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INTRODUZIONE E SCOPO: I micobatteri non tubercolari (NTM) sono ubiquitari nell’ambiente e responsabili di forme polmonari
croniche di difficile gestione e trattamento, soprattutto in pazienti al di sopra di 50 anni, HIV positivi, con fibrosi cistica o BPCO. La
corretta identificazione dell’agente infettivo è il punto di partenza di una buona diagnosi e passa necessariamente attraverso un esame
colturale, d’altro canto l’isolamento degli NTM nella routine diagnostica risulta essere una procedura lunga ed indaginosa. Il terreno
NTM Elite Agar (NEA) è un terreno selettivo e specifico per NTM che consente l’isolamento sia da campione diretto che da coltura
positiva. In questo lavoro è stata valutata la crescita microbica in termini di tempo, condizioni ambientali (temperatura ed atmosfera) e di

caratteristiche morfologiche delle colonie di alcune specie di NTM.

MATERIALI E METODI: L’algoritmo per l’isolamento
ed identificazione di NTM in uso presso il nostro
laboratorio segue le linee di indirizzo del “PERCORSO
DIAGNOSTICO DELLE MICOBATTERIOSI” a cura del
Gruppo di Lavoro Micobatteri di AMCLI. In particolare
dal campione biologico, dopo specifica decontaminazione,
si esegue identificazione dell’eventuale NTM isolato in
coltura solida LJ (Lowenstein-Jensen, Biolife) e/o liquida
(MGIT, Becton Dickinson) sia mediante l’utilizzo di sonde
molecolari DNA-PROBE (GenoType Mycobacterium CM,
Brucker) che mediante spettrometria di massa MALDI-
TOF (Vitek MS, Biomériuex). Nel periodo ottobre-
dicembre 2022, presso il nostro laboratorio sono stati
eseguiti 180 esami colturali per micobatteri, di cui 6 sono
risultati positivi per NTM in seguito ad analisi multiplex
PCR real-time (Anyplex™ MTB/NTM, Seegene). Per
ciascuna coltura positiva 100 µl di terreno MGIT sono
stati seminati sul terreno NEA e le piastre sono state
incubate in parallelo a 30 °C e a 37°C, sia in atmosfera
arricchita di CO2 (3.5-9%) che aerobia. A partire dal terzo
giorno di incubazione è stata valutata a giorni alterni la
crescita su ciascuna piastra incubata; in particolare è stata
apprezzata la presenza di colonie, la loro morfologia, il
colore ed il tempo di crescita. Le colonie cresciute sono
state successivamente identificate sia mediante Vitek MS
che mediante GenoType Mycobacterium CM.

RISULTATI: Sono state identificate le seguenti specie di NTM: 3 Mycobacterium avium, 1 Mycobacterium intracellulare e 2
Mycobacterium gordonae. È stato rilevato il 100% di concordanza di identificazione di specie fra i ceppi cresciuti sia in terreno MGIT e
LJ che in NEA. Per tutti i ceppi è stata evidenziata crescita su NEA a partire dal 4° giorno di inoculo. Le colonie di M. gordonae sono
risultate piccole, lisce e di colore giallo-arancio, mentre quelle di M. avium e M. intracellulare piccole, opache e trasparenti. Non è stata
rilevata nessuna differenza di crescita alle diverse condizioni di temperatura ed atmosfera. Uno dei due campioni positivi per M.
gordonae ha mostrato crescita anche per Achromobacter xylosoxidans solamente nella piastra NEA incubata a 37°C.

CONCLUSIONI: Il terreno NEA risulta un buon e valido ausilio nel percorso diagnostico di isolamento di NTM a partire da terreno
MGIT positivo, in quanto evidenzia la crescita a partire dal 4° giorno di incubazione. Il terreno risulta selettivo alla temperatura di
incubazione di 30°C in quanto non consente la crescita di altri batteri considerati contaminanti, come per A. xylosoxidans.
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