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SUMMARY

Mycobacterium marinum is an emerging pathogen responsible for cutaneous infections related to the handling of
domestic aquariums. Two distinct strains of M. marinum have been isolated from as many cases of fish tank gran-
uloma. Despite the ability of both strains to grow at 37° C, the detection of their growth by the automated
BACTEC 9000MB system, was delayed or not happened at all in comparison with the growth of mycobacteri-
um culture in the Léwenstein-Jensen medium. The different antibiotic susceptibility pattern showed by M. mar-
inum in several studies, required to perform suscepibility testing of two clinical isolates. Both strains were resist-
ant to isoniazid, imipenem, cefoxitine, susceptible to rifampicin, ethambutol, clarithromycin, ciprofloxacin and

moderately susceptible to doxycycline.

INTRODUZIONE

Mycobacterium marinum € un micobatterio atipi-
co, fotocromogeno, classificato nel gruppo I di
Runyon. In coltura, cresce in 7-14 giorni alla tem-
peratura ottimale di 32°C, formando colonie pre-
valentemente di tipo S. E causa di infezioni tuber-
colari sistemiche nei pesci marini e di acqua dolce
(2). Nell’uomo, invece, le infezioni sostenute da
M. marinum sono principalmente cutanee, conse-
guenti alla presenza di piccole abrasioni, ed asso-
ciate al contatto con acque contaminate, dolci o
salate, o con animali acquatici. Tali infezioni sono
state descritte per la prima volta in individui fre-
quentatori di piscine (swimming pool granuloma),
ed attualmente sono segnalate con frequenza sem-
pre maggiore in soggetti esposti al contatto con
acquari (fish tank granuloma) o con allevamenti
di pesci (16,17,20,21,). Tipicamente, le lesioni
cutanee compaiono all’estremita degli arti dopo
2-3 settimane di incubazione, € sono caratterizza-
te dalla presenza di formazioni papulo-nodoulari,
con evoluzione verso forme verrucose ed ulcera-
te, od anche ascessi. In alcuni casi, gli elementi
nodulari proliferano lungo la via di drenaggio dei
vasi linfatici, con una distribuzione di tipo sporo-
tricoide. Le forme extracutanee, quali tenosinovi-
ti, osteomieliti, artriti, sono meno comuni; rare
forme disseminate sono state descritte per lo piu
in pazienti immunocompromessi (6, 7, 19).
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La terapia non ¢ ben definita: rifampicina, etam-
butolo, claritromicina, tetracilcline, e cotrimoxa-
zolo, da soli 0 in combinazione, sono i farmaci
piu usati nel trattamento delle infezioni da M.
marinum, ma in alcuni casi sono stati impiegati
con successo anche 1 fluorochinoloni
(11,12,17,18). La durata del trattamento ¢ variabi-
le da 2 settimane a 18 mesi, ma ¢ importante che
venga continuata per 2-3 mesi dopo la risoluzione
delle manifestazioni cliniche (23).

Negli USA, la frequenza di isolamento di M.
marinum ¢ bassa, dal momento che meno dell’1%
degli isolati clinici di micobatteri appartiene a
questa specie, ma l’incidenza dell’infezione ¢
variabile in relazione all’area geografica (12,15).
In Francia, M. marinum ¢ considerato un patoge-
no emergente di infezioni associate all’hobby
degli acquari, e tra il 1996 ¢ il 1998 ne sono stati
documentati 63 casi (3). In Italia, le segnalazioni
di infezioni da M. marinum sono relativamente
rare, anche per la mancanza di un sistema di
sorveglianza a livello nazionale
(1,5,8,9,10,13,22,24).

Riportiamo due casi di infezione cutanea da M.
marinum, giunti all’attenzione del Laboratorio di
Microbiologia dell’Ospedale SS. Trinita di
Cagliari, nel novembre del 2002. Entrambi i casi
sono stati riscontrati in soggetti immunocompe-
tenti proprietari di acquari domestici tropicali, in
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cui erano soliti immergere le mani e gli avam-
bracci nudi, durante le periodiche procedure di
pulizia.

DESCRIZIONE DEI CASI CLINICI

Caso 1. Paziente di 24 anni, di sesso maschile, pro-
prietario di un acquario tropicale di acqua dolce.
All’anamnesi il paziente riferiva la morte di alcu-
ni pesci avvenuta alcune settimane prima dell’e-
sordio delle manifestazioni cliniche, e preceduta
dalla comparsa di lesioni deformanti.

Al momento della prima osservazione, nel
novembre del 2002, il paziente presentava su un
dito della mano sinistra, numerosi elementi nodu-
lari di colorito rosso-violaceo, delle dimensioni di
una piccola lenticchia, alcuni isolati, altri con-
fluenti in placche di maggiori dimensioni, rico-
perti da cute liscia e lucida, che in alcuni punti
mostrava la presenza di crosticine giallastre.
Analoghi elementi nodulari erano presenti anche
in corrispondenza del polso e dell’avambraccio,
ricoperti da cute lievemente eritematosa ed alope-
cica. Dopo la diagnosi microbiologica, il paziente
¢ stato trattato con doxiciclina alla dose di 100mg
p.o. 2 volte al giorno per 15 giorni, con remissio-
ne delle lesioni cutanee. Tuttavia, a distanza di tre
mesi, si osservava una recidiva delle manifesta-
zioni cliniche, cui ha fatto seguito un nuovo ciclo
di terapia della durata di 30 giorni.

Caso 2. Paziente di 39 anni, di sesso maschile,
proprietario di un acquario tropicale di acqua
dolce. Anche in questo caso, veniva riferita la
morte di alcuni pesci riscontrata alcuni mesi prima
della comparsa delle manifestazioni cliniche.

Al momento della prima osservazione, nel
novembre del 2002, il paziente presentava sulla
regione metacarpale della mano destra e sulle
dita, alcune formazioni ascessuali del diametro di
1-3cm, circondate da un alone di infiltrazione
rosso-violaceo, dalle quali fuoriusciva spontanea-
mente del materiale purulento. Su una delle dita
erano anche presenti alcune piccole lesioni nodu-
lari, con al centro una piccola crosta.
L’articolazione interfalangea del I dito si presen-
tava notevolmente aumentata di volume, forte-
mente dolente, con limitazione funzionale. Due
formazioni nodulari, non adese alla cute, e delle
dimensioni di un piccolo fagiolo, erano riscontra-
bili sul versante radiale del braccio e dell’avam-
braccio. Le stazioni linfonodali epitrocleali ed
ascellari erano indenni e non erano presenti altri
segni di interessamento generale. Dopo la diagno-
si microbiologica, fu instaurata una terapia con
rifabutina alla dose di 150mg p.o. 2 volte al gior-
no, etambutolo alla dose di 20mg/Kg/die p.o. in 3
somministrazioni giornaliere, claritromicina alla
dose di 500mg p.o. 2 volte al giorno. Il trattamen-
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to ¢ stato protratto per 5 mesi, con completa riso-
luzione delle lesioni cutanee.

MATERIALI E METODI

Esame microscopico, isolamento colturale,
identificazione

Il ceppo di M. marinum del caso 1 (Mml) ¢ stato
isolato da una biopsia cutanea, prelevata dalle
lesioni del dito della mano sinistra e trasportata in
laboratorio  all’interno di  un  urobox.
L’osservazione microscopica, previa colorazione
di Ziehl-Neelsen, mostrava la presenza di rare
forme bastocellari, lunghe e grosse, acido-alcool
resistenti. La biopsia, finemente sminuzzata e dis-
persa in alcuni ml di soluzione fisiologica, ¢ risul-
tata contaminata da altre specie batteriche alla
semina su agar sangue; dopo decontaminazione
con NaOH al 2%, il materiale ¢ stato seminato
(0.5ml circa) in un flacone BACTEC MYCO/F-
Sputa (Sistema BACTEC 9000MB; Becton
Dickinson), e quindi in due tubi di Lowenstein-
Jensen (LJ), incubati rispettivamente a 37°C e a
temperatura ambiente, non disponendo al
momento di un termostato a temperatura inferiore
ai 37°C. Dopo circa due settimane di incubazione,
nel tubo di LJ incubato a temperatura ambiente ed
esposto alla luce, ¢ stato possibile evidenziare la
crescita di rare colonie pigmentate di giallo, che
all’esame microscopico, dopo colorazione di
Ziehl-Neelsen, mostravano la presenza di baston-
celli acido-alcool resistenti.

Nelle subcolture tenute al buio, la produzione
della pigmentazione gialla si osservava solo dopo
alcune ore di esposizione alla luce, consentendo
di classificare il ceppo in esame tra i Micobatteri
fotocromogeni (Guppo I di Runyon), e di identifi-
carlo, tramite prove biochimiche, come
Mycobacterium marinum (tabella 1). Nessuna
crescita ¢ stata rilevata nel tubo di LJ e nel flaco-
ne BACTEC MYCO/F-Sputa, incubati per 8 set-
timane a 37°C, sebbene, nelle subcolture, il ceppo
fosse in grado di crescere anche a 37°C.

Il ceppo di M. marinum del caso 2 (Mm?2), ¢ stato
isolato da un materiale purulento, prelevato con
una siringa dalle lesioni della mano destra e tra-
sportato come tale al laboratorio di
Microbiologia. L’esame microscopico, dopo colo-
razione di Ziehl-Neelsen, evidenziava la presenza
di numerose forme bastoncellari, acido-alcool
resistenti. Il campione, risultato privo di contami-
nazione microbica alla semina su agar sangue, ¢
stato inoculato direttamente, previa diluizione con
alcuni ml di acqua distillata, in un flacone BAC-
TEC MYCO/F-Sputa, e quindi in due tubi di
Lowenstein-Jensen (LJ), incubati rispettivamente
a 37°C e a temperatura ambiente. Dopo circa 10
giorni di incubazione, nei tubi di LJ si osservava
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una patina di crescita, pigmentata di giallo nel
tubo tenuto alla luce a temperatura ambiente, ma
priva di pigmentazione nel tubo incubato al buio
a 37°C. L’esame microscopico confermava in
entrambi i casi la presenza di bastoncelli acido-
acool resistenti. Tramite prove biochimiche e col-
turali, il ceppo in esame ¢ stato, quindi, identifi-
cato come Mycobacterium marinum (tabella 1).
Nel BACTEC, il rilevamento della crescita del
micobatterio avveniva circa un mese dopo la
semina. [esame microscopico di una sospensio-
ne ottenuta dal filtro dell’acquario del paziente,
mostrava numerosissime formazioni bastoncellari
acido-alcool resistenti. Tuttavia, il tentativo di
isolare dal materiale il M. marinum, ha dato esito
negativo a causa dello sviluppo in coltura di altri
Micobatteri a rapida crescita, uno dei quali ¢ stato
identificato come M. fortuitum.

SENSIBILITA AI FARMACI
ANTIMICROBICI

La sensibilita a isoniazide, rifampicina, etambuto-
lo, ciprofloxacina e doxiciclina, ¢ stata determina-
ta con il metodo proporzionale su terreno
Middlebrook 7H11, supplementato con il 10% di
OADOC, e distribuito in piastre suddivise in qua-
dranti. Gli antibiotici in esame sono stati incorpo-
rati nel terreno in modo da ottenere concentrazio-
ni finali, corrispondenti ai breakpoints di sensibi-
lita. Da una subcoltura di 7 giorni, cresciuta su LJ,
¢ stata preparata una sospensione del ceppo in
esame, con una torbidita equivalente allo standard
McFarland 1 (circa 10°CFU/ml). Diluizioni 1/100
e 1/10.000 di tale sospensione, sono state inocula-
te (50ul) sui quadranti contenenti il terreno con i
singoli farmaci e sui corrispondenti quadranti di
controllo, con terreno senza farmaco. Le piastre
sono state incubate per 6 giorni a 30°C, in atmo-
sfera arricchita in CO: al 5%. La sensibilita al far-
maco ¢ definita dall’assenza di crescita o da una
crescita con un numero di colonie <1% di quelle
cresciute sul terreno di controllo; sono state prese
in considerazione anche le microcolonie appena
visibili ad occhio nudo.
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Entrambi i ceppi sono risultati resistenti all’iso-
niazide (MIC=0,2png/ml), sensibili alla rifampi-
cina (MIC=lpg/ml), all’etambutolo
(MIC=3,5pg/ml; S<7,5ug/ml) e alla ciprofloxa-
cina (MICp1mg/ml), e con sensibilita intermedia
alla doxiciclina (MIC=8p g/ml), secondo i break-
points di questo farmaco raccomandati
dall’NCCLS per i batteri aerobi (S<<4 - R=16).
La sensibilita alla claritromicina, all’imipenem e
alla cefoxitina, ¢ stata determinata con il metodo
dell’E-test (AB-Biodisk; Solna, Sweden). Le stri-
sce E-test di ogni singolo farmaco sono state
applicate sulla superficie di piastre di 7H11, ino-
culate, usando un tampone sterile, con una sospen-
sione del ceppo in esame, di torbidita equivalente
allo standard McFarland 1. Le piastre sono state
incubate per 6 giorni a 30°C, in CO: al 5%. Il valo-
re della MIC ¢ letto nel punto in cui la zona di ini-
bizione della crescita interseca la scala di lettura
graduata presente sulla faccia della striscia.

La MIC della claritromicina ¢ risultata uguale a
0,5p g/ml per entrambi i ceppi, che, quindi, devo-
no essere considerati sensibili al farmaco, secon-
do i breakpoints raccomandati dall’NCCLS per i
batteri aerobi (S<<2 - R=8). All’imipenem e alla
cefoxitina, la resistenza era totale (nessun alone di
inibizione). Analoghi risultati sono stati ottenuti
usando per I’E-test, I’agar Mueller-Hinton con
sangue di montone al 5%, al posto del 7HI11.

DISCUSSIONE

Il M. marinum ¢ causa di infezioni cutanee riscon-
trate con frequenza sempre maggiore in soggetti
esposti al contatto con acquari domestici. La
conoscenza clinica dell’infezione e dei fattori di
rischio correlati sono importanti per una diagnosi
precoce. Tuttavia, 1’isolamento colturale del
microrganismo ¢ indispensabile per una conferma
eziologica della diagnosi, ¢ per instaurare un’ade-
guata terapia sulla base della sensibilita in vitro ai
farmaci antimicrobici. Il ritardo o 1’assenza della
crescita da noi osservati nel BACTEC 9000MB,
potrebbero essere attribuiti all’incubazione ad una
temperatura (37°C) diversa da quella ottimale
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(32°C) richiesta per la crescita del M. marinum.
Questa circostanza evidenzia la necessita di incu-
bare le colture ad una temperatura inferiore ai
37°C, in caso di sospetta infezione cutanea o sot-
tocutanea da micobatteri atipici. Attualmente non
esistono dei metodi standardizzati per il test di
sensibilita antibiotica del M. marinum. L’E-test
rappresenta una metodica di facile esecuzione,
utilizzata in diversi studi per la determinazione
delle MIC del M. marinum (14). Tuttavia, la sua
correlazione con il metodo delle diluizioni in agar
di riferimento, ¢ risultata buona solo per certi far-
maci come la minociclina e la rifampicina, ma
bassa per altri come la claritromicina e I’etambu-
tolo; inoltre con alcuni antimicrobici, come il
cotrimoxazolo, sono state riscontrate delle diffi-
colta di lettura, a causa della presenza di aloni di
inibizione non ben definiti (4, 25). In particolare,
le MIC della claritromicina determinate con il
metodo delle diluizioni in agar sono risultate, in
genere, maggiori di 1-3 diluizioni rispetto a quel-
le misurate con I’E-test; ma nonostante queste dif-
ferenze D’interpretazione della sensibilita al far-
maco non veniva compromessa. In conclusione, il
diverso pattern di sensibilita antibiotica esibito
dal M. marinum in differenti studi, sottolinea la
necessita di eseguire un antibiogramma su i sin-
goli isolati clinici, ma I'utilizzo dell’E-test deve
essere valutato attentamente per ogni singolo far-
maco.
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