione a non contaminare la superficie esterna del contenitore con il
materiale biologico.
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Il contenitore deve essere contrassegnato con un’etichetta indicante i dati anagrafici del
paziente, il tipo di materiale, la sede di prelievo, la data e l'ora di raccolta.

Le indicazioni sulla modalita di raccolta dei micobatteri sono riportate nella Tabella 1.

La localizzazione di gran lunga piu frequente delle infezioni micobatteriche e quella
polmonare, pertanto la maggioranza dei campioni e rappresentata da materiale di origine
respiratoria.

Espettorato

Due campioni di 2 3 ml devono essere raccolti nella stessa giornata o in giorni diversi di
cui almeno uno di primo mattino. | campioni prelevati la mattina presto (cioé poco dopo il
risveglio del paziente) hanno la massima resa [8]. Al fine di ottenere un campione
adeguato per qualita e quantita e preferibile che il paziente sia assistito da personale
qualificato durante la raccolta [8,9]. L'espettorato deve provenire dalle basse vie aeree,
espulso con un colpo di tosse. Il campione non deve essere costituito da saliva o
contaminato da secrezioni naso-faringee. La raccolta nello stesso contenitore di escreati
prelevati in momenti diversi non e accettabile.

Espettorato indotto

Se il paziente ha difficolta nell'espettorare spontaneamente si puo ricorrere all'induzione
facendogli inspirare, lentamente e profondamente per un periodo di 15-20 minuti, un
aerosol di soluzione salina ipertonica generato sterilmente da un nebulizzatore
ultrasonico [10]. Per evitare rischi di trasmissione nosocomiale, l'induzione aerosolica
deve essere eseguita in condizioni di isolamento respiratorio. La procedura per la
raccolta dell'espettorato indotto & ben tollerata da tutti i pazienti, bambini inclusi. Poiché
'aspetto dell’espettorato indotto e quasi sempre salivare, si raccomanda di segnalare al
laboratorio la natura del materiale, per evitare che possa essere considerato non idoneo.
Nonostante questa modalita di raccolta sia poco utilizzata nella pratica clinica in ltalia,
numerosi studi hanno dimostrato che ha una resa diagnostica superiore all'aspirato
gastrico [11] e pari, o addirittura superiore, a quella dei materiali raccolti mediante
broncoscopia [9, 12]. L'escreato indotto risulta vantaggioso rispetto alla broncoscopia
anche dal punto di vista del rapporto costo/beneficio [2].

Broncoaspirato, lavaggio bronco-alveolare

| campioni prelevati tramite broncoscopia sono diventati oggi i materiali respiratori piu
frequentemente utilizzati dopo gli espettorati. Tale ricerca e giustificata solo nel caso in
cui la ricerca su escreato abbia dato esito negativo, in particolare in pazienti con lesioni
cavitarie o infiltrati polmonari, e nei soggetti immunodepressi sia in presenza che in
assenza di anormalita radiologiche del polmone. La resa diagnostica del broncolavaggio
e superiore a quella dell'aspirato gastrico [13], ma uguale, o lievemente inferiore, a quella
dell'escreato e dell'escreato indotto [12,14]. Una buona resa diagnostica caratterizza i
campioni di escreato raccolti subito dopo l'esecuzione della broncoscopia. Il volume del
prelievo di broncoaspirato e lavaggio bronco-alveolare non deve essere inferiore a 3 mL
[6]. | broncoscopi devono essere disinfettati accuratamente per evitare cross-
contaminazioni [15,16]

Aspirato gastrico

L'aspirato gastrico, riservato ai casi in cui il paziente non sia in grado di espettorare
spontaneamente o dopo induzione aerosolica, e il pit comunemente impiegato nei
bambini. Va eseguito al mattino, quando il paziente e a digiuno da almeno otto ore,
utilizzando 25-50 mlL di acqua distillata sterile. La procedura, eseguita in 3 giorni
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consecutivi, richiede l'ospedalizzazione del paziente e la disponibilita di ambienti idonei
all'isolamento respiratorio ed e controindicata in bambini affetti da diatesi emorragiche o
con basso numero di piastrine. Il pH del campione deve essere neutralizzato entro un’ora
dal prelievo, aggiungendo all'aspirato carbonato di sodio [8].

Liquidi cavitari

| materiali contenuti in raccolte chiuse, quali liquido pleurico, pericardico, sinoviale,
ascitico e peritoneale, devono essere prelevati usando tecniche di aspirazione o
procedure chirurgiche pit complesse. Devono essere usate provette con anticoagulante,
poiché il liquido prodotto nel corso di una reazione infiammatoria (essudato) puo
contenere fibrinogeno. Dato che 'EDTA é tossico per i micobatteri e l'eparina puo inibire
la Tag polimerasi, lanticoagulante di riferimento & il citrato trisodico. Il volume
consigliato e di almeno 15 mL [17]. L'espettorato indotto si & dimostrato piu efficace del
liquido pleurico e inferiore alla sola biopsia pleurica, per la diagnosi microbiologica di
pleurite tubercolare [18]. Nei pazienti immunocompetenti con pleurite tubercolare
diagnosticata istologicamente, la coltura del liquido pleurico & positiva in meno del 40%
dei casi, mentre tale percentuale risulta molto piu elevata nel caso in cui il campione
venga prelevato da un empiema pleurico. Infatti la pleurite e prevalentemente reattiva nel
primo caso, mentre e sicuramente legata alla presenza dell'agente eziologico nel
secondo. Stando cosi le cose, la coltura del liquido pleurico dovrebbe essere richiesta
basandosi sulla presenza di fattori predittivi di malattia tubercolare, quali un forte
sospetto clinico, una pleurite meta-pneumonica o un empiema pleurico [18]

Liquido cefalo-rachidiano (liquor)

Occorre prelevarne il massimo volume possibile. Per un esame adeguato sono necessari
non meno di 2-3 mL [6]. Nel caso in cui non si possa disporre della quantita indicata, i test
debbono essere eseguiti a partire da quello di maggiore sensibilita indipendentemente
dalla richiesta del clinico. Si eseguira per prima l'amplificazione genica utilizzando test
molecolari ad alta sensibilita, poi la coltura. La microscopia ha una sensibilita molto
bassa anche dopo concentrazione del liquor [19].

Materiali necrotico-purulenti

Fatta eccezione per i casi di drenaggio spontaneo (tragitti fistolosi da linfonodi colliquati o
apertura all'esterno di raccolte ascessuali), i materiali necrotico-purulenti vengono
raccolti tramite agoaspirato transcutaneo. La tecnica dell'agoaspirato pu0 essere
applicata anche a linfonodi o a masse localizzate in sede mediastinica, endoaddominale
e/o retroperitoneale, eseguendo il prelievo in corso di broncoscopia o di endoscopia
dellapparato digerente [20]. L'uso del tampone deve essere limitato ai casi in cui il
prelievo con siringa non sia possibile; in tali casi si stempera il materiale prelevato dalla
lesione in 2-3 mL di soluzione fisiologica sterile, ripetendo l'operazione piu volte fino ad
ottenere un campione piuttosto denso. | materiali raccolti mediante tamponi posti in
terreno di trasporto agarizzato non sono idonei [17].

Urine

Dopo pulizia accurata dei genitali esterni, si raccolgono almeno 50 mL di urina
includendo anche il primo mitto [17]; la modalita di raccolta mediante mitto intermedio e
sconsigliata. E raccomandato linvio di 3 campioni della prima urina del mattino raccolti in
giorni consecutivi [8]. In alternativa il prelievo puo essere effettuato mediante
cateterizzazione o con puntura sovrapubica. La raccolta delle 24 ore o le urine da sacca
non sono utilizzabili a causa della frequenza con cui si verificano contaminazioni. Pazienti
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sottoposti ad antibioticoterapia ad ampio spettro possono eliminare con le urine sostanze
capaci di inibire o ritardare la crescita dei micobatteri (in particolare i chinoloni).

Feci

Occorre raccogliere una piccola quantita di feci (pari al volume di una noce) in un
contenitore sterile, prestando attenzione a non contaminarlo esternamente. Non e
possibile utilizzare tamponi rettali. La ricerca dei micobatteri su campioni di feci non e
raccomandata, puo essere tuttavia utilizzata per la diagnosi di tubercolosi polmonare in
pazienti anziani e dal 2021, (OMS) ha raccomandato le feci come nuovo tipo di campione
insieme all'espettorato (espettorato o indotto), aspirato nasofaringeo o aspirato gastrico
(AG) nei bambini di eta inferiore a 10 anni con segni e sintomi di tubercolosi polmonare
che, non riuscendo ad espettorare, deglutiscono l'escreato [6, 7]; essa dovrebbe essere
preventivamente concordata con il clinico.

Biopsie o prelievi operatori

| tessuti devono essere posti in contenitori sterili senza conservanti o fissativi; in nessun
caso i frammenti devono essere avvolti in garza. Occorre aggiungere soluzione salina
sterile in quantita sufficiente da evitare lessiccamento dei campioni di piccole
dimensioni. Poiché si tratta di campioni ottenuti tramite procedure invasive e che
rivestono un ruolo diagnostico insostituibile, @ necessario attivarsi per evitare che al
momento del prelievo anche la parte da inviare alla microbiologia sia posta
erroneamente in fissativo, come quella destinata all'anatomia patologica. Nel sospetto di
micobatteriosi disseminata e in assenza di segni di localizzazione si pud eseguire una
biopsia epatica. Nel caso di sospetta tubercolosi genitale femminile il materiale di
elezione e l'endometrio ottenuto mediante raschiamento.

Materiale da lesioni cutanee

La raccolta mediante tampone deve essere limitata ai casi in cui non sia possibile
eseguire biopsia o agoaspirato. Nelle ulcere si deve raccogliere il campione alla periferia
della lesione. | materiali raccolti mediante tamponi con terreno di trasporto agarizzato
non sono idonei.

Sangue e midollo emopoietico

Sangue e midollo osseo costituiscono i materiali d’elezione per la diagnosi delle forme
disseminate [22]. Per il prelievo di sangue periferico occorre disinfettare la cute con le
stesse modalitd delle emocolture tradizionali. E possibile effettuare il prelievo
direttamente nel flacone di coltura nel caso in cui si impieghino sistemi che prevedono
flaconi dedicati. Si consiglia, dove possibile prelevare almeno 2 emocolture, nello stesso
momento oppure entro le 24 ore. Due emocolture aumentano la resa diagnostica, in
particolare in pazienti con infezione da HIV quando l'espettorato non e ottenibile [22, 23].

2.2. MODALITA DI CONSERVAZIONE E TRASPORTO

Il trasporto al laboratorio deve essere il piu rapido possibile [8].

| campioni dovrebbero essere processati entro poche ore dal momento del loro arrivo in
laboratorio; la conservazione e tuttavia possibile a +4°C per un massimo di 2-3 giorni,
periodo per il quale & preservata la vitalita dei micobatteri. Fanno eccezione le
emocolture che vanno conservate a temperatura ambiente.

Per la spedizione si devono seguire le modalita previste dalla Circolare dei Ministero
della Salute n°® 3 dell’'8 maggio 2003. Utili indicazioni sono anche contenute in: Spedizione
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sicura di campioni e materiali infetti. In: Manuale di biosicurezza in laboratorio. Annali
delllstituto Superiore di Sanita. Supplemento al n° 2, vol. 31, pag. 44-49, 1995.

Idoneita dei campioni

Campioni non idonei o pervenuti in quantita insufficiente non dovrebbero essere accettati,
segnalando al clinico i motivi del rifiuto. Tali campioni dovrebbero essere tuttavia
conservati per almeno 2 giorni per fornire al clinico l'opportunita di richiederne, in via
eccezionale, il trattamento nel caso di impossibilita di raccogliere un campione adeguato.

Tabella 1 - Specifiche per la raccolta di campioni biologici per la ricerca di micobatteri

TIPO DI CAMPIONE REQUISITI ISTRUZIONI SPECIFICHE NON IDONEI
25-10 mL raccolto al
mattino dopo almeno 8 Neutralizzazione con Campioni non

Aspirato gastrico ore di digiuno, per 3 carbonato di sodio neutralizzati

giorni consecutivi

Broncoaspirato,
BAL,aspirato trans- | 23 mL
tracheale

Disinfezione accurata del
broncoscopio

3-5 mL almeno 2
campioni di cui almeno
uno del mattino presto e | Istruire il paziente su come
il secondo raccolto espettorare

anche a poche ore di
distanza

Espettorato Saliva, pool di campioni

5-10 mL raccolto al
Espettorato indotto mattino, per 3 giorni
consecutivi

Specificare che si tratta di
espettorato indotto

Non idoneo per colturale di

3-5 g in contenitore TB, utilizzabile per

Feci . determinazione molecolare
senza conservanti i
se processato in modo
adeguato
Linfonodo, o porzione di . . S .
. . Aggiungere una piccola Campioni in fissativi,
. esso, in contenitore LY e . A .
Linfonodo . . guantita di fisiologica campioni inclusi in
senza fissativo o . )
sterile paraffina
conservante
Liquidi cavitari: Per la diagnosi di pleurite
pleurico, 215 mL in provetta sterile | tubercolare sono piu
pericardico, con citrato trisodico indicati biopsia pleurica e
peritoneale espettorato indotto
Liquor 22 mL
Se non é possibile eseguire
il prelievo con siringa o
Materiale da lesione | La quantita massima biopsia utilizzare tamponi Tampone con terreno di
cutanea possibile senza terreno di trasporto | trasporto agarizzato
(o terreno di trasporto
liquido)
Se non é possibile eseguire
il prelievo con siringa o
Materiale necrotico- | La quantita massima biopsia utilizzare tamponi Tampone con terreno di
ascessuale possibile senza terreno di trasporto | trasporto agarizzato
(o terreno di trasporto
liquido)
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Midollo emopoietico

La quantita massima
possibile direttamente
nel flacone da
emocoltura specifico per
micobatteri, o in provetta
con citrato trisodico

Campione coagulato o
raccolto con EDTA

Tessuto o biopsia

21gin contenitore senza
fissativo o conservante

Aggiungere una piccola
quantita di fisiologica
sterile

Campioni in fissativi,
campioni inclusi in
paraffina

Sangue mestruale

Alcuni mL raccolti in
provetta con eparina al
2°-3° giorno del flusso
mestruale

Preferibilmente eseguire
curettage dell'endometrio

Campione coagulato

Sangue periferico

Direttamente nel flacone
da emocoltura specifico
per micobatteri

Almeno 2 prelevati
contemporaneamente o
entro le 24 ore

Campione coagulato o
raccolto con EDTA

Urina

Prima urina del mattino
(almeno 50 mL), ottenuta
anche mediante catetere,

Il mitto intermedio &
sconsigliato

Urina delle 24 h, urina da
sacca, volumi inferiori a

per 3 giorni consecutivi 50 mL
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3. Annesso 1 - ESAME MICROSCOPICO

'esame microscopico e un test diagnostico rapido ed economico per evidenziare la
presenza di micobatteri in un campione biologico. Il limite principale del metodo e
rappresentato dalla scarsa sensibilita (25-75% rispetto allesame colturale), dovuta al
fatto che per la positivita e necessaria la presenza di un numero elevato di micobatteri
nel campione (circa 104 bacilli/mL). Inoltre, la microscopia e dotata di scarsa specificita,
dal momento che le proprieta tintoriali sono comuni anche ad altri microrganismi, non
consente di identificare la specie micobatterica e non fornisce informazioni sulla vitalita
dei microrganismi. Nonostante non sia piu raccomandato come test iniziale per la
diagnosi di TB, rimane utilizzato per il monitoraggio della terapia in associazione alla
coltura e nell'identificazione di casi altamente bacilliferi.

| micobatteri sono microrganismi difficilmente colorabili a causa della presenza
dell’elevato contenuto lipidico della parete batterica. Questa caratteristica fa si che,
diversamente dalla grande maggioranza dei batteri, i micobatteri si colorino poco o per
nulla con la colorazione di Gram, mentre sono in grado di legare stabilmente alcuni
coloranti in soluzione fenolica, trattenendoli anche se sottoposti a un trattamento di
decolorazione molto energico eseguito con una miscela di acido forte e alcol. Tale
proprieta e conosciuta come alcol-acido-resistenza.

E possibile effettuare la ricerca microscopica di micobatteri su qualsiasi materiale
biologico con la sola eccezione del sangue, in cui leventuale carica batterica e
solitamente inferiore alla soglia di sensibilita del metodo. Sui campioni clinici l'esame
microscopico eseguito direttamente, cioe senza decontaminazione e concentrazione
mediante centrifugazione, e sconsigliato, dal momento che riduce ulteriormente la gia
bassa sensibilita del test. La colorazione per la ricerca di bacilli alcol-acido-resistenti
(BAAR), oltre che sui campioni clinici di soggetti con sospetta infezione micobatterica,
deve essere eseguita su colonie cresciute in coltura per confermare la presenza di
micobatteri.

Due tipi di colorazione sono comunemente impiegate per rilevare BAAR: la colorazione
con carbolfucsina e la colorazione con fluorocromi (auramina, auramina-rodamina). A
sua volta, la colorazione con carbolfucsina puo essere eseguita con il metodo Ziehl-
Neelsen, in cui i vetrini sono scaldati durante la colorazione, o con il metodo a freddo
Kinyoun. Le colorazioni con carbolfucsina permettono di evidenziare in maniera ottimale
le caratteristiche morfologiche dei microrganismi e sono caratterizzate da maggiore
specificita rispetto a quelle con fluorocromi, in confronto alle quali, tuttavia, richiedono un
tempo di osservazione maggiore. La lettura dei preparati con fluorocromi richiede un
microscopio a fluorescenza e una maggior esperienza da parte delloperatore, ma
comporta una sensibilita maggiore dato che, utilizzando ingrandimenti minori, permette, a
parita di tempo, l'osservazione di aree piu vaste del preparato. La microscopia a LED ha
sostituito la microscopia a fluorescenza per i costi inferiori a parita di risoluzione [1,2].

3.1. ESECUZIONE DELLO STRISCIO

Tutte le procedure vanno eseguite in cappa di sicurezza di classe Il. La microscopia puo
essere eseguita anche direttamente da campione biologico a seconda delle possibilita
diagnostiche del laboratorio. In questo caso e bene selezionare la parte del campione
muco-purulenta ed evitare la parte salivare.

- utilizzare vetrini ben sgrassati, opportunamente contrassegnati con lidentificativo del
campione;
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- trasferire una porzione del campione sul vetrino utilizzando un’ansa o una pipetta.
Distribuire il materiale su una superficie di approssimativamente 1,5 x 2 cm, facendo
attenzione che il preparato non risulti eccessivamente spesso o sottile (vedi fig. 1):

Figura 1. Preparazione dello striscio

Troppo Giusto Troppo
spesso spessore sottile

- per i campioni concentrati (tramite centrifugazione per 15 minuti a 3000 x g oppure
mediante citocentrifugazione) utilizzare una o due gocce di sedimento;

- qualora si parta da campioni clinici non concentrati occorre selezionare il materiale
delle aree necrotico-purulente;

- lasciare asciugare all'aria;
- fissare i vetrini mediante piastra riscaldante (65°-75°C) per almeno due ore.

3.2. COLORAZIONE

Sono commercialmente disponibili e ampiamente usati i coloratori automatici, che
consentono di processare un elevato numero di campioni. Tali apparati richiedono
reagenti dedicati e sono in grado di realizzare sia la colorazione con carbolfucsina che
con fluorocromi. Di seguito sono comunque descritte le procedure manuali.

3.2.1. COLORAZIONE DI ZIEHL-NEELSEN (CARBOLFUCSINA A CALDO)
Tutte le operazioni vanno eseguite sotto cappa chimica.
Procedimento:

- coprire il vetrino con carbolfucsina di Ziehl Scaldare lentamente, fino alla formazione
dei primi vapori, passando sotto il vetrino la fiamma di un batuffolo di cotone impregnato
di alcol. Colorare per 5 minuti aggiungendo, se necessario, nuovo colorante in modo che
il preparato rimanga costantemente coperto. NB. | vapori che si sviluppano sono tossici,

- lavare con acqua di fonte;

- decolorare con la miscela acido-alcol effettuando due o piu passaggi della durata di 30
secondi, fino a quando nel liquido di lavaggio non vi e piu traccia di colorante;

- sciacquare il vetrino con acqua di fonte;

- colorare con blu di metilene per almeno 30 secondi;
- lavare con acqua di fonte e scolare i vetrini;

- asciugare all'aria.
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L'osservazione microscopica viene effettuata con obbiettivo 100x, ad immersione. |
microrganismi alcol-acido-resistenti appaiono di colore rosso, gli altri batteri e lo sfondo,
di colore azzurro-blu.

3.2.2. COLORAZIONE DI KINYOUN (CARBOLFUCSINA A FREDDO)

Tutte le operazioni vanno eseguite sotto cappa chimica.

Procedimento:

- coprire il vetrino con carbolfucsina di Ainyoun. Colorare per cinque minuti;
- lavare con acqua di fonte;

- decolorare con la miscela acido-alcol effettuando due o piu passaggi della durata di 30
secondi, fino a quando nel liquido di lavaggio non vi sia piu traccia di colorante;

- lavare con acqua di fonte;

- colorare con blu di metilene per almeno 30 secondi;
- lavare con acqua di fonte e scolare i vetrini;

- asciugare all'aria.

L'osservazione microscopica viene effettuata con obbiettivo 100x, ad immersione. |
microrganismi alcol-acido-resistenti appaiono di colore rosso, gli altri batteri e lo sfondo
di colore azzurro-blu.

3.2.3. COLORAZIONE FLUOROCROMICA CON AURAMINA E SUE VARIANTI

Procedimento:

- coprire il vetrino con auramina, colorare per 15 minuti senza riscaldare;
- lavare con acqua di fonte;

- decolorare con la miscela acido-alcol per 2 minuti,

- lavare con acqua di fonte;

- colorare con permanganato di potassio per non piu di 2 minuti. Se lasciato agire piu a
lungo, il permanganato di potassio puo legarsi allauramina attenuando cosi la
fluorescenza di eventuali bacilli alcol-acido-resistenti;

- lavare con acqua di fonte e scolare i vetrini;
- asciugare all'aria.

L'osservazione microscopica va effettuata entro 24 ore (la fluorescenza decade nel
tempo); in caso di lettura ritardata conservare i vetrini al buio alla temperatura di 2-4 °C.

L'osservazione dei vetrini viene effettuata utilizzando un microscopio a fluorescenza
dotato di lampada a vapori di mercurio o un microscopio a LED; si utilizzano obbiettivi da
20x o 40x. | microrganismi alcol-acido-resistenti appaiono fluorescenti in giallo-arancio
contro lo sfondo scuro. Varianti della colorazione fluorocromica usano, come colorante
primario, una miscela di auramina O e rodamina, che da ai micobatteri un aspetto dorato,
0o, come colorante secondario, l'arancio di acridina, che produce uno sfondo rosso
tendente all'arancio.

Nei casi dubbi e possibile sovracolorare con carbolfucsina, senza previa decolorazione,
un preparato gia colorato con fluorocromi.
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3.3 OSSERVAZIONE MICROSCOPICA

Si suggerisce di esaminare il vetrino osservando un numero adeguato di campi
microscopici prima di considerarlo negativo (circa 80 campi usando la microscopia a
fluorescenza e 300 campi usando la microscopia ottica a immersione). Il metodo di
lettura deve garantire l'osservazione di una parte significativa del campione eseguendo
una serie di passaggi lungo gli assi maggiore e minore del preparato [1]. | micobatteri
tubercolari appaiono come bastoncelli lunghi e sottili (2-8 x 0,5um), talvolta ricurvi,
isolati o pil spesso riuniti in gruppetti. Talvolta possono presentare un aspetto
bandeggiato con zone scarsamente colorate o del tutto prive di colore. Alcune specie di
micobatteri non tubercolari hanno un aspetto microscopico pleomorfo che pud andare
dalle forme coccoidi a quelle allungate. Raramente possono osservarsi micobatteri
ramificati, piu spesso tale morfologia & riferibile a presenza di Nocardia sp. Qualora, in
preparati allestiti da colture in terreno liquido, si osservino fasci serpentiformi alcol-
acido-resistenti formati da numerosi bacilli allineati in lunghe file parallele (cordoni), la
presenza di M. tuberculosis e da ritenersi altamente probabile; un aspetto simile puo
essere eventualmente osservato anche in presenza di altri micobatteri, quali
Mycobacterum chelonae, Mycobacterium abscessus o Mycobacterium ulcerans.

3.4 MICROSCOPIA A LED

Evidenze sperimentali promuovono la microscopia a LED come sostituto di entrambi i
metodi convenzionali microscopia a fluorescenza e microscopia di preparati colorati con
carbolfucsina. La microscopia a LED facilita lidentificazione dei BAAR, puo essere
utilizzato con la colorazione con auramina, e conveniente (la durata della lampada e
superiore a 10.000 ore), ha bassi requisiti di alimentazione e puo essere facilmente
introdotto nei centri di microscopia, incluse strutture periferiche. Inoltre, l'intensita della
luce puo essere facilmente regolata.

Poiché la microscopia basata su LED e stata riconosciuta come un importante sviluppo
nella fluorescenza diretta microscopia, 'OMS ha raccomandato che sostituisca la
microscopia a fluorescenza convenzionale e che venga introdotta gradualmente come
alternativa alla microscopia Zieh{-Neelsen convenzionale nei laboratori sia ad alto che a
basso carico di lavoro.

3.5 REFERTAZIONE

L'esame microscopico ha un tempo di refertazione massimo di 24 ore lavorative a partire
dall’arrivo del campione in laboratorio. In assenza di diagnosi nota di TB, la positivita
microscopica (confermata da test molecolare per MTB) deve essere comunicata
tempestivamente al clinico per permettere limmediato isolamento del paziente, la cui
contagiosita e direttamente proporzionale al numero di bacilli evidenziati. L'esame
negativo va refertato come: “Negativo per bacilli alcol-acido-resistenti”; quello positivo
deve essere refertato, in base al tipo di colorazione utilizzata e al numero di bacilli alcol-
acido resistenti presenti nei campi microscopici osservati a diversi ingrandimenti, come
indicato nello schema riportato in tabella 1.
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Tabella 1 - Schema di refertazione dell'esame microscopico [1]

BAAR OSSERVATI PER COLORAZIONE A BASE DlI: REFERTO
CARBOLFUCSINA AURAMINA AURAMINA
Obiettivo 100x Obiettivo 20x Obiettivo 40x
0 0 0 Negativo
1-2 per 300 campi 1-2 per 30 campi 1-2 per 70 campi Rari BAAR
1-9 per 100 campi 1-9 per 10 campi 2-18 per 50 campi Positivo +
1-9 per 10 campi 1-9 per campo 4-36 per 10 campi Positivo ++
1-9 per campo 10-90 per campo 4-36 per campo Positivo +++

>9 per campo

>90 per campo

>36 per campo

Positivo ++++

2.
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4. Annesso 2 - DECONTAMINAZIONE E COLTURA

Se comparata a quella di altri batteri, la crescita dei micobatteri e lenta e la comparsa
delle colonie richiede, in condizioni ottimali di incubazione, tempi che variano, a seconda
delle specie, da pochi giorni a varie settimane.

/ campioni biologici da inoculare in coltura si suddividono in:

- contaminati da flora residente o durante il prelievo, quali ad esempio espettorato,
espettorato indotto, aspirato gastrico, tampone laringeo, lavaggio bronco-alveolare,
aspirato bronchiale, urine, feci, prelievi autoptici, sangue mestruale;

- non contaminati perché provenienti da siti sterili, quali ad esempio sangue, midollo
osseo, liquidi cavitari, liquido cefalo-rachidiano, urine ottenute mediante puntura
sovrapubica, aspirati da puntura trans-tracheale.

| campioni contaminati richiedono un processo di decontaminazione, omogeneizzazione e
concentrazione. Per i campioni sterili e sufficiente il processo di concentrazione, a meno
che il clinico non segnali il sospetto di una concomitante infezione da altri batteri.

4.1. PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

| campioni provenienti dalle basse vie respiratorie non richiedono trattamenti diversi
dalla normale decontaminazione; altri tipi di campione necessitano invece di procedure
particolari [1].

Prelievi bioptici

Occorre ridurli in frammenti minuti con forbici o bisturi sterili o tissue grinder, quindi
sospenderli in soluzione fisiologica e omogeneizzarli, prima di procedere all'esecuzione
di esame microscopico e colturale. Nei casi in cui esista la possibilita di un'infezione da
germi diversi dai micobatteri (su indicazione clinica o se la richiesta include anche la

ricerca dei germi comuni) puo essere utile eseguire in doppio l'esame colturale, sia prima
che dopo decontaminazione.

Feci

Per 'esame colturale, occorre sospendere una piccola quantita di materiale in 5 mL di
brodo Middlebrook 7H9, omogeneizzare al vortex, filtrare per rimuovere i frammenti piu
grossolani, e decontaminare.

Aspirato gastrico

E necessario, prima della decontaminazione, neutralizzare il pH aggiungendo al campione
carbonato di sodio (qualora non sia gia stato fatto al momento del prelievo); in alternativa
e possibile centrifugare il campione, risospendendo il sedimento in 5-10 mL di tampone
fosfato 0,067 M a pH 6,8.

Liquidi cavitari

E sufficiente concentrare per centrifugazione (3000 x g per 15 minuti) e quindi decantare
ed eseguire lo striscio microscopico e la semina direttamente dal sedimento.

Campioni raccolti con tampone

Porre il tampone in una provetta contenente 2-3 mL di soluzione fisiologica, agitare al
vortex per almeno 30 secondi, recuperare il tampone e scartarlo dopo averlo premuto
contro la parete interna della provetta. Concentrare mediante centrifugazione (3000 x g
per 15 minuti) la sospensione cosi ottenuta e seminare il sedimento sia direttamente che
previa decontaminazione.
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Urine

Il campione va centrifugato a 3000 x g per 15 minuti. Dopo decantazione e risospensione
del sedimento in 5 mL di soluzione salina si procede alla decontaminazione.

4.2. DECONTAMINAZIONE

La decontaminazione ha lo scopo di abbattere la carica microbica contaminante ai piu
bassi livelli possibili affinché non interferisca con la crescita dei micobatteri. La
decontaminazione puo influire sulla vitalita degli stessi micobatteri, percio e
fondamentale il rispetto dei tempi di contatto tra campione e decontaminante [1, 2, 3].

Nei materiali di origine respiratoria provenienti da pazienti affetti da fibrosi cistica sono
spesso presenti varie specie batteriche in carica elevata. La presenza, piuttosto
frequente, di Pseudomonas aeruginosa in carica elevata, porta pressoché invariabilmente
alla contaminazione della coltura per micobatteri. Per ovviare al problema i materiali
suddetti vengono sottoposti ad una decontaminazione piu energica o a una doppia
decontaminazione:

- trattamento preliminare con N-acetil-L-cisteina e idrato di sodio;

- seconda decontaminazione con acido ossalico, da eseguirsi direttamente sul sedimento
ottenuto dal trattamento precedente.

Il campione viene successivamente seminato utilizzando i normali terreni di coltura per
micobatteri. | trattamenti di decontaminazione riducono la vitalita dei micobatteri per cui
una doppia decontaminazione potrebbe causare colture falsamente negative [4].

Colonie di M. abscessus vengono spesso rilevate su terreno selettivo utilizzato per
lisolamento di Burkholderia cepacia complex nell'espettorato di pazienti affetti da fibrosi
cistica (prolungando l'osservazione da 5 a 14 giorni) [5]. Diversi studi mostrano un
recupero ottimale di NTM a crescita rapida, soprattutto M. abscessus, mediante coltura
su un terreno selettivo per NTM a crescita rapida e terreno selettivo per Burkholderia
cepacia, senza decontaminazione dei campioni di espettorato [6,7].

NALC-IDRATO DI SODIO

E il metodo piU adottato e utilizza come agente fluidificante N-acetil-L-cisteina (NALC) e
come decontaminante idrato di sodio (NaOH) alla concentrazione del 2% [3].

Esistono prodotti commerciali pronti alluso che forniscono tutti i reagenti per la
decontaminazione secondo la procedura NALC-NaOH. Per i dettagli operativi dei singoli
kit si rimanda alle rispettive istruzioni del produttore.

Nell'attivita di routine e necessario tenere sotto controllo la percentuale di colture
contaminate. La percentuale di contaminazione deve rimanere compresa fra il 3% e il 5%;
una percentuale inferiore al 3% denota un processo di decontaminazione troppo energico,
una percentuale superiore al 5% € indice di una decontaminazione troppo debole o di una
incompleta fluidificazione. Nei terreni liquidi, la cui composizione e estremamente ricca,
puo risultare difficile rispettare il limite del 5% (non deve superare comunque il 7-8% nei
materiali respiratori).

E anche possibile ridecontaminare il sedimento di una coltura liquida contaminata con
pari volume di NaOH al 4% e successivamente procedere a un nuovo inoculo.

Associazione Microbiologi Clinici Italiani ETS (AMCLI ETS)
Via C. Farini 81 - 20159 Milano - T. 02 66801190 - segreteriaamcli@amcli.it
N. 26168 iscrizione RUNTS - sez. “G - altri enti del Terzo Settore” - Iscrizione REA MI - 1969948
C.F. 06653690153 - P.l. 12404560158



23/44 ‘ Percorso Diagnostico MICOBATTERIOSI ‘ 2023

4.3. ESAME COLTURALE

Gli attuali standard internazionali raccomandano l'uso di terreni liquidi e solidi (per
lisolamento dei micobatteri da campioni biologici) [1, 2, 3, 8].

La coltura in terreno solido pud essere eseguita a partire da qualsiasi tipo di materiale
biologico. La crescita dei micobatteri avviene piu comunemente a 35-37 °C, ma per alcune
specie sono richieste temperature di crescita differenti, quali ad esempio 30 0 42 °C.

Qualora si sospetti la presenza di Mycobacterium haemophilum, soprattutto nel caso di
pazienti gravemente immunodepressi con lesioni cutanee o in presenza di linfoadeniti in
eta pediatrica (che colpiscono anche i bambini immunocompetenti), possono essere
utilizzati sia terreni a base di uovo, addizionati con ammonio citrato ferrico all'1%, che
terreni agarizzati addizionati con emina allo 0,2% [9].

4.3.1. COLTURA IN TERRENO SOLIDO

| terreni solidi piu utilizzati sono a base di uova con verde malachite (Loéwenstein-
Jensen) o agarizzati (Middlebrook 7H10 e 7H11).

Dopo l'omogeneizzazione e l'eventuale decontaminazione, i campioni vanno inoculati
nelle provette di terreno solido, in ragione di 0,10-0,25 mL (2-5 gocce). Le provette
devono essere incubate in posizione inclinata, in modo che il materiale possa ricoprire
per intero tutta la superficie del becco di clarino, con il tappo lasciato allentato per
permettere l'evaporazione della parte liquida dell'inoculo. Dopo qualche giorno, quando il
terreno sara asciutto, occorre serrare il tappo ed e possibile proseguire l'incubazione in
posizione verticale.

L'incubazione deve essere protratta per almeno 8 settimane; lincubazione fino a 12
settimane puo rendersi necessaria per permettere la crescita anche dei ceppi disgonici o
a crescita particolarmente lenta quali Mycobacterium ulcerans e Mycobacterium
malmoense.

Per campioni di origine cutanea, o quando il clinico sospetti la presenza di particolari
specie micobatteriche (Mycobacterium marinum o Mycobacterium ulcerans), si
raccomanda di seminare due set di terreni, di cui uno incubato a 37°C e uno a
temperatura inferiore (30-32°C). E consigliabile prolungare i tempi di incubazione oltre le
8 settimane anche nel caso di linfoadenopatie in eta pediatrica con microscopia positiva e
negativita colturale rilevata nei tempi standard. Si raccomanda che tutti i terreni solidi
siano esaminati settimanalmente per verificare se vi sia stata crescita di micobatteri e di
eventuali contaminanti.

Dalle colonie eventualmente cresciute sulla superficie dei terreni di coltura deve essere
allestito un vetrino per differenziare i bacilli alcol-acido-resistenti dagli eventuali
contaminanti.

4.3.2. COLTURA IN TERRENO LIQUIDO

Esistono in commercio vari tipi di terreni liquidi per micobatteri che prevedono l'impiego
di apparecchi automatici per lincubazione e la lettura. Il rilevamento di prodotti del
metabolismo microbico con metodiche sensibili e automatizzate abbrevia in maniera
significativa i tempi di rilevamento dei micobatteri nei campioni clinici.

Il sistema automatico BACTEC ™ MGIT ™ 960 TB System (Becton Dickinson) e di gran
lunga il piu diffuso in Italia e nel mondo. Il terreno & contenuto in provette alle quali
devono essere aggiunti un supplemento, costituito da una miscela di antibiotici (PANTA
(Polimixina B, Anfotericina B, Acido Nalidixico, Trimethoprim, Azlocillina)) che lo rende
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selettivo, e un arricchimento (OADC (acido oleico, albumina, destrosio, catalasi)). Una
volta inoculate con 0,5 mL di campione decontaminato o, per i materiali provenienti da siti
sterili, semplicemente concentrato, le provette vengono caricate nello strumento, dove
vengono incubate a una temperatura di 37 °C per 6-8 settimane o fino alla comparsa di
positivita. Sulle provette che lo strumento segnala come positive deve essere eseguito un
preparato microscopico, atto a verificare la presenza o l'assenza di BAAR. Quando lo
strumento segnala la scadenza del periodo di incubazione e buona regola, prima di
eliminare le provette considerate negative, esaminarle visivamente per individuare
l'eventuale presenza di granuli che potrebbero indicare una crescita non rilevata dallo
strumento (condizione particolarmente frequente per M. xenop/ [10]). In quest’'ultimo caso
occorre eseguire sul sedimento della coltura un preparato microscopico atto a verificare
la presenza di bacilli alcol-acido-resistenti.

La percentuale di contaminazioni in terreno liquido & solitamente non inferiore al 6-8%
[11].

Per i dettagli operativi del sistema MGIT o di altri sistemi eventualmente usati si rimanda
alle istruzioni del produttore.

4.4. EMOCOLTURA

Poiché i micobatteri quando sono presenti nel sangue lo sono in bassa carica e in
maniera intermittente, il sangue non puo essere considerato il materiale di elezione per
diagnosticare un'infezione da micobatteri. E percid importante che la richiesta di
emocoltura sia basata su fondati sospetti clinici. La sepsi da micobatteri tubercolari e
comunemente associata a tubercolosi miliare, mentre le sepsi da micobatteri non
tubercolari sono piu frequenti in corso di AIDS o comunque in presenza di grave
compromissione del sistema immunitario. In tali pazienti le specie piu frequentemente
isolate appartengono al Mycobacterium avium complex.

Sangue e midollo osseo costituiscono i materiali d’elezione per la diagnosi delle forme
disseminate. Per il prelievo di sangue periferico occorre disinfettare la cute con le stesse
modalita delle emocolture tradizionali. E possibile effettuare il prelievo direttamente nel
flacone di coltura nel caso in cui si impieghino sistemi che prevedono flaconi dedicati. Si
consiglia, dove possibile di prelevare almeno 2 emocolture, nello stesso momento oppure
entro le 24 ore. Due emocolture aumentano la resa diagnostica, in particolare in pazienti
con infezione da HIV [12,13,14].

Oltre al classico prelievo ematico mediante puntura venosa puo essere praticata una
mielocoltura e, nel caso di sospetta tubercolosi dell'apparato genitale femminile, la
coltura del sangue mestruale.

4.5. CONTROLLO DI QUALITA

E importante controllare tutti i lotti di terreno, siano essi preparati in laboratorio o
acquistati dal commercio; questi ultimi infatti, pur essendo sottoposti a controlli da parte
del produttore, potrebbero non essere stati trasportati e conservati in modo ottimale.
Terreni di ogni nuovo lotto dovrebbero essere inoculati con una sospensione (torbidita 1
McFarland diluita 1/100) di colture fresche di Mycobacterium tuberculosis H3TRa (ATCC
25177), Mycobacterium kansasii (ATCC 12478) e Mycobacterium fortuitum (ATCC 6841). Un
controllo deve essere poi eseguito con un ceppo di Escherichia coli (ATCC 25922) per
verificare la presenza di inibizione, almeno parziale, dovuta alla presenza di verde
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malachite o alla miscela di antibiotici [3]. Tutti i terreni cosi inoculati vanno incubati con le
stesse modalita adottate per i campioni clinici.

Per tenere sotto controllo le contaminazioni, in ogni seduta lavorativa puo essere incluso
un controllo negativo costituito da acqua sterile. Il controllo deve essere processato
insieme ai campioni clinici e inoculato negli stessi terreni. Il campione deve rimanere
negativo fino al termine del protocollo di incubazione. Nel caso di comparsa di positivita
per bacilli alcol-acido resistenti devono essere invalidati tutti i risultati di quel batch di
campioni. In tal caso, come anche in presenza di contaminazione da flora microbica
aspecifica, devono essere introdotte o verificate le seguenti misure correttive [3]:

- revisione approfondita di tutte le procedure;
- controllo della sterilita di tutti i reagenti o preparazione di nuovi reagenti;
- disinfezione delle cappe biologiche di sicurezza.

| laboratori che eseguono la diagnostica micobatteriologica sono tenuti a partecipare a un
programma esterno di qualita per ogni aspetto della diagnostica erogata [15]. Fra i
programmi di proficiency disponibili in commercio, i seguenti valutano le performance
delle metodiche impiegate per la coltura dei micobatteri:

- Institute for Standardization and Documentation in the Medical Laboratory (INSTAND),
Diusseldorf (Germania), http://www.instand-ev.de, spedisce 10 campioni all’anno
recapitati in due invii. | tempi di risposta sono abbastanza ristretti (un mese) e richiedono
la sola detection (positivo o negativo), mentre lidentificazione & opzionale;

- UK National External Quality Assessment Service for Microbiology (NEQAS), London
(UK), http://www.uknegasmicro.org.uk, e distribuito in Italia da Oxoid. Il programma
NEQAS invia 4 campioni 3 volte 'anno, & necessario identificare il micobatterio isolato e
segnalare il tempo di crescita; la deadline per linvio delle risposte e di circa 3 mesi.

4.6. CROSS-CONTAMINAZIONI

Le cross-contaminazioni si verificano quando, durante la processazione, una coltura
viene contaminata da micobatteri provenienti da un campione (positivo) diverso da quello
inoculato.

Quando si sospetti la presenza di una contaminazione crociata e raccomandato il ricorso
a tecniche di tipizzazione molecolare mediante WGS che sono in grado di accertare se i
ceppi incriminati siano o meno identici.

| seguenti riscontri laboratoristici debbono costituire un serio campanello di allarme per
far ipotizzare la presenza di contaminazione crociata:

- aumentata incidenza di colture positive da campioni con esame microscopico negativo;

- debole positivita colturale di uno o pilt campioni microscopico-negativi, provenienti da
pazienti privi di fondato sospetto clinico, processati in una seduta comprendente un
campione fortemente positivo.

4.7. REFERTAZIONE

In caso di negativita refertare: “Negativa la coltura di micobatteri”.

In caso di positivita refertare: “Positiva la crescita di bacilli alcol-acido-resistenti.
Identificazione in corso”.

La refertazione delle colture positive deve essere fatta non appena si rileva crescita sul
primo dei terreni seminati, di solito il terreno liquido. L'incubazione dell’altro terreno
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(solitamente quello solido) va comunque prolungata fino al momento della comparsa di
positivita o fino al termine del periodo di incubazione.

La contaminazione di una coltura deve essere segnalata quanto prima al clinico, per
'eventuale invio di un nuovo campione.
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5. Annesso 3 - IDENTIFICAZIONE MEDIANTE TEST DI
AMPLIFICAZIONE

5.1. IDENTIFICAZIONE MEDIANTE LPA

Lo strumento piu affidabile per lidentificazione a livello di specie per i laboratori che non
dispongono del sequenziamento e lutilizzo di sistemi commerciali basati sull'uso di
sonde molecolari. Tali sistemi possono essere utilizzati per identificare le specie di
Mycobacterium partendo da organismi cresciuti in coltura o da campione diretto con
microscopia positiva [1, 2, 3, 4]. Esistono vari sistemi commerciali basati sulla
ibridizzazione inversa, comunemente conosciuti come LPA (line probe assay), che
permettono, con un singolo test, lidentificazione di varie specie in numero variabile a
seconda del kit. Questi richiedono l'estrazione e 'amplificazione preventiva del DNA del
ceppo da identificare. | singoli kit usano come bersaglio regioni geniche differenti. La
possibilita di discriminare tra alcune specie o singole specie all'interno di alcuni gruppi
(es. M. fourtuitum group) non sempre & possibile con tali metodi. E importante anche
ricordare che, per alcune delle sonde utilizzate nei vari kit commerciali, sono state
segnalate reazioni crociate [5]. Per tale ragione si consiglia una conferma mediante
sequenziamento. Per i dettagli operativi dei singoli kit si rimanda alle rispettive istruzioni
del produttore.

5.2. IDENTIFICAZIONE MEDIANTE SEQUENZIAMENTO GENICO

L'identificazione puo essere effettuata mediante WGS utilizzando tecniche di
sequenziamento di nuova generazione o sequenziamenti mirati di regioni conservate del
genoma mediante tecnica Sanger. La prima fornisce informazioni piu approfondite ed e
da considerare come riferimento, la seconda permette un buon livello di identificazione.

La regione pit comunemente sequenziata a fini identificativi e il gene codificante per
U'rRNA 16S; altre regioni idonee si trovano nel gene Aspb5, nella regione interspaziatrice
(ITS1) e nel gene rpoB. Il sequenziamento del 16S rRNA da risultati soddisfacenti con le
specie a crescita lenta; l'rpoB e consigliato per le specie a crescita rapida; 'Aspb5
rappresenta lalternativa al 16S nel caso in cui quest’'ultimo non risulti sufficientemente
discriminativo, mentre UITS1 e il bersaglio ideale per la differenziazione delle specie
allinterno del M. avium complex [1, 6, 7, 8].

Le limitazioni del sequenziamento del gene dellrRNA 16S (standard approvato per
l'identificazione e la classificazione) includono l'incapacita di distinguere le sottospecie di
M. abscessus, nonché lerrata identificazione di M. chimaera come M. intracellulare;
pertanto, sono utilizzati altri geni conservati (ad esempio, rpoB, hspés e [75). Il
sequenziamento viene solitamente eseguito con procedure home-made. Per il gene 765
rDNA esistono in commercio kit “tutto incluso”. La soluzione con il miglior rapporto
costo/beneficio e, probabilmente, il ricorso a laboratori specializzati che eseguono
sequenziamenti su richiesta; in tal caso occorre fornire il DNA da sequenziare e la
sequenza dei primer da utilizzare.

Analisi dell’elettroferogramma

L'elettroferogramma costituisce l'output del sequenziatore automatico. Esso consiste in
una successione di picchi di colori diversi, corrispondenti alle quattro basi azotate, che
riproducono la sequenza del segmento in esame. La qualita dell’elettroferogramma deve
essere rigorosamente controllata; in particolare occorre verificare che non vi sia
sovrapposizione di picchi e che la decodifica operata dallo strumento sia corretta.
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In molti casi l'osservazione visiva permette di risolvere le ambiguita che il sistema non e
in grado di interpretare. Un eccellente programma per la gestione e l'archiviazione delle
sequenze e MEGA scaricabile gratuitamente da internet (http://www.megasoftware.net/).

Interrogazione del database

L'identificazione del microrganismo in esame si raggiunge confrontando la sequenza
ottenuta con le sequenze presenti in un database. In aggiunta ai database commerciali ve
ne sono alcuni consultabili gratuitamente tramite internet, fra questi lamericano
GenBank (http://www.ncbhi.nlm.nih.gov/Genbank/index.htm), Ueuropeo EMBL
(http://www.ebi.ac.uk/embl/) e il giapponese DDBJ (http://www.ddbj.nig.ac.jp/), sono
perfettamente sovrapponibili dato che, fra di essi, esiste un accordo di condivisione delle
sequenze depositate. Una volta inserita una sequenza nell'apposita finestra, il database
restituisce un elenco di microrganismi in ordine decrescente di somiglianza con il ceppo
in esame e ne riporta la sequenza, appaiata con quella in esame con, evidenziate, le
eventuali discordanze. La tecnologia del sequenziamento e notevolmente migliorata negli
ultimi anni e consente oggi di ottenere elettroferogrammi di buona qualita anche in
contesti non specialistici.

Per quanto riguarda linterpretazione degli elettroferogrammi per il raggiungimento di
una corretta identificazione a livello di specie e necessario avere una buona sequenza e
seguire alcune regole, soprattutto per i micobatteri che sono organismi strettamente
correlati tra loro a livello genetico.

Partendo da una sequenza di buona qualita, fra le varie identificazioni proposte dal
database deve essere considerata accettabile quella con la similarita piu elevata a
condizione che ricada nei limiti di accettabilita indicati di seguito:

. 16S rRNA (prime 500 pb) >99,5% (<3 mismatch/500 pb)

. rpoB (regione V, 700 pb) >97% (<21 mismatch/700 pb)

. hspé5 (Telenti, 400 pb) >97% (<13 mismatch/400 pb)

. ITS: >98%

Non sempre lidentificazione che corrisponde alla specie con il piu elevato grado di
somiglianza e quella corretta; l'esperienza del microbiologo nella risoluzione delle
discordanze e nella valutazione del loro significato gioca un ruolo determinante [9].
L'interpretazione delle sequenze richiede conoscenze di micobatteriologia e non puo

essere demandata all'esecutore della procedura di sequenziamento che ne sia
sprovvisto.

Controllo di qualita

Il miglior controllo di qualita del sequenziamento consiste nell’'analisi sistematica dei due
filamenti forward e reverse e nella verifica della loro perfetta complementarita.

5.3. PROGRAMMI DI VALUTAZIONE ESTERNA DI QUALITA

| laboratori di micobatteriologia sono tenuti a partecipare a un programma esterno di
qualita per ogni aspetto della diagnostica erogata. Fra i programmi disponibili in
commercio, per la valutazione della performance delle metodiche impiegate per
l'identificazione dei micobatteri:

- Institute for Standardization and Documentation in the Medical Laboratory (INSTAND),
Dusseldorf (Germania), http://www.instand-ev.de, spedisce otto ceppi all'anno recapitati
in due invii. | tempi di risposta sono abbastanza ristretti (50 giorni circa).
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UK National External Quality Assessment Service for Microbiology (NEQAS), London
(UK), http://www.uknegasmicro.org.uk, & distribuito in Italia da Oxoid. Il programma
NEQAS invia 4 campioni 3 volte l'anno, e necessario identificare il micobatterio isolato
(tubercolare o non tubercolare) e segnalare il tempo di crescita; la deadline per linvio
delle risposte & di circa 3 mesi.
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6. Annesso 4 - IDENTIFICAZIONE MEDIANTE SPETTROMETRIA DI
MASSA MALDI-TOF (MALDI-TOF MS)

L'utilizzo del MALDI-TOF MS a livello sperimentale per l'identificazione dei Micobatteri ha
avuto inizio nel primo decennio del 2000, successivamente € stato progressivamente
adottato nella routine diagnostica micobatteriologica [1-2].

Attualmente sono disponibili in commercio diverse piattaforme marcate CE-IVD che
consentono lidentificazione di micobatteri sia tubercolari che NTM. Ogni piattaforma
presenta propri criteri di interpretazione dei risultati e capacita di identificare un numero
pit 0 meno elevato di specie [3-6]. L'identificazione microbica puo essere effettuata a
partire da colture pure ottenute da terreni sia liquidi che solidi [4,7]. Per poter procedere
all'acquisizione degli spettri d'onda e necessario uno step preliminare di inattivazione
cellulare e di estrazione delle componenti proteiche. In letteratura sono riportati
numerosi protocolli /n-house basati sull'inattivazione termica, chimica o meccanica e
sono ora disponibili anche alcuni kit commerciali pronti alluso [3,7-9]. Una volta
inattivato ed estratto, il ceppo viene depositato su uno spot di una apposita piastra-target
e cristallizzato con l'aggiunta della matrice. La piastra, inserita nella camera di
ionizzazione, viene irradiata con un raggio laser che vaporizza il campione. Gli spettri
d'onda, generati dall'analisi del rapporto massa/carica elettrica di ogni singola particella,
vengono confrontati con un database di spettri di specie note identificando il ceppo
microbico.

Il tempo complessivo per ottenere i risultati e differente a seconda dei protocolli e delle
piattaforme utilizzate e puo variare da circa un'ora a poco meno di due [8,10].

In confronto ai metodi genotipici, i vantaggi dell'applicazione di tale metodica sono
rappresentati dalla semplicita di utilizzo, dalla rapidita di ottenimento dei risultati, e dai
costi contenuti [10]. Inoltre, il sempre piu diffuso accesso alle piattaforme MALDI-TOF MS
nei laboratori di Microbiologia Clinica consente una distribuzione piu capillare dei centri
in grado di identificare rapidamente i micobatteri.

Rispetto alle metodiche convenzionali genotipiche basate sulla ibridizzazione inversa
(LPA), un ulteriore vantaggio dell'applicazione del MALDI-TOF MS e rappresentato dal
numero di specie potenzialmente identificabili. Attualmente sono disponibili library
estese in grado di riconoscere fino a 182 differenti specie, con la possibilita di ampliarne
ulteriormente il numero mediante l'acquisizione /n-house di nuovi spettri [11].

La capacita di discriminare tra specie e sottospecie in particolare all'interno della specie
M. abscessus, del M. avium complex (MAC) e del M. fortuitum group, al contrario,
rappresenta un limite di tale metodica. Cio e dovuto, analogamente a quanto riscontrato
per altri batteri, alla presenza di spettri donda molto simili tra loro. Tuttavia, le
potenzialita di tale tecnologia nel discriminare all'interno di gruppi sono state, e sono
ancora oggi, oggetto di studio, con risultati promettenti [12]. Recentemente, un nuovo
algoritmo di analisi degli spettri e stato introdotto e validato per la distinzione di specie
del MAC [13]. All'interno del percorso diagnostico delle micobatteriosi it MALDI-TOF MS si
aggiunge alle metodiche genotipiche come strumento di identificazione rapida da esame
colturale positivo.

Recenti studi sull’'analisi mediante MALDI-TOF MS della porzione lipidica delle membrane
batteriche e del suo utilizzo a polarita negativa aprono ulteriori sviluppi nell’applicazione
di tale metodica sia per lidentificazione che per lo studio del profilo di antibiotico
resistenza [14-15].
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7. Annesso 5 - L WGS NELLA GESTIONE DELLE INFEZIONI DA NTM

Le infezioni causate da micobatteri non tubercolari (NTM) stanno diventando un problema
emergente. Il metodo di sequenziamento dell'intero genoma (WGS) e oggi componente
essenziale della diagnostica nei laboratori di micobatteriologia clinica. L'uso di questa
tecnologia ha contribuito alla caratterizzazione di nuove specie di micobatteri, nonché
all'identificazione di mutazioni geniche che codificano fattori di resistenza e virulenza. |
dati di sequenziamento dell'intero genoma permettono inoltre di tracciare i percorsi di
trasmissione causati da NTM.

7.1. WGS NELLA DIAGNOSTICA DI NTM

La tecnologia WGS rende possibile la ricostruzione tassonomica e lidentificazione di
famiglie specifiche di geni nel genere Mycobacterium che possono essere utilizzati per lo
sviluppo di nuovi test diagnostici rapidi. La tecnologia WGS permette lidentificazione di
NTM rari, il cui significato clinico e fortemente sottovalutato, non venendo riconosciuti nei
laboratori che utilizzano metodiche di routine (Fig. 1).

Figura 1 - Rappresentazione schematica della procedura metodologica WGS.
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Nella prima fase, il DNA viene estratto dalle colonie cresciute su un terreno di coltura
solido o liquido. Successivamente, vengono preparate le librerie per il sequenziamento a
lettura corta o lunga.

Nell'ultima fase, i dati di sequenziamento vengono analizzati per lidentificazione del
genotipo, dei marcatori di resistenza, per l'analisi epidemiologica molecolare e per
'assemblaggio di genomi completi nel caso di nuove specie NTM.

Confrontando l'efficacia di WGS per la classificazione degli NTM rispetto ai tradizionali
LPA, i risultati hanno confermato l'elevata concordanza dei metodi, di cui il
sequenziamento ha mostrato il piu alto potere discriminatorio, anche all'interno dei
complessi (importante soprattutto all'interno di M. avium complex e della specie M.
abscessus) e per lidentificazione di specie rare [2]. Cio e dovuto al numero limitato di
geni amplificati inclusi nei test LPA e alla maggiore omologia tra specie micobatteriche
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rispetto ad altre specie batteriche [3]. Lo svantaggio di WGS rispetto al LPA e che
richiede tempi di refertazione piu lunghi (3-15 giorni). Allo stesso modo, e stata
dimostrata la concordanza del 100% del WGS e dei metodi genetici molecolari classici
(PCR e sequenziamento diretto) nella diagnostica di M. avium subsp. hominissuis, M.
intracellulare e M. abscessus [4].

Il vantaggio del WGS e stato dimostrato anche nella gestione delle infezioni multiple da
NTM, la cui diagnosi e necessaria per la corretta impostazione del trattamento [5]. Un
recente studio che analizza i genomi degli isolati di M. abscessus con WGS ha rivelato la
molteplicita delle sottopopolazioni con diversi profili di resistenza antimicrobica nei
bambini con fibrosi cistica (FC). | risultati di questo studio sono importanti anche per la
diagnosi clinica della malattia, in quanto hanno confermato una maggiore diversita di M.
abscessus nei campioni provenienti da polmoni, ferite toraciche e liquido pleurico
rispetto all'espettorato [6].

| dati di sequenziamento hanno fornito una classificazione piu dettagliata delle
sottospecie e dei (sotto)gruppi nelle colture miste rispetto ai metodi usati
convenzionalmente [7-9]. WGS ha anche contribuito alla scoperta di un'elevata diversita
interspecie e intraspecie di M. avium complex. Questi risultati sottolineano lutilita del
WGS in ambito clinico, poiché le sonde commerciali risolvono M. avium solo a livello del
complex [10]. Per scopi diagnostici e per prescrivere una terapia appropriata, e
necessario identificare e classificare nuove specie/sottospecie dii NTM [1112]. La
descrizione dei genomi completi dei nuovi NTM richiede una combinazione
sequenziamento mediante piattaforme che eseguono di letture brevi (ad es. Illumina
MiSeq, San Diego, CA, USA) e letture lunghe (ad es. MinlON, Oxford, Regno Unito; PacBio
SMRT, Pacific Biosciences, CA, USA), (Fig. 1 e Tab. 1) [13]. Il sequenziamento a lettura corta
e caratterizzato da un'elevata precisione ma non fornisce informazioni sul genoma
completo (incluse regioni ricche di G + C, ricombinazione, regioni PE/PPE ripetitive,
delezioni e inserzioni (indels)) [14]. Al contrario, le tecnologie di sequenziamento a lettura
lunga hanno aumentato le lunghezze di lettura da 100 a 1000 volte con una precisione
leggermente inferiore rispetto alle piattaforme NGS e possono coprire regioni di
ripetizione molto piu grandi rispetto a NGS, permettendo l'assemblaggio del genoma [15].

Tabella 1 - Confronto delle piattaforme di sequenziamento utilizzate per l'assemblaggio
del genoma di nuove specie NTM.

Sequencing Lunghezza di lettura .

Platform (bp) Output  Accuratezza Vantaggi
Alta qualita di lettura

Illumina MiSeq 25-300 >50 Gb >99% Quantita inferiore di DNA

Basso costo per campione

lon PGM™ <400 30-2Gb <98% Alta qualita di lettura

short to ultra-long (>4 300-15 Risoluzioni di regioni ripetitive, di regioni

MinION Mb) reads Gh >95% ricchedi G + C e indels
Portatile
PacBio RS Il Alta qualita di lettura
(Single molecule 20,000 1-10 Gb >99.999% Risoluzioni di regioni ripetitive, di regioni
real-time) ricche di G + C e di indels
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7.2. WGS E PREVISIONE DELLA SENSIBILITA ANTIMICROBICA

Ad oggi lantibiogramma fenotipico per gli NTM ¢ poco standardizzato. Come per la
tubercolosi, l'approccio genotipico potrebbe evidenziare i determinati di resistenza ai
farmaci anche negli NTM. | test LPA, ad esempio il test GenoType NTM-DR (Hain
Lifescience, Germania), sono disponibili sia per lidentificazione che per la rilevazione
della resistenza alla claritromicina e all'amikacina. Tuttavia, i target inclusi in questi test
sono limitati e il WGS puo identificare un ampio spettro di mutazioni associate a
farmacoresistenza. Ad oggi non abbiamo database dettagliati per identificare i genni
associati a resistenza negli NTM ed il campo e in continua evoluzione

Per beneficiare dei vantaggi del sequenziamento dell'intero genoma, e necessario che si
verifichino ulteriori progressi nella comprensione ed identificazione dei meccanismi di

resistenza, associati a dati di outcome clinici (Tab. 2).

Tabella 2 - Vantaggi, svantaggi e sviluppi futuri di test di sensibilita fenotipico e WGS

Vantaggi

* Metodo approvato

Svantaggi
TAT lungo
Requisiti di incubazione
variabili (tempo e
temperatura)
Calibrazione complicata
dell'inoculo

Sviluppi futuri

* Ricerche che
dimostrano limportanza

Test _dl_ R slizz?'gi%?wtltdairetta * Risultati incoerenti clinica delle MIC
Sens'.b'.l'ta delle sensibility * Risultati dipendenti dalla discordanti
fenotipico ; esperienza tecnica * Possibilita di poter
* Interpretazione . o
. * La vera MIC potrebbe testare nuovi farmaci in
largamente condivisa :
essere tra due plastra
concentrazioni
» Scarsa correlazione tra
sensibilita dei farmaci in
vitro ed esito clinico
* Identifica piu * Progressi nella
mutazioni rispetto ai =« Risultati di sensibilita gre N
— : previsione piu accurata
test genotipici dedotti di resistenza in NTM
* Riduzione del TAT * Mancanza di database che .
mediante database
» Concordanza tra possono prevedere con . ) .
. . . * Sviluppo di modelli di
fenotipico e WGS precisione la resistenza . . o
: . L machine learning
 Skill set ampiamente | * Richiede attrezzature e .
) S . (apprendimento
disponibile software costosi :
o . . . S . automatico del
» Accessibile nei paesi | * Richiede un bioinformatico
WGS software) per NTM

a basso e medio
reddito

« Puo essere usato con
“machine learning”
(apprendimento
automatico del
software) senza
l'utilizzo di database
di geni di resistenza
noti

esperto

Il DNA deve essere estratto
da colture positive e non
puo essere eseguito
direttamente da campioni
primari

L'impatto del WGS
sull'esito del trattamento
degli NTM & sconosciuto

* |dentificazione di tutte le
mutazioni associate ai
nuovi farmaci

» Necessita di studi clinici
che descrivino il valore
che WGS aggiunge al
processo decisionale

* Valutare il rapporto
costo beneficio
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73. LE PROSPETTIVE DEL WGS NEL TRACCIARE LE INFEZIONI
NOSOCOMIALI DA NTM

Al giorno d'oggi, gli NTM sono classificati come patogeni nosocomiali con manifestazioni
cliniche e fonti ospedaliere di infezione [16]. Il loro adattamento all'ambiente ospedaliero
deriva dalla loro resistenza ai disinfettanti e agli sterilizzanti, dal basso fabbisogno di
nutrienti e dalla capacita di formare un biofilm. Queste infezioni nosocomiali sono
solitamente extrapolmonari: infezioni del torrente circolatorio, infezioni della ferita
chirurgica, infezioni associate alle protesi, ecc. [17].

La genotipizzazione dei singoli ceppi di NTM & fondamentale per tracciare i focolai
nosocomiali e le indagini epidemiologiche. | metodi di tipizzazione precedentemente
preferiti, inclusi biotipizzazione, sierotipizzazione e antibiogrammi, non vengono piu
eseguiti nei laboratori di riferimento a causa del loro insufficiente potere discriminatorio.
Le attuali tecniche di genotipizzazione basate sul sequenziamento dell'rRNA 16S,
elettroforesi su gel a campo pulsato, VNTR e spoligotipizzazione o tipizzazione
plasmidica, sono relativamente facili da eseguire in un breve lasso di tempo e richiedono
solo attrezzature disponibili nella maggior parte dei laboratori [18]. Tuttavia, queste
tecniche mostrano alcune limitazioni nel riconoscere somiglianze e differenze tra ceppi
vicini filogeneticamente simili, che si riflettono nel disallineamento di questi ceppi
all'interno dei cluster e nell'incapacita di identificare il loro antenato comune [19,20]. Studi
recenti hanno confermato che il WGS mostra un potere discriminatorio piu elevato e
un‘ampia gamma di usi nell'analisi epidemiologica molecolare rispetto alle attuali
tecniche di genotipizzazione (Fig. 2) [21,22].

Figura 2. Il WGS nell'epidemiologia molecolare delle infezioni da NTM.
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| dati di sequenziamento possono essere utilizzati per descrivere la diffusione e la
dinamica delle infezioni da NTM, per caratterizzare i focolai locali e anche per identificare
le fonti di infezione nelle strutture ospedaliere.
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7.4. LE TECNOLOGIE DI SEQUENZIAMENTO NELLA GESTIONE DELLE
INFEZIONI DA NTM

Con lo sviluppo della tecnologia di sequenziamento, il sequenziamento metagenomico di
nuova generazione (MNGS) ha iniziato a mostrare potenzialita come tecnologia sensibile
e specifica per la determinazione delle specie e dei principali determinati di resistenza da
campione clinico [23]. Dopo aver raccolto campioni idonei, il flusso di lavoro del
laboratorio puo essere suddiviso approssimativamente in tre fasi, vale a dire l'estrazione
del DNA/RNA, la preparazione della libreria e il sequenziamento. A questo segue l'analisi
bioinformatica per generare il report finale. Brevi procedure bioinformatiche iniziano
principalmente da file FASTQ di input non elaborati, seguiti da filtraggio di qualita e bassa
complessita, sottrazione del materiale genetico umano e identificazione di microrganismi
presenti nel campione. (Fig 3).

Figura 3 - (A) Selezione e raccolta del campione. | liquidi e i tessuti infettivi sono prelevati
dietro valutazione medica. (B - D) Procedure sperimentali di mNGS, che includono
principalmente la manipolazione dei campioni e l'estrazione di DNA/RNA, la costruzione
di librerie di DNA e il sequenziamento. (E) Analisi bioinformatica di mNGS. Con la
modifica della pipeline di analisi, e possibile determinare contemporaneamente la
tubercolosi, la co-infezione, la comorbilita e la resistenza agli antibiotici. (F) Decisione
clinica. Dopo aver ottenuto il risultato, la valutazione clinica e l'adeguamento del
trattamento possono essere effettuati tempestivamente. (ref:
https://doi.org/10.3389/fmed.2022.802719)
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8. Annesso 6 - TEST DI SENSIBILITA

'esecuzione del test di antibiotico sensibilita per NTM, storicamente e stata considerata
di limitata utilita clinica per una serie di motivi:

- la maggioranza degli isolamenti respiratori di NTM sono clinicamente non significativi,

- per molti farmaci non esiste correlazione fra i risultati ottenuti in vitro e la risposta del
paziente al trattamento o non e stato definito il breakpoint che separa le concentrazioni a
cui il ceppo e sensibile da quelle a cui e resistente;

- per le specie di piu frequente isolamento il trattamento si basa su protocolli terapeutici
dimostratisi efficaci in vivo in studi controllati.

Secondo le indicazioni del CLSI [1,2], lo standard raccomandato per il test di sensibilita
per i micobatteri non tubercolari e la microdiluizione in brodo; questa richiede una certa
esperienza nonché la conoscenza dei profili di sensibilita delle diverse specie [1,2]; ne
consegue che gli isolati devono sempre essere identificati accuratamente [1,2].

8.1. TEST DI SENSIBILITA PER MICOBATTERI NON TUBERCOLARI A CRESCITA LENTA

Saggio di sensibilita con il sistema Sensititre

Il metodo di microdiluizione in brodo e utilizzato da Sensititre SLOMYCO (Thermo Fisher
Scientific), kit commercialmente disponibile per il test di sensibilita agli antibiotici degli
NTM a lenta crescita. Il saggio & provvisto di marchio CE-IVD per uso diagnostico in vitro
e permette la determinazione delle concentrazioni minime inibenti (MIC) utilizzando
piastre a 96 pozzetti contenenti concentrazioni per raddoppio di vari antibiotici allo stato
liofilo partendo da una sospensione batterica standardizzata. La crescita puo
manifestarsi come torbidita o come deposito di cellule sul fondo del pozzetto dopo 7
giorni di incubazione (fino ad un massimo di 10-14 giorni in caso di crescita non ottimale
nel pozzetto di controllo). La MIC corrisponde alla concentrazione piu bassa di
antimicrobico in grado di inibire la crescita visibile. Fa eccezione il co-trimossazolo per il
quale la MIC equivale alla concentrazione piu bassa, in grado di inibire '80% della
crescita presente nel pozzetto del controllo positivo. Per i dettagli tecnici si rimanda alle
istruzioni del produttore.

Esistono sufficienti dati di letteratura sulla correlazione fra i risultati del test di
sensibilita in vitro e U'outcome clinico solo per M. avium complex (MAC) (solo macrolidi e
amikacina), M. kansasiie M. marinum, limitatamente a pochissimi farmaci.

Saggio di sensibilita per M. avium complex

| ceppi wild type di MAC sono sensibili ai macrolidi. Per i macrolidi (claritromicina e
azitromicina) e stata dimostrata, in studi clinici controllati, una correlazione tra il
risultato del test di sensibilita in vitro e la risposta alla terapia. Per entrambi i farmaci la
resistenza insorge a seguito di mutazioni nel gene che codifica per il rRNA 23S; il test di
sensibilita deve essere eseguito solo sulla claritromicina, presentando lazitromicina
problemi di solubilita [1,2,3,4]. Il risultato e comunque valido per entrambi.

Anche 'amikacina puo essere testata sui ceppi di MAC; il break-point di resistenza e 264
(32 intermedia) ma sale a 2128 per i pazienti da sottoporre a trattamento con amikacina
liposomiale somministrata mediante aerosol. Anche moxifloxacina e linezolid possono
essere testati ma la loro efficacia terapeutica non e dimostrata [3]. Per i break-point si
rimanda alla Tabella 1.
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Sebbene nella pratica clinica vengano utilizzati etambutolo, rifampicina e rifabutina, i
rispettivi breakpoint di sensibilita non sono stati stabiliti e non ne e consigliata la
refertazione.

Per il controllo di qualita deve essere testato il ceppo M. marinum ATCC 927 oppure
Staphylococcus aureus ATCC 29213.

Saggio di sensibilita per M. kansasii

Dei farmaci solitamente utilizzati in terapia (rifampicina, isoniazide ed etambutolo) il test
di sensibilita e raccomandato solo per la rifampicina [1,2].

Altri farmaci che possono essere testati sono, amikacina, claritromicina, doxiciclina,
linezolid, minociclina, rifabutina e co-trimossazolo [1,2]. Per i break-point si rimanda alla
Tabella 2.

Per il controllo di qualita deve essere testato il ceppo M. marinum ATCC 927 oppure S
Saggio di sensibilita per altri NTM a crescita lenta

| farmaci che possono essere saggiati includono: amikacina, ciprofloxacina,
claritromicina, doxiciclina, linezolid, minociclina, moxifloxacina, rifampicina, rifabutina e
co-trimossazolo [1,2]. Per specie a crescita particolarmente lenta come M. xenopi la
lettura puo essere effettuata dopo 10 giorni, fino 3-4 settimane, con la piastra mantenuta
a 42 gradi. Per i break-point si rimanda alla Tabella 2.

Per il controllo di qualita deve essere testato il ceppo M. marinum ATCC 927 oppure
Staphylococcus aureus ATCC 29213.

8.2. TEST DI SENSIBILITA PER MICOBATTERI A RAPIDA CRESCITA

Saggio di sensibilita con il sistema Sensititre

Il test in microdiluizione in brodo Sensititre RAPMYCO (Thermo Fisher Scientific) &
commercialmente disponibile per il test di sensibilita degli NTM a crescita rapida ed e
provvisto di marchio CE-IVD per uso diagnostico in vitro. Il sistema permette la
determinazione delle concentrazioni minime inibenti (MIC) utilizzando piastre a 96
pozzetti contenenti concentrazioni per raddoppio di vari antibiotici allo stato liofilo
partendo da una sospensione batterica standardizzata. La piastra viene incubata per 48 h
0, in caso di crescita non ottimale nel pozzetto di controllo, per ulteriori 3 giorni. La
crescita puo manifestarsi come torbidita o come deposito di cellule sul fondo del
pozzetto. La MIC corrisponde alla concentrazione pil bassa di antimicrobico in grado di
inibire la crescita visibile. Fa eccezione il co-trimossazolo per il quale la MIC equivale
alla concentrazione piu bassa in grado di inibire '80% della crescita presente nel
pozzetto del controllo positivo. Per i dettagli tecnici si rimanda alle istruzioni del
produttore.

Per M. abscessus la MIC alla claritromicina deve essere letta a 14 giorni per rilevare la
presenza di resistenza inducibile. M. abscessus massiliense presenta generalmente
sensibilita alla claritromicina, a differenza di M. abscessus abscessus e M. abscessus
bollettir.

Le raccomandazioni riguardanti il test di sensibilita dei micobatteri a rapida crescita sono
basate su studi che hanno interessato il gruppo del M. fortuitum (M. fortuitum, M.
peregrinum, M. houstonense, M. neworleansense, M. boenickei e M. brisbanense), M.
chelonae e M. abscessus, ma possono essere applicate anche a M. mucogenicum, al
gruppo del M. smegmatis (M. smegmatis, M. goodii, M. wolinskyi) e agli NTM a rapida
crescita pigmentati clinicamente significativi.
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| farmaci da testare includono amikacina, cefoxitina, claritromicina, doxiciclina, imipenem,
linezolid, meropenem, minociclina, moxifloxacina e co-trimossazolo. Per i breakpoint si
rimanda alla Tabella 3.

Esiste una successiva versione non marcata CE ma ad uso di ricerca in cui viene inclusa
la Clofazimina.

Per il controllo di qualita deve essere testato il ceppo M. peregrinum ATCC 700686,
oppure Staphylococcus aureus ATCC 29213, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e/o
Enterococcus faecalis ATCC 29212.

Tabella 1. Farmaci da testare per MAC con relativi breakpoint. In grigio i farmaci di
seconda linea.

S I R
Claritromicina <8 16 =232
Amikacina (IV) <16 32 | 264
Amikacina (LAI) <64 =128
Moxifloxacina <1 2 24
Linezolid <8 16 =232

Tabella 2 - Farmaci da testare per M. kansasi/ con relativi breakpoint. In grigio i farmaci
di seconda linea. Gli stessi farmaci possono essere testati (con gli stessi breakpoint) per
le specie a crescita lenta diverse da MAC e M. kansasii, in gquest’ultimo caso non ha piu
valore la distinzione fra molecole di prima e di seconda linea.

S I R
Claritromicina <8 16 232
Rifampicina <] 22
Amikacina <16 32 264
Ciprofloxacina <1 2 24
Doxiciclina <1 2-4 =8
Linezolid <8 16 =232
Minociclina <1 2-4 >8
Moxifloxacina <1 2 24
Rifabutina <2 24
Co-trimossazolo <2/38 24/76
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Tabella 3 - Farmaci testabili per M. abscessus e le altre specie a crescita rapida, con
relativi breakpoint

I R
Claritromicina <2 4 =8
Amikacina <16 32 264
Cefoxitina <16 | 32-64 | 2128
Ciprofloxacina <1 2 24
Doxiciclina <1 2-4 =8
Linezolid <8 16 =32
Imipenem <4 8-16 | =232
Meropenem <4 8-16 232
Moxifloxacina <1 2 24
Co-trimossazolo <2/38 =24/76
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