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Abstract progetto

Molte patologie pediatriche si associano a modificazioni dell’assetto funzionale dell’ “organo” microbiota intestinale. Il suo
genoma o microbioma si associa all’ecologia complessa di 10 batteri, un volume 100 volte pil grande rispetto al genoma
umano. | commensali di questo ecosistema svolgono un ruolo omeostatico, agendo come barriera dinamica contro la
traslocazione dei patogeni, esercitano funzioni metaboliche fondamentali e promuovono lo sviluppo del sistema immunitario
(SI) in eta infantile ed hanno un’azione modulante sul genoma.

Quando I'omeostasi viene perturbata, si innesca uno stato disbiotico, associato ad un quadro eterogeneo di patologie
pediatriche, come le malattie e le sindromi inflammatorie dell’intestino (ad es. IBD, IBS), le malattie metaboliche, endocrine,
I'obesita, la steatosi e la fibrosi epatica, relativamente all’asse cosiddetto intestino-fegato, ma anche patologie sistemiche come
la fibrosi cistica (FC), le malattie autoinfiammatorie/autoimmunitarie (ad es. artrite idiopatica giovanile), le sindromi genetiche
come la sindrome di Williams e la sindrome di Down, le allergie (ad es. dermatiti atopiche), i disturbi dell’asse cervello-intestino,
come nel caso dell’autismo o di particolari disturbi del comportamento (Pediatric Acute Neuropsychiatric Disorders, PANS),
compresi quelli a presunta eziologia infettiva (Pediatric Acute Neuropsychiatric Disorders Associated with A streptococci
PANDA), le patologie neoplastiche ed i quadri infettivi sistemici o distretto-specifici, come nel caso della patologia COVID-19. Del
tutto attuale, inoltre, € il controllo delle infezioni da germi multi-drug-resistant (MDR), attraverso la valutazione della loro
colonizzazione del microbiota intestinale ed il controllo/prevenzione degli eventi di traslocazioni microbiche, pre-settiche, come
nuova strategia nella gestione antimicrobica dei pazienti immunodepressi. Nel caso della malattia acuta da rigetto (Graft Versus
Host Disease, GVHD), che spesso complica il trapianto di cellule staminali emopoietiche allogeniche, la biodiversita del
microbiota intestinale puo dare luogo a forme meno severe della stessa e fondamentale appare il suo monitoraggio pre- e post-
trapianto.

La comprensione del profilo del microbiota intestinale "sano" nelle prime fasi di vita, dalla nascita all'intera infanzia, riveste un
ruolo cruciale nella gestione delle malattie pediatriche associate al microbiota, ma anche nella prevenzione delle malattie
croniche che si svilupperanno nel corso della vita e risponde alla richiesta di definire I’eubiosi intestinale, attraverso la creazione
di modelli di base, indispensabili per poi valutare qualsiasi evento disbiotico.

Essenziale, in questo contesto, appare anche la comprensione dell’interazione pre/perinatale mamma-bambino sulle
caratteristiche del microbiota alla nascita, quale fattore “condizionante “ di salute/malattia dello sviluppo fisico-cognitivo del
bambino. L'IRCCS Burlo Garofolo & attualmente impegnato nello studio degli effetti del dismicrobismo e dello stato
inflammatorio correlato dell’ecosistema vaginale, nell’infertilita, nella suscettibilita alle infezioni, e nello sviluppo dell’asse
intestino-cognitivo in epoca neonatale

Lo sviluppo di tecnologie “meta-omiche” (metagenomica, metabolomica, proteomica e metaproteomica), di algoritmi analitici
e di processi correlati (data management system e decision support system) per il mappaggio del microbiota presso I'Ospedale
Pediatrico Bambino Gesu (OPBG), basati su complesse piattaforme tecnologiche e avanzate procedure analitiche e
computazionali, si sono rivelati idonei a fornire risultati traslazionali originali nella caratterizzazione del microbiota pediatrico,
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consentendo di chiarire alcuni nuovi aspetti della sua modulazione e interazione con gli stimoli esterni (ad es. agenti patogeni,
infettoma) e con la dieta (ad es. profili nutrizionali, “foodoma”), nel contesto della variabilita genetica dell’ospite. Queste
tecnologie assistono un team multidisciplinare clinico-laboratoristico nella generazione di profili individualizzati del microbiota,
fornendo carte “omiche” genomiche e biochimiche cosiddette “integrate”, basate su metatassonomia, attivita metaboliche e
reservoir proteico del microbiota analizzato. Tali mappe integrate sono a disposizione dei team clinici, per comprendere le
alterazioni funzionali del microbiota, correlarle ai parametri anamnestico-clinici del paziente (metadati) e per valutare strategie
correttive o di clearance, mediante interventi nutrizionali, di somministrazione di probioici, prebiotici personalizzati fino al
trapianto di microbiota fecale (Fecal Microbiota Transplantation, FMT), gia disponibile in OPBG come Protocollo Ospedaliero dal
2017.

Questo progetto propone la disseminazione e I'implementazione delle esperienze della Rete nell’ambito della caratterizzazione
metaomica del microbiota mediante il coordinamento del progetto da parte dell’OPBG, al fine di ottenere una immediata
ricaduta traslazionale e diagnostico-clinica su scala nazionale. L'esperienza sara estesa all'interno della Rete Pediatrica,
utilizzando competenze condivise, tecnologie e set di dati pre-esistenti, la disponibilita di pazienti pediatrici che possono fornire
un reservoir continuo di tratti clinici per le principali patologie correlate al microbiota, nell’ambito dei quadri funzionali fegato-
intestino, cervello-intestino, sistemico.

Sono previste le seguenti attivita:
i) estensione della Biobanca di riferimento del microbiota pediatrico per la generazione di profili malattia (la Banca
OPBG al momento dispone di circa 10.000 campioni di microbiota pediatrico);
ii) fornire un sistema Open or Limited Access Source di profili di microbiota per la comunita clinica;
iii) fornire profili diagnostici di microbiota associati a stati fisiologici e patologici (definizione di enterotipi o
“enterogradienti” intestinali);
iv) definire gli aspetti relativi alla diagnosi e alla prognosi delle disbiosi intestinali, relative ad alcune importanti patologie
pediatriche;
v) sviluppare terapie alternative o supplementari, basate sull’'uso personalizzato di probiotici e prebiotici, in grado di
indurre modificazioni paziente-specifiche del microbiota;
vi) migliorare la gestione clinica del paziente, con particolare riguardo alle esigenze nutrizionali, e, di conseguenza, alla
qualita di vita;
vii) costituzione di una Biobanca per I'FMT pediatrico

viii) disegnare, sulla base dei profili “misurati” di disbiosi intestinale, modulazioni interventiste del microbiota basate su

FMT.
Ente attuatore: Associazione Rete Italiana Salute dell’Eta Evolutiva (Rete IDEA) ‘ N. ‘
IRCCS/Enti aderenti al progetto di Rete (Elenco allegato con indicazione del codice fiscale, tipo soggetto giuridico, quota costo
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STELLA MARIS, Giovanni Cioni/Sara Calderoni, direttore.scientifico@fsm.unipi.it, sara.calderoni@fsm.unipi.it; IRCCS Eugenio
Medea, Maria Teresa Bassi/Marco Pozzi, mariateresa.bassi@lanostrafamiglia.it, marco.pozzi@lanostrafamiglia.it; Oasi Maria
SS, Raffaele Ferri/Franco Cali, rferri@oasi.en.it, cali@oasi.en.it; Fondazione IRCCS Istituto Neurologico Carlo Besta, Giuseppe
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PIANO DI VALUTAZIONE

OBIETTIVO GENERALE

Il progetto si propone di generare profili di microbiota intestinale (enterofenotipi), in presenza di disbiosi (condizioni
patologiche), correlati alla presenza di processi infiammatori a localizzazione intestinale (IBD e IBS) ed extra-
intestinale come sindromi e disturbi metabolici, malattie genetiche (ad es. fibrosi cistica, sindrome di Down, sindrome
di Williams), patologie autoimmunitarie (artrite idiopatica giovanile, sindrome da attivazione macrofagica), malattie
neurologiche e del comportamento (ad es. autismo), obesita e steatosi epatica, malattie endocrine, in pazienti
pediatrici di eta compresa tra 0-18 anni, confrontati con gruppi di controllo (condizioni fisiologiche), stratificati per
intervalli di eta sovrapponibili ed eventi di programming fisiologico. In particolare, questo progetto di Rete si propone
di: i) estendere ed ottimizzare il processo di generazione di carte -omiche di microbioti individuali, associate a vari
endofenotipi pediatrici, a partire da quelle gia sviluppate nellOPBG, ad un reservoir di pazienti e soggetti sani esteso
su scala nazionale, attraverso il contributo sinergico degli IRCCS della Rete Pediatrica, al fine di estendere la
Biobanca di riferimento dei microbioti pediatrici; ii) fornire un sistema infrastrutturale Open or Limited Access Source
di profili di microbiota per la comunita pediatrica scientifica e clinica; iii) applicare ed ottimizzare i workflow diagnostici
avanzati sviluppati dal Centro coordinatore del progetto, relativi allo stato disbiotico intestinale, per valutare le ricadute
cliniche immediate nella gestione del paziente cronico, compresa la sua terapia; iii) sviluppare algoritmi di decision
support system (DSS) per associare microbiota profiling alla diagnosi e alla prognosi delle disbiosi intestinali; iv)
utilizzare il DSS per sviluppare terapie alternative o supplementari, basate sull’'uso mirato di probiotici e prebiotici, in
grado di indurre modificazioni paziente-specifiche del microbiota per migliorare la gestione clinica del paziente; v)
disegnare, sulla base dei profili “misurati” di disbiosi intestinale, modulazioni interventiste del microbiota basate su
FMT; vii) costituire una Biobanca per 'FMT pediatrico.

La Rete Pediatrica armonizzera le competenze clinico-laboratoristiche per il reclutamento dei pazienti e per la raccolta
campioni su scala nazionale per allestire un database di profili di microbiota predittivi di malattia o associati a processi
fisiologici di programming a livello di popolazione. Inoltre, i protocolli di microbiota profiling verranno condivisi tra gl
IRCCS con il Centro Coordinatore del progetto in modo da standardizzare le attivita di caratterizzazione di microbiota,
creare a un database centrale e condiviso, elaborare un DSS congiunto per il trattamento clinico delle patologie
microbiota-correlate.

Indicatore/i di risultato Numero dei profili di microbiota generati per anno nel triennio 2022-2024/numero
Standard di risultato medio dei profili di microbiota generati nel triennio precedente: n + x/n, dove X
rappresenta il valore incrementale per anno; Indicatore b: Numero dei pazienti
pediatrici sottoposti a trattamento nutrizionale o FMT per anno/numero dei pazienti
pediatrici arruolati per I'analisi del microbiota per anno.

Nell’ambito della microbiomica traslazionale, e ancor piu in quella diagnostica e clinica
non esistono allo stato attuale degli standard di risultato. Essi verranno definiti
proprio da questo Progetto di Rete grazie a processi di standardizzazione delle attivita
previste in OPBG per il conseguimento degli obiettivi generale e particolari.

OBIETTIVI SPECIFICI

1. Produzione di profili metagenomici di microbiota mediante next generation sequencing (NGS) targeted per I'analisi
ecologica o di shot-gun. Per ogni soggetto, in condizioni fisiologiche e/o patologiche, sara caratterizzato il microbiota
intestinale in termini di composizione microbica (OTUs).

Indicatore/i di risultato -Numero di campioni interamente processati nel flusso di lavoro NGS (profilati) ogni
mese/numero di campioni raccolti dal progetto della Rete Pediatrica ogni mese.
-Indicatori di qualita di processo NGS: Check points di quality control (QC) per I'intero
processo NGS

-Indicatori valutati dal Gruppo di Lavoro GdL Il su Microbiota del Consiglio Superiore
di Sanita.

-Indicatori interni qualita OPBG della ISO UNI EN ISO 9001: 2015.

Standard di risultato Nell'ambito dei processi NGS per la caratterizzazione del microbiota umano in ambito
traslazionale, e ancor piu in quello diagnostico e clinico, non esistono allo stato attuale
degli standard di risultato. Essi verranno definiti proprio da questo Progetto di Rete
grazie a processi di standardizzazione delle attivita previste in OPBG per |l

Progetto di investimento art. 1, comma 95, della legge 30 dicembre 2018, n. 145 — Ente/Rete proponente Associazione Rete
Italiana Salute dell’Eta Evolutiva (Rete IDEA) — Progetto “Il microbiota umano nella medicina dei sistemi applicata alla diagnosi
e alla terapia in pediatria”



conseguimento degli obiettivi generale e particolari e grazie alla valutazione degli
indicatori selezionati candidati a divenire possibili standard di risultato dell’obiettivo
specifico 1.

2. Produzione di profili di microbiota biochimico-funzionali. Per ogni soggetto, in condizioni fisiologiche e/o
patologiche, sara caratterizzato il microbiota intestinale in termini di proprieta funzionali (profilo metabolomico,
metaproteomico e caratterizzazione biochimico-proteomico-metabolico dell'ospite).

Indicatore/i di risultato | -Indicatori valutati dal Gruppo di Lavoro GdL | su Trasferimento delle Tecniche Omiche
nella pratica clinica” del Consiglio Superiore di Sanita.

-Indicatori interni qualita OPBG della ISO UNI EN ISO 9001: 2015.

Standard di risultato Nellambito dei processi di caratterizzazione biochimica del microbiota umano in
ambito traslazionale, e ancor piu in quello diagnostico e clinico, non esistono allo stato
attuale degli standard di risultato. Essi verranno definiti proprio da questo Progetto
di Rete grazie a processi di standardizzazione delle attivita previste in OPBG per il
conseguimento degli obiettivi generale e particolari e grazie alla valutazione degli
indicatori selezionati candidati a divenire possibili standard di risultato dell’'obiettivo
specifico 2.

3. Attraverso l'integrazione dei dati o dei profili omici di cui all’obiettivo specifico 1 e 2, si costruiranno mappe meta-
omiche stratificate per tipologia di bambino (sano/malato) e per eta. Allo scopo saranno eseguite valutazioni
computazionali per rispondere alla percentuale ottimale di valore nullo nelle matrici complesse di dati omici NGS e di
metabolomica, valutando il decremento della varianza del sistema. Inoltre, mediante cicli iterativi saranno valutati gli
outlyers del sistema e le variabili ottimali in grado di descrivere il microbiota. Scelto il set ottimale di low fused data a
partire dai dati multidimensionali, si procedera all’integrazione dei dati omici e alla produzione di modelli
chemiometrici, come precedentemente riportato per i modelli metabolici. In questo caso, il modello integrato sara
utilizzato come modello predittivo diagnostico e prognostico di malattia (Del Chierico et al., 2017). Le mappe meta-
omiche consentiranno di evidenziare il fenotipo-malattia significativamente associato con le alterazioni del microbiota
intestinale. Le caratteristiche differenziali del contenuto microbico e/o della funzionalita del microbioma intestinale,
saranno selezionate come indici di perturbazione/malattia.

Indicatore/i di risultato -Indicatori interni qualita OPBG della ISO UNI EN ISO 9001: 2015

-Indicatori valutati dal Gruppo di Lavoro GdL | su Trasferimento delle Tecniche Omiche
nella pratica clinica” del Consiglio Superiore di Sanita.

Standard di risultato Nell'ambito dei processi di integrazione dei dati omici del microbiota umano in ambito
traslazionale, e ancor piu in quello diagnostico e clinico, non esistono allo stato attuale
degli standard di risultato. Essi verranno definiti proprio da questo Progetto di Rete
grazie a processi di standardizzazione delle attivita previste in OPBG per il
conseguimento degli obiettivi generale e particolari e grazie alla valutazione degli
indicatori selezionati candidati a divenire possibili standard di risultato dell’obiettivo
specifico 3.

4. Creazione di un database nazionale pediatrico di profili microbiologici e metabolomici di microbiota. | profili ottenuti
(obiettivo specifico 1, 2 e 3) saranno organizzati in un database nazionale con accesso alla comunita clinica e
scientifica pediatrica, per rendere fruibili le informazioni sui profili del microbiota alla comunita scientifica e clinica
pediatrica. Le apparecchiature e i metodi indicati negli obiettivi 1-3 produrranno una grande quantita di dati che
dovranno essere efficacemente “tradotti” per fornire un’interpretazione integrata dei profili del mcirobiota. L’'opera di
traduzione & normalmente affidata a database pubblici presenti nel web (NCBI, SWISSPROT, NIST), di enormi
dimensioni, che forniscono dati ridondanti. L’ obiettivo 4 si propone di costruire dei database personalizzati di
metagenomica, metaproteomica e metabolomica. L'interfacciamento tra la strumentazione e il suo specifico database
permettera di eseguire, con modalita processiva (flusso generazione dati e interpretazione profili), la completa
caratterizzazione strutturale e/o funzionale del microbiota intestinale, per produrre banche dati personalizzate per il
paziente pediatrico. Per questo, nella gestione tecnologica € prevista la presenza di un server per la conservazione
e la gestione dei dati. Sara formalizzata una collaborazione con il sistema centrale CINECA o altro Ente erogatore si
spazio server per l'archiviazione dati.

Indicatore/i di risultato | - Indicatori di sistema BIMS: Biomedical Information Management System.
-Indicatori di Decision Support System (DSS)
Standard di risultato Nellambito della generazione di database personalizzati di microbiota umano in

ambito traslazionale, e ancor piu in quello diagnostico e clinico, non esistono allo stato
attuale degli standard di risultato. Essi verranno definiti proprio da questo Progetto
di Rete grazie a processi di standardizzazione delle attivita previste in OPBG per il
conseguimento degli obiettivi generale e particolari e grazie alla valutazione degli
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indicatori selezionati candidati a divenire possibili standard di risultato dell’obiettivo
specifico 4.

5. | Scale-up di analisi diagnostiche del microbiota. L'Unita di Microbioma Umano dellOPBG attualmente processa
circa 2000 campioni/anno per l'analisi NGS del microbiota a scopo diagnostico. Nel triennio 2022-2024 si
prevede un aumento delle analisi fino a 3000 campioni/anno all’'interno della Rete Pediatrica creata dal progetto.
Indicatore/i di risultato | Numero di profili di microbiota generati per anno nel triennio 2022-2024/numero medio
dei profili di microbiota generati nel triennio precedente: n + x/n, dove x rappresenta il
valore incrementale per anno.

Standard di risultato Nell’ambito della microbiomica traslazionale, e ancor piu in quella diagnostica e clinica
non esistono allo stato attuale degli standard di risultato in termini di ottimizzazione
del numero die profili ottenibili in un anno. Essi verranno definiti proprio da questo
Progetto di Rete grazie a processi di standardizzazione delle attivita previste in OPBG
per il conseguimento degli obiettivi generale e particolari.

6. Produzione di profili diagnostici del microbiota per lo screening donatore/ricevente di trapianto di microbiota
intestinale (FMT). Attualmente L'Unita di Microbioma Umano dell OPBG fornisce profili di screening per FMT in ambito
pediatrico. Nel triennio 2022-2024 si prevede di eseguire uno scale-up dello screening diagnostico per FMT e di
costituire una Biobanca FMT condivisa con gli IRCCS della Rete Pediatrica aderenti al progetto.

Indicatore/i di risultato -Numero di pazienti pediatrici sottoposti a trattamento nutrizionale o FMT per
anno/numero dei pazienti pediatrici arruolati per I'analisi del microbiota per anno.

- ISO UNI EN ISO 9001: 2015

-Protocollo clinico OPBG per il Trapianto Fecale

-Indicazioni condivise CNT/OPBG

-Linee guida Internazionali su FMT (Keller et al., UEG, 2021; Cammarota et al., GUT,
2019).

Standard di risultato Nellambito del trapianto fecale pediatrico, non esistono allo stato attuale degli
standard di risultato. Essi verranno definiti proprio da questo Progetto di Rete grazie
a processi di standardizzazione delle attivita previste in OPBG per il conseguimento
degli obiettivi generale e particolari.

7. Trasferimento del sistema DSS generato agli interventi clinici mirati al paziente pediatrico con patologie microbiota-
correlate nell’'ambito della consensus clinica condivisa dalla Rete.

Indicatore/i di risultato | -Numero delle infusioni (x)/numero dei pazienti sottoposti a FMT (n)=nx/n, da
considerarsi come misura dell'efficacia dellFMT.

-Indice della parziale o totale reversione al microbiota originale del paziente, n (numero
di mesi)/12 mesi.

Standard di risultato Nell’ambito del trapianto fecale pediatrico e delle DSS ad esso associati non esistono
allo stato attuale degli standard di risultato. Essi verranno definiti proprio da questo
Progetto di Rete grazie a processi di standardizzazione delle attivita previste in OPBG
per il conseguimento degli obiettivi generale e particolari.
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Cronoprogramma obiettivi specifici/attivita in trimestri
Milestone a 12, 24, 36 mesi

Obiettivo specifico n.

1° anno (12 mesi)

2° anno (24 mesi)

3° anno (36 mesi)

ecologica o di shot-
gun. Per ogni soggetto,

in condizioni
fisiologiche elo
patologiche, sara
caratterizzato il
microbiota intestinale
in termini di

composizione
microbica (OTUs). In

questo obiettivo
specifico €& implicito
I'arruolamento dei

pazienti e la raccolta
dei campioni ad opera
di tutta la Rete IRCCS.

raccolta, l'invio e la
conservazione, fino
ad estrazione del
DNA. NOTA. Allo
stato attuale esiste
gia una Biobanca di
microbioti presso
'OPBG, che contiene
circa 10.000
campioni, associabili
a 52 Progetti di
Ricerca
Traslazionale.

reclutamento dei
pazienti arruolati
negli IRCCS
afferenti al
Progetto

Attivita 2022 2023 2024
2134 7118 10 11112

1 “obiettivo | Attivita 1

specifico” Fase pre-analitica 1.

Produzione di profili | | campioni di

metagenomici di | microbiota dei

microbiota mediante | pazienti saranno

next generation | sottoposti a

sequencing (NGS) | procedure software-

targeted per [lanalisi | assisted per la Fine

Attivita 2

Fase analitica 1.
Analisi
metagenomica
targeted. Dal DNA
ottenuto sara
amplificato il locus
ribosomiale batterico
V3-V4 del gene 16S
rRNA, riconosciuto
come gold standard
per lidentificazione
batterica, mediante

Valutazione dei
profili di
microbiota
ottenuti

Valutazione dei
profili di
microbiota
ottenuti

microbiota
ottenuti
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Verifica profili di




primer universali. Ad

ogni campione
saranno  assegnati
indici nucleotidici
univoci, prima

dell’assemblaggio in
un pool. L’insieme di
questi processi sara

automatizzato
mediante
lacquisizione di un
sistema robotico

MICROLAB STARIet
personalizzato.
Questo strumento

permettera di
standardizzare e di
velocizzare il

processamento  del
singolo campione. |l
pool verra
sequenziato sulla
piattaforma Miseq
lllumina, seguendo il

protocollo gia
standardizzato

presso I'OPBG,
rispondente alla

procedura ISO UNI
EN I1SO 9001: 2015.
Analisi
metagenomica
shotgun. Dopo
estrazione del DNA,
ottimizzata secondo i
protocolli dellOPBG,
basati
sul’omogenizzazione
del campione
differenziale
(PreCellys) a

Progetto di investimento art. 1, comma 95, della legge 30 dicembre 2018, n. 145 — Ente/Rete proponente Associazione Rete Italiana Salute dell’Eta Evolutiva (Rete IDEA) — Progetto “Il
microbiota umano nella medicina dei sistemi applicata alla diagnosi e alla terapia in pediatria”



seconda del target di
analisi shotgun
selezionato
(batterioma, micoma,
viroma a DNA),
saranno  preparate
libraries per il
sequenziamento
usando lllumina®
DNA Prep
Tagmentation kit
(NMumina, California,
USA) secondo le
istruzioni lllumina. I
sequenziamento sara
realizzato su
piattaforme
NextSeq550 oppure
NovaSeq 6000
garantendo almeno
una profondita di
sequenziamento di
7.5GB.

Attivita 3
Fase post-analitica
1. | dati grezzi

saranno  analizzati
mediante il software
Quantitative Insights
in Microbial Ecology
(QIIME). Saranno
effettuate analisi
ecologiche di
diversita alpha e
beta, per definire le
differenze

nell’ecologia del
microbiota in
relazione allo stato

Valutazione dei
profili
metagenomici di
microbiota
ottenuti

Valutazione dei
profili
metagenomici di
microbiota
ottenuti

Valutazione dei
profili
metagenomici di
microbiota
ottenuti
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fisiologico elo
patologico. Inoltre,
saranno applicati test

statistici non
parametrici di Kruskal
Wallis, analisi
multivariate,

univariate e di co-
correlazione tra le
comunita microbiche
e modelli matematici
(regressione logistica
lineare, linear
discriminant analysis
[LDA] Effect Size
[LEfSe]), per definire
le differenze in

termini di
abbondanza relativa
delle specie
batteriche ed
identificare i possibili
marcatori che
caratterizzano il

profilo del microbiota
associato ai pazienti
versus gli individui
sani. L’acquisizione
di una nuova
piattaforma Miseq
lllumina aumentera la
processivita di analisi

dei profili di
microbiota e
affiancando le

preesistenti

piattafome gemelle
avra anche un ruolo
di back-up di attivita
consentendo una
processivita di analisi
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continuativa. Per la
parte di analisi di shot
gun saranno
utilizzate  pipelines
dedicate originali ed
elaborate presso
'OPBG, in
collaborazione  con
GenomeUp, con tre
fasi principali: pre-

elaborazione con
rimozione delle
sequenze di bassa
qualita;
comparazione con il
genoma umano;
confronto con i
database di
riferimento e
annotazione

tassonomica per i
batteri, i funghi, i virus
fino alla produzione
di grafici krona.

2 “obiettivo specifico
Produzione di profili di
microbiota biochimico-
funzionali. Per ogni
soggetto, in condizioni

fisiologiche elo
patologiche, sara
caratterizzato il

microbiota intestinale
in termini di proprieta

funzionali (profilo
metabolomico,
metaproteomico e
caratterizzazione
biochimico-

Attivita 1
Fase analitica 2a.
Analisi
metabolomica. Per
definire lo spettro

funzionale del
microbiota, si
estrarranno i

metaboliti che
saranno caratterizzati
mediante un’analisi
“‘untargeted” tramite

gascromatografia
accoppiata a
spettrometria di

Valutazione dei
profili
metabolomici di
microbiota
ottenuti

Valutazione dei
profili
metabolomici di
microbiota
ottenuti

Valutazione dei
profili
metabolomici di
microbiota
ottenuti
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proteomico-metabolico
dell’'ospite).

massa ed abbinata a
micro estrazione in
fase solida (GC-
MS/SPME). Da
questa analisi si potra
produrre un profilo di
tipo quali-
quantitialivo dei
composti organici
volatili  (VOCs) (Di
Cagno et al. 2011).
L’acquisizione, di un
GC-MS, comprensivo
di autocampionatore,

workstation e
software, migliorera i
tempi e la
processivita

dellintero set dei
campioni biologici

selezionati. Inoltre,
per la
caratterizzazione
biochimica-
metabolica dei

campioni biologici
potra essere eseguita
una determinazione,
di tipo “targeted”,
quali-quantitaitva dei
composti  organici,
degli acidi, delle

ammine, degli
aminoacidi, degli
zuccheri, ecc.,

tramite spettrometria
di massa accoppiata
alla cromatografia
liquida (LC-MS/MS).
Per analizzare
ulteriormente le
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classi dei composti
chetonici e degli acidi
organici e per
caratterizzare gli
aminoacidi, gli
zuccheri e i composti
azotati, si eseguira
I'analisi
spettroscopica  1H-
NMR sui campioni
fecali. Gli spettri 1H-
NMR saranno
acquisiti mediante un
Bruker RMN,
disponibile presso il
Dipartimento di
Chimica
dell’'Universita
Sapienza. | dati
saranno interpretati
mediante Tukeys
Honestly Significant
difference test
(Statistica 6.0,
StatSoft) e Canonical
discriminant analysis
of Principal
coordinates (CAP).
Saranno eseguite
analisi
chemiometriche per
la definizione dei
modelli funzionali del
microbiota da usare
per la predizione di
attivita biochimica del
microbiota
(Vernocchi et al,
2020).

Attivita 2 Valutazione dei Valutazione dei Valutazione dei
profili profili profili

Progetto di investimento art. 1, comma 95, della legge 30 dicembre 2018, n. 145 — Ente/Rete proponente Associazione Rete Italiana Salute dell’Eta Evolutiva (Rete IDEA) — Progetto “Il
microbiota umano nella medicina dei sistemi applicata alla diagnosi e alla terapia in pediatria”




Fase analitica 2b. metaproteomici metaproteomici metaproteomici
Analisi di microbiota di microbiota di microbiota
metaproteomica. ottenuti ottenuti ottenuti

Per la
caratterizzazione
biochimica-
proteomica e
metabolomica
OPBG ha gia in
dotazione un Q-
TRAP 6500 Plus, una
piattaforma Orbitrap
Fusion ed una
piattaforma 5600
Triple TOF PLUS MS
per I'analisi
untargeted. Il
contenuto  proteico
dei campioni fecali
sara preliminarmente
caratterizzato con
tecnologia Triple TOF
PLUS MS 5600.
L’identificazione delle
proteine e delle OTU
ad esse associate
sara determinata
mediante decodifica
dei profili MS/MS con
un software
PROTEIN PILOT in-
house interfacciato
con database proteici

di microbiota
intestinale umano
(MetaHIT e
“personalizzati”).

Potranno essere
misurate, in termini
quantitativi, le

proteine identificate,

Progetto di investimento art. 1, comma 95, della legge 30 dicembre 2018, n. 145 — Ente/Rete proponente Associazione Rete Italiana Salute dell’Eta Evolutiva (Rete IDEA) — Progetto “Il
microbiota umano nella medicina dei sistemi applicata alla diagnosi e alla terapia in pediatria”




gestendone in modo
altamente processivo

I'elevatissimo
numero di peptidi
generati. La

distribuzione delle
frequenze delle OTU
sara processata
attraverso teorie
descrittive statistiche
(Skewness, Kurtosis,
Kolmogorov-Smirnov
tests).

3 “obiettivo specifico
Attraverso

l'integrazione dei dati o
dei profili omici di cui
all'obiettivo specifico 1
e 2, si costruiranno
mappe meta-omiche
stratificate per tipologia

di bambino
(sano/malato) e per
eta. Allo SCopo
saranno eseguite
valutazioni

computazionali per
rispondere alla

percentuale ottimale di
valore nullo nelle
matrici complesse di
dati omici NGS e di
metabolomica,

valutando il
decremento della
varianza del sistema.
Inoltre, mediante cicli
iterativi saranno

Attivita 1
Costruzione mappe
meta-omiche
stratificate per
tipologia di bambino
(sano/malato) e per
eta

Valutazione delle
mappe integrate
di microbiota
ottenute

Valutazione delle
mappe integrate
di microbiota
ottenute

Valutazione delle
mappe integrate
di microbiota
ottenute

Attivita 2

Valutati degli outliers
del sistema e delle
variabili ottimali in
grado di descrivere il
sistema microbiota

Valutazione delle
mappe integrate
di microbiota
ottenute

Valutazione delle
mappe integrate
di microbiota
ottenute

Valutazione delle
mappe integrate
di microbiota
ottenute

Attivita 3
Integrazione dei dati
omici e produzione di
modelli
chemiometrici

Valutazione delle
mappe integrate
di microbiota
ottenute

Valutazione delle
mappe integrate
di microbiota
ottenute

Valutazione delle
mappe integrate
di microbiota
ottenute
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valutati gli outliers del
sistema e le variabili
ottimali in grado di
descrivere il
microbiota. Scelto il set
ottimale di low fused
data a partire dai dati
multidimensionali,  si
procedera

allintegrazione dei dati
omici e alla produzione

di modelli
chemiometrici, come
precedentemente

riportato per i modelli
metabolici. In questo

caso, il modello
integrato sara utilizzato
come modello

predittivo diagnostico e
prognostico di malattia
(Del Chierico et al,
2017). Le mappe
meta-omiche

consentiranno di
evidenziare il fenotipo-
malattia

significativamente

associato con le
alterazioni del
microbiota intestinale.
Le caratteristiche
differenziali del
contenuto  microbico
e/o della funzionalita

del microbioma
intestinale, saranno
selezionate come
indici di

perturbazione/malattia.
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4 “obiettivo specifico
Creazione di un
database nazionale
pediatrico di  profili

microbiologici e
metabolomici di
microbiota. | profili
ottenuti (obiettivo

specifico 1, 2 e 3)
saranno organizzati in
un database nazionale
con accesso alla
comunita clinica e
scientifica pediatrica,
per rendere fruibili le
informazioni sui profili
del microbiota alla
comunita scientifica e
clinica pediatrica. Le
apparecchiature e i
metodi indicati negli
obiettivi 1-3
produrranno una
grande quantita di dati
che dovranno essere
efficacemente “tradotti”
per fornire
un’interpretazione

integrata dei profili del
microbiota. L’'opera di

traduzione e
normalmente affidata a
database pubblici

presenti  nel web
(NCBI, SWISSPROT,
NIST), di enormi
dimensioni, che
forniscono dati
ridondanti. L’obiettivo 4
si propone di costruire
dei database

Attivita 1
Organizzazione del
database nazionale
die profili di
microbiota pediatrico

Valutazione della
gestione e
dellandamento
del database
nazionale

Valutazione della
gestione e
delllandamento
del database
nazionale

Valutazione della
gestione e
dellandamento
del database
nazionale

Attivita 2
Traduzione dei dati
omici in dati integrati
di profili di microbiota

Valutazione dei
profili integrati

Valutazione dei
profili integrati

Valutazione dei
profili integrati
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personalizzati di
metagenomica,

metaproteomica e
metabolomica.

L’interfacciamento tra
la strumentazione e il
suo specifico database
permettera di eseguire,
con modalita
processiva (flusso
generazione dati e
interpretazione profili),

la completa
caratterizzazione

strutturale elo
funzionale del

microbiota intestinale,
per produrre banche
dati personalizzate per
il paziente pediatrico.
Per questo, nella
gestione tecnologica &
prevista la presenza di
un server per la
conservazione e la
gestione dei dati. Sara

formalizzata una
collaborazione con |l
sistema centrale

CINECA o altro Ente
erogatore si spazio
server per
I’'archiviazione dati.

5 “obiettivo specifico
Scale-up di analisi
diagnostiche del
microbiota. L'Unita di
Microbioma Umano
del’lOPBG attualmente
processa circa 2000

Attivita 1

Aumento
disseminazione per
aumentare il numero
di richieste di
microbiota da
sostenere in OPBG

Verifica
andamento
analisi
diagnostiche

Verifica
andamento
analisi
diagnostiche

Verifica
andamento
analisi
diagnostiche
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campioni/anno per
lanalisi NGS  del
microbiota a scopo
diagnostico. Nel

Attivita 2
Automatizzazione
processi estrattivi e
potenziamento dei

Verifica scale-up
analisi dei profili
di microbiota dal
punto di vista

Verifica scale-up
analisi dei profili
di microbiota dal
punto di vista

Verifica scale-up
analisi dei profili
di microbiota dal
punto di vista

donatore/ricevente di
trapianto di microbiota
intestinale (FMT).
Attualmente L'Unita di
Microbioma Umano
dellOPBG fornisce
profili di screenig per
FMT in ambito
pediatrico. Nel triennio
2022-2024 si prevede
di eseguire uno scale-
up dello screening
diagnostico per FMT e
di costituire una
Biobanca FMT
condivisa con  gli
IRCCS della Rete
Pediatrica aderenti al

sostenere in OPBG

Valutazione dei
profili di
microbiota
intestinale per lo
screening dei
donatori/riceventi
'EMT

Valutazione dei
profili di
microbiota
intestinale per lo
screening dei
donatori/riceventi
'EMT

triennio 2022-2024 si | processi di o o "
. analitico analitico analitico

prevede un aumento | sequenziamento

delle analisi fino a 3000

campioni/anno

allinterno della Rete

Pediatrica creata dal

progetto.

6 “obiettivo | Attivita 1

specifico” Aumento

Produzione di profili | disseminazione per

diagnostici del | aumentare il numero

microbiota  per lo | dirichieste di

screenig microbiota da

Valutazione dei
profili di
microbiota
intestinale per lo
screening dei
donatori/riceventi
'EMT

sistema DSS generato
agli interventi clinici

concreti casi clinici

efficacia di DSS

efficacia di DSS

progetto.

7 “obiettivo | Attivita 1

specmlco Utl|I|zzo' dgl DSS in Valutazione di Valutazione di Valutazione di
Trasferimento del | microbiomica a

efficacia di DSS
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mirati al paziente
pediatrico con
patologie microbiota-
correlate  nell’ambito
della consensus clinica
condivisa dalla Rete
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DATI ECONOMICI E FINANZIARI

importi in euro

Costo complessivo: 1.712.600 | Durata prevista (anni) 3
Finanziamento Ministero della 1.560.000 9% Finanziamento ministeriale 91%
salute
Eventuali alt ti di 152.

'ven u.a f altre fonti di 600 % Altre fonti di finanziamento 9%
finanziamento

Finanziamento complessivo 1.712.600 | % Finanziamento complessivo 100 %

Piano economico complessivo

importi in euro

Unita di Costo % su Totale
Voci economiche Quantita misura .. costo
(um) @ previsionale previsionale
1.a Spese di Coordinamento! ® ND ND € 15.600,00 1%
1.b Personale di ricerca ® 4.290 GG € 452.400,00 29 %
2. Attrezzature (Acquisto, Leasing, Noleggio) ™ 12 PZ € 898.000,00 57,56 %
3. Materiali di consumo connessi allo svolgimento
della ricerca (supplies)
4. Elaborazione Dati (IT Services and Data Base) € 124.600,00 7,99%
5. Spese generali (overheads) ® € 69.400,00 4,45 %
Totale UM GG 4290
Totale UM CP? 3
Totale UM PZ1? 12
Totale UM ND®? 2
Totale €1.560.000,00 100,00%

3 9% non superiore al 30%
) 9% non superiore al 70%
1% non superiore al 5%

) Spese di Coordinamento riferite allo svolgimento procedure di evidenza pubblica
2 Unita di misura: GG= giornate; CP: a corpo; PZ: pezzi unita definite; ND=non definita

Piano finanziario complessivo per annualita

importi in euro

o, o . .
... | Finanziamento Ministero % Altre fonti di % Finanziamento totale
Annualita ! X )
della salute finanziamento

852.720,00 122.600,00 975.320,00

489.280,00 30.000,00 519.280,00

218.000,00 0,00 218.00,00

Totale 1.560.000,00 91% 152.600,00 9% 1.712.600,00
Totale % 91% 9% 100,00

finanziamento

() Specificare in un prospetto allegato eventuale/i Ente/i cofinanziatore/i del progetto con I'indicazione delle relative quote di
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Piano economico complessivo: descrizione utilizzo delle risorse per Ente/RETE/IRCCS

Importiin euro
1a 1b
. . « « " " Totaleimportoin
Ente/Rete/IRCCS (Mesi/persona (Mesi/persona 20) 30 40 50 eur?)o
expertise) expertise)
Associazione Rete Italiana Salute
dellEta Evolutiva (RETE IDEA) 15.600,00 898.000,00 42.000,00 955.600,00
Ospedale Pediatrico Bambino Gesu 79.170,00 124.600,00 27.400,00 231.170.00
Istituto Giannina Gaslini 41.470,00 41.470,00
IRCCS Stella Maris 41.470,00 41.470,00
IRCCS Eugenio Meda 41.470,00 41.470,00
IRCCS Oasi Maria SS. 41.470,00 41.470,00
Fonda2|on.e IRCCS Istituto 41.470,00 41.470,00
Neurologico Carlo Besta
Ospedale Infantile Burlo Garofolo 41.470,00 41.470,00
Fondazione Agostino Gemelli IRCCS 41.470,00 41.470,00
IRCCS Ospedale San Raffaele 41.470,00 41.470,00
IRCCS Fonda2|on.e Monfilno - Istituto 41.470,00 41.470,00
Neurologico Nazionale
Totale importoin euro 15.600,00 452.400,00 898.000,00 124.600,00 69.400,00 1.560.000,00

M1a= Spese di Coordinamento; 1.b = Personale di ricerca ; 2=Attrezzature (Acquisto, Leasing, Noleggio); 3=Materiali di consumo connessi allo svolgimento della ricerca (supplies);
4=Elaborazione Dati (IT Services and Data Base); 5=Spese generali (Overheads)
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Progetto di Rete per il Fondo finanziamento degli investimenti e lo sviluppo
infrastrutturale del Paese — Ministero della Salute

ENTE PROPONENTE: OSPEDALE PEDIATRICO BAMBINO GESU’

TITOLO DEL PROGETTO

Il microbiota umano nella medicina dei sistemi applicata alla diagnosi e alla terapia in pediatria

Parole chiave: (1) Analisi -omiche del microbiota intestinale e di altri distretti; (2) profili associati al
programming fisiologico del microbiota neonatale e perinatale; (3) profili associati alla disbiosi intestinale; (4)
banking dei campioni di microbiota e database dei profili di microbiota; (5) analisi diagnostica del microbiota;
(6) trapianto del microbiota fecale e banking dei campioni

ABSTRACT DEL PROGETTO

o«

Molte patologie pediatriche si associano a modificazioni dell’assetto funzionale dell’ “organo” microbiota
intestinale. Il suo genoma o microbioma si associa all’ecologia complessa di 10" batteri, un volume 100
volte piu grande rispetto al genoma umano. | commensali di questo ecosistema svolgono un ruolo
omeostatico, agendo come barriera dinamica contro la traslocazione dei patogeni, esercitano funzioni
metaboliche fondamentali e promuovono lo sviluppo del sistema immunitario (Sl) in eta infantile ed hanno
un’azione modulante sul genoma.

Quando 'omeostasi viene perturbata, si innesca uno stato disbiotico, associato ad un quadro eterogeneo di
patologie pediatriche, come le malattie e le sindromi inflammatorie dell'intestino (ad es. IBD, IBS), le malattie
metaboliche, I'obesita, la steatosi e la fibrosi epatica, relativamente all'asse cosiddetto intestino-fegato, ma
anche patologie sistemiche come la fibrosi cistica (FC), le malattie autoinfiammatorie/autoimmunitarie (ad es.
artrite idiopatica giovanile), le sindromi genetiche come la sindrome di Williams e la sindrome di Down, le
allergie (ad es. dermatiti atopiche), i disturbi dell’asse cervello-intestino, come I'autismo o particolari disturbi
del comportamento (Pediatric Acute Neuropsychiatric Disorders, PANS), compresi quelli a presunta
eziologia infettiva (Pediatric Acute Neuropsychiatric Disorders Associated with A streptococci PANDA), le
patologie neoplastiche ed i quadri infettivi sistemici o distretto-specifici, come nel caso della patologia
COVID-19. Del tutto attuale, inoltre, & il controllo delle infezioni da germi multi-drug-resistant (MDR),
attraverso la valutazione della loro colonizzazione del microbiota intestinale ed il controllo/prevenzione delle
traslocazioni microbiche, pre-settiche, una nuova strategia nella gestione antimicrobica dei pazienti
immunodepressi. Nel caso della malattia acuta da rigetto (Graft Versus Host Disease, GVHD), che spesso
complica il trapianto di cellule staminali emopoietiche allogeniche, la biodiversita del microbiota intestinale
pud dare luogo a forme meno severe e, in questo cso, &€ fondamentale il suo monitoraggio pre- e post-
trapianto.

La comprensione del profilo del microbiota intestinale "sano" nelle prime fasi di vita, dalla nascita all'intera
infanzia, riveste un ruolo cruciale nella gestione delle malattie pediatriche associate al microbiota, ma anche
nella prevenzione delle malattie croniche che si svilupperanno nel corso della vita, e risponde alla richiesta di
definire I'eubiosi intestinale, attraverso la creazione di modelli di base, indispensabili per valutare gli eventi
disbiotici.

Essenziale, in questo contesto, appare anche la comprensione dell'interazione pre/perinatale mamma-
bambino sulle caratteristiche del microbiota alla nascita, quale fattore “condizionante” la salute/malattia e lo
sviluppo fisico-cognitivo del bambino. L'IRCCS Burlo Garofolo & attualmente impegnato nello studio degli
effetti del dismicrobismo e dello stato infiammatorio correlato dell’ecosistema vaginale, nellinfertilita, nella
suscettibilita alle infezioni e nello sviluppo dell’asse intestino-cognitivo in epoca neonatale




Lo sviluppo di tecnologie “meta-omiche” (metagenomica, metabolomica, proteomica e metaproteomica), di
algoritmi analitici e di processi correlati (data management system e decision support system) per il
mappaggio del microbiota presso I'Ospedale Pediatrico Bambino Gesu (OPBG), basati su complesse
piattaforme tecnologiche e avanzate procedure analitiche e computazionali, si sono rivelati idonei a fornire
risultati traslazionali originali nella caratterizzazione del microbiota pediatrico, consentendo di chiarire alcuni
aspetti originali della sua modulazione e interazione con gli stimoli esterni (ad es. agenti patogeni, infettoma)
e con la dieta (ad es. profili nutrizionali, “foodoma”), nel contesto della variabilita genetica dell’ospite. Queste
tecnologie assistono un team multidisciplinare clinico-laboratoristico nella generazione di profili
individualizzati del microbiota, fornendo carte “omiche” genomiche e biochimiche “integrate”, basate su
metatassonomia, attivita metaboliche e reservoir proteico del microbiota analizzato. Tali mappe integrate
sono a disposizione dei team clinici, per comprendere le alterazioni funzionali del microbiota, correlarle ai
parametri anamenestico-clinici del paziente (metadati) e per valutare strategie correttive o di clearance,
mediante interventi nutrizionali, di somministrazione di probioici, prebiotici personalizzati fino al trapianto di
microbiota fecale (Fecal Microbiota Transplantation, FMT), gia disponibile nellOPBG come Protocollo
Ospedaliero dal 2017.

Questo progetto propone la circolazione e I' implementazione delle esperienze della Rete nel’ambito della
caratterizzazione metaomica del microbiota mediante il coordinamento del Progetto da parte del’lOPBG,
Centro pionieristico in queste attivita, al fine di ottenere una immediata ricaduta traslazionale e diagnostico-
clinica su scala nazionale. L'esperienza sara estesa all'interno della rete pediatrica, utilizzando competenze
condivise, tecnologie e dataset di dati pre-esistenti, la disponibilita di pazienti pediatrici che possono fornire
un reservoir continuo di tratti clinici per le principali patologie correlate al microbiota, nel’ambito dei quadri
funzionali fegato-intestino, cervello-intestino e sistemico.

Sono previste le seguenti attivita: i) estensione della Banca di riferimento del microbiota pediatrico per la
generazione di profili malattia (la Banca OPBG al momento dispone di circa 10,000 campioni di microbiota
pediatrico); ii) fornire un sistema Open or Limited Access Source di profili di microbiota per la comunita
clinica; iii) fornire profili diagnostici di microbiota associati a stati fisiologici e patologici (definizione di
enterotipi o “enterogradienti” intestinali); iv) definire gli aspetti relativi alla diagnosi e alla prognosi delle
disbiosi intestinali, relative ad alcune importanti patologie pediatriche; v) sviluppare terapie alternative o
supplementari, basate sull’'uso personalizzato di probiotici e prebiotici, in grado di indurre modificazioni
paziente-specifiche del microbiota; vi) migliorare la gestione clinica del paziente, con particolare riguardo alle
esigenze nutrizionali, e, di conseguenza, alla qualita di vita; viii) disegnare, sulla base dei profili “misurati” di
disbiosi intestinale, modulazioni interventiste del microbiota basate su FMT; vii) costituzione di una Banca
per 'lFMT pediatrico.

BACKGROUND SCIENTIFICO DEL PROGETTO

Il microbiota intestinale umano € un complesso ecosistema costituito da 10'* batteri. Il suo genoma, che ha
dimensioni circa 100 volte superiori a quelle del genoma umano, pud essere definito nel suo insieme
microbioma. | commensali del microbiota svolgono un ruolo fondamentale nella salute, particolarmente
nell’eta pediatrica, agendo come barriera contro i patogeni e contro la loro invasione, con modalita dinamica,
espletata da funzioni metaboliche e da stimoli sullo sviluppo del sistema immunitario (Sl) (Stanghellini et al.
2010; Cammarota et al., 2019). Nei neonati, I'alterazione dei taxa enterici indigeni del microbiota pud avere
un impatto negativo sulle esigenze metaboliche dell’ospite, cosi come sullo sviluppo del S| associato
allintestino e sullinsorgenza di fenomeni infammatori (Romani et al., 2020). Infatti, le capacita del Sl di co-
evolvere con il microbiota, a partire dall’epoca perinatale, permettono all’'ospite e al microbiota di coesistere
in una relazione di mutuo beneficio, che consiste nel dispensare in modo coordinato le risposte immunitarie
specifiche verso la biomassa degli antigeni esterni, e nel discriminare i falsi allarmi innescati dagli antigeni
benigni. Inoltre, gli oligosaccaridi e i glicoconiugati, componenti naturali del latte materno, possono prevenire
la fissazione intestinale degli enteropatogeni e stimolare la crescita dei Bifidobatteri, chiarendo anche aspetti
fisiologico-funzionali del programming del microbiota, con importanti ricadute in neonatologia e in pediatria
(Del Chierico et al. 2015; Conta et al. 2021; Levi Mortera et al, 2019). Come noto, specifici determinanti della
variabilita, correlati all’ospite e allambiente, agiscono direttamente sulla composizione e sulla densita del
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microbiota intestinale subito dopo la nascita, contribuendo all’efficienza funzionale dell'intestino del neonato
e alle sue esigenze metaboliche (Putignani et al. 2010). La prima acquisizione microbica sembra governata
da una trasmissione verticale, dalla madre al figlio e, solo successivamente, si sviluppano ecosistemi
microbici differenti nei vari siti anatomici (Dominguez-Bello et al. 2010; DiGiulio et al. 2015). In questo modo,
gli ecosistemi microbici dell’ospite selezionano un gruppo di comunita ben adattate, che originano dalla
comunita “inoculo” colonizzante, mentre le caratteristiche genetiche dellospite ne influenzano la
composizione, modulando le caratteristiche ambientali della nicchia ecologica (Del Chierico et al. 2015).
Inoltre, & noto che alcune patologie espresse a livello extra-intestinale, come l'obesita e le atopie, si
associano a “perturbazioni” dell’ecosistema microbico gastrointestinale (Russell & Finlay, 2012). Anche per
la fibrosi cistica (FC), le infezioni e le malattie respiratorie ricorrenti e lo stato di infiammazione cronico,
sembrano avere correlazioni dinamiche con il microbiota intestinale, compresa l'associazione con la sua
disbiosi (Rogers et al.,, 2010; Marazzato et al 2020). L'elevata espressione del gene regolatore della
conduttanza transmembrana della fibrosi cistica (CFTR) a livello intestinale (Strong et al. 1994) favorisce,
infatti, 'anomala produzione mucoide, con conseguente malassorbimento e ostruzione dell’intestino. Di
conseguenza, i pazienti affetti da FC non trattati presentano un deficit nutrizionale e hanno una prognosi
sfavorevole. In condizioni fisiologiche, il microbiota partecipa alla digestione delle sostanze nutritive,
aumenta l'immunita dell'ospite e aiuta a controllare la crescita degli organismi potenzialmente patogeni. Nei
pazienti con FC resta controversa la prevalenza e il ruolo della proliferazione batterica intestinale e le
implicazioni del difetto genico nell'infiammazione endogena e nell’alterazione delllomeostasi del Sl, con
particolare riferimento alla “overgrowth” del Clostridium difficile. Sta emergendo l'idea che I'aumento
dellinflammazione intestinale nella FC, inneschi la proliferazione batterica intestinale, favorita dal materiale
vischioso che ostacola il trasporto degli antimicrobici, con un effetto diretto della malattia sulla composizione
del microbiota, piuttosto che sullaumento dell'inflammazione a carico delle popolazioni batteriche
immunogeniche (Vernocchi et al., 2018). Tuttavia, la composizione e la funzione del microbiota delle vie
respiratorie, da studiare mediante la caratterizzazione fine del batterioma e del viroma del distretto aereo e
della loro relazione con il microbiota intestinale possono chiarire come le comunita microbiche facilitino o
ostacolino l'insediamento del patogeno e la sua propagazione nei distretti respiratori e come le comunita
viroma-batterioma possano reagire alle malattie respiratorie (lorio et al, 2021). Relativamente all’'obesita, la
sua insorgenza si € drammaticamente spostata nei primi anni di vita e la sua prevalenza nell’eta pediatrica &
fortemente aumentata su scala mondiale (Han et al. 2010). A differenza dell’obesita epidemica, che &
principalmente attribuibile allo stile di vita occidentale e, in particolare, al’eccessivo consumo di carboidrati e
di grassi e alla riduzione dell'attivita fisica, quella infantile & stata, in parte, correlata alle pregresse
esposizioni del feto a condizioni sfavorevoli (ad es. segnali ormonali e nutrizionali), in grado di esercitare un
profondo impatto sul successivo sviluppo, sulla struttura e sulla funzione dell’organismo (Manco et al. 2010).
Questo fenomeno, che coinvolge I'epoca perinatale e postnatale, € noto come “programmazione della
malattia durante la fase di sviluppo” (Hochberg et al. 2010; Del Chierico et al., 2015). L'obesita e le patologie
metaboliche associate all’obesita, come la sindrome metabolica e il diabete tipo 2, sono state collegate alle
caratteristiche funzionali e strutturali del microbiota intestinale (Manco, 2012; Del Chierico et al., 2021). Sulla
base di questi studi sembra plausibile che la capacita del microbiota intestinale di regolare la risposta
inflammatoria sia critica nei complessi meccanismi correlati all’obesita e alla sindrome metabolica, e persino
al rischio di sviluppare alcune malattie dell’adulto, come quelle cardiovascolari, in rapporto al’aumento del
peso, all'accumulo di grassi, al mantenimento di uno stato inifiammatorio (Manco et al. 2010). Per questo
motivo, i marcatori dell’obesita in eta pediatrica rappresentano un potenziale strumento predittivo e
preventivo dell'obesita nell’adulto e possono aiutare nella gestione del paziente cronico durante il passaggio
dall’'eta pediatrica all’etd adulta (Del Chierico et al., 2018). Indubbiamente, un sano microbiota intestinale
contribuisce al mantenimento della salute umana garantendo funzioni metaboliche. Dato che i pazienti affetti
dagli errori congeniti del metabolismo sono in regimi alimentari costituiti da diete speciali, rappresentano un
buon modello per valutare come specifici dietary patterns, in termini di composizione di macronutrienti e
della loro qualita, correlino con uno specifico profilo di microbiota associato a definiti fenotipi clinici
(Montanari et al., 2021; Reddel et al., 2019).

Tuttavia, un buon modello rimane la malattia infiammatoria intestinale, su cui ancora tanto deve essere

studiato in termini di microbiota “signature” in eta pediatrica (Putignani et al., 2016; Putignani et al., 2021)

per comprendere la malattia nell’adulto (Palombo et al., 2021; Altomare et al., 2021; Baldelli et al., 2021; Lo

Presti et al., 2019; Altomare et al., 2019). Importanti sono anche le evidenze sulle patologie autoimmunitarie,

compresa l'artrite idiopatica giovanile (JIA). In uno studio coordinato da OPBG, nellambito del Progetto
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Europeo MD-PAEDIGREE, in collaborazione con I'Ospedale Gaslini di Genova e con la University Medical
Center Utrecht Wilhelmina Children’s hospital, Utrecht, The Netherlands, sono stati analizzati 99 pazienti
naive italiani ed olandesi (Baseline), 44 pazienti con malattia inattiva (Inactive Disease, ID), 25 pazienti con
attivita persistente (Persistent Activity (PA), e 107 soggetti sani stratificati per eta e localizzazione geografica
(controlli). Il marcatore della disbiosi correlato alla malattia & stato identificato in tutti i suoi stadi, in modo
indipendente dall’origine geografica dei pazienti. Tuttavia, le differenze nel microbiota intestinale nelle
popolazioni italiana e olandese hanno evidenziato il microbiota come tratto/caratteristica (enterofenotipo) di
popolazione, con una ridotta ricchezza ecologica rispetto ai controlli o ai soggetti sani. | marcatori microbici,
identificati mediante algoritmi di calcolo multivariato (ad es. random forest) hanno indicato nelle operational
taxonomic units (OTUs) Erysipelotrichaceae, Faecalibacterium prausnitzii and Allobaculum, marcatori
microbici differenziali nei gruppi di pazienti analizzati (van Dijkhuizen et al., 2018). L'integrazione tra i dati
metagenomici e le analisi fecali dei metaboliti volatili e non volatili, mediante piattaforme tecnologiche
GC/MS and NMR sta evidenziando un metaboloma stabile e specifico per la JIA. | dati derivati, definiti low-
fused data, ottenuti dopo cicli iterativi di riduzione e integrazione dei dati omici metagenomici e metabolomici
e multidimensionali, hanno permesso una corretta classificazione della malattia, rispetto ai sani, nell’'82% dei
casi, indipendentemente dalla fase PA, e, comparabile, per gli stati di JIA baseline e ID, con un altissimo
valore predittivo della malattia (indicatore diagnostico e non prognostico). | profili integrati hanno evidenziato,
nel loro insieme, l'indipendenza dalla attivita della malattia, dall’infiammazione (indici JADAS71), dalla
terapia (methotrexate) (Vernocchi et al., 2020). Recentemente, il concetto di low-grade inflammation,
sindrome metabolica, impairment cognitivo cancer (Scheithauer et al., 2020; Oria et al., 2016; Tilg et al.,
2020) é vivamente dibattuto e ricopre un ruolo fondamentale nella ricerca dei biomarcatori microbici di profilo
del microbiota associabili alla disbiosi (Lo Presti et al., 2019; Lopetuso et al., 2020; Ponziani et al., 2019).

La rivoluzione del microbiota (Lynch e O Pedersen, 2016), particolarmente, in ambito pediatrico & entrata
nella clinica della disbiosi di un esteso di patologie (Henao-Mejia et al., 2012; Lebba et al., 2011; Compare et
al., 2012; Del Chierico et al., 2017; Weiss et al. 2004; Hosseini et al. 2011), fino a quelle associate alle
anomalie del comportamento (Gareau et al. 2012; Ristori et al., 2019 e 2020; Quagliariello et al., 2018).
Alcuni studi epidemiologici hanno suggerito associazioni tra patologie neurologiche dello sviluppo, come
lautismo, la schizofrenia, I'ansia, e le infezioni microbiche nel periodo perinatale (Finegold et al., 2010).
Ragguardevoli sono gli studi sul'allergia pediatrica, gia affrontati dal nostro gruppo (Mennini et al., 2021;
Reddel et al., 2019) e che saranno implementati attraverso questo Progetto di Rete.

Su questa base, I'ulteriore progettazione di biomarker discovery correlata alla disbiosi del microbiota per
specifiche patologie pud avere una ricaduta diagnostica immediata, applicando tecnologie metaproteomiche
avanzate come la spettrometria di massa Triple-TOF, la tecnologia SWATH (Sequential Windows Acquisition
of all Theoretical Precursors), con la quale la velocita e le modalita di processazione degli analiti dalle feci o
dal sangue possono produrre profili qualitativi e quantitativi delle proteine/metaboliti differenzialmente
espressi, in grado di fornire un grande serbatoio di informazioni per ogni paziente (Di Girolamo et al., 2012).
E stato dimostrato che le analisi metaboliche 1H-NMR e GC-MS degli estratti fecali possono fornire
importanti chiarimenti sulle differenze metaboliche interspecie dei componenti del microbiota (Saric et al.,
2008; Miccheli et al., 2015), producendo informazioni diagnostiche per le principali patologie intestinali
(Martin et al., 2010). | progressi delle tecnologie 1H-NMR, GC-MS, MRM, SWATH in LC-MS/MS permettono
di monitorare i cambiamenti nei metaboliti, intesi come concentrazione e proprieta chimiche. | profili
metabolici ottenibili mediante analisi multivariate offrono un nuovo approccio per esaminare la cooperazione
metabolica ospite-microbiota rispetto al fenotipo, alla patologia e alla dieta (Nicholson et al., 2005; Del
Chierico et al., 2014; Putignani e Dallapiccola 2016; Vernocchi et al., 2020).

In particolare, I'analisi combinata del metaboloma in diversi liquidi biologici, compresi le feci, il plasma e le
urine offre una strategia idonea ad accertare i collegamenti tra la bioconversione degli ingredienti dei cibi
non-digeribili, la loro bio-disponibilita e il loro effetto sul metabolismo dell’ospite, anche in relazione alla
patologia in atto (Young e Wallace, 2009). In generale, quindi, le relazioni mutualistiche nel microbiota
intestinale influenzano la “salute” metabolica, ne regolano I'equilibrio energetico, iI metabolismo degli
xenobionti, la resistenza alla colonizzazione dei patogeni, la maturazione del Sl nel bambino, la sua salute
nutrizionale e l'insorgenza di importanti patologie. La crescente disponibilita di approcci di biologia dei
sistemi nello studio del microbiota intestinale, cosi come quelli sviluppati in house nellOPBG, pud fornire
strumenti di analisi genomica e funzionale (metabolomica e metaproteomica) del microbiota nelle malattie
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pediatriche, rendendo disponibili attivita di medicina dei sistemi, come le correlazioni tra i profili del
microbiota e i fenotipi delle malattie. Le indagini di biologia dei sistemi effettuate presso 'OPBG, sulla
diversita e stabilita del microbiota intestinale e polmonare dei pazienti pediatrici saranno valutati nella
predizione dell’esito clinico, nella caspacita di migliorare le condizioni nutrizionali e la qualita della vita, nello
sviluppo di terapie alternative o supplementari, basate sull’'uso mirato di probiotici e prebiotici, con ricadute
immediate sul trattamento quotidiano del paziente, sull’'utilizzo del FMT come trattamento clinico. Molto
lavoro & stato fatto in questa direzione, in collaborazione diretta con la Scuola pionieristica (CEMAD,
Policlinico Gemelli) del trapianto fecale del Prof Gasbarrini (Cammarota et al., 2019; Keller et al., 2021; Merli
et al., 2020; Quagliariello et al., 2020; Gargiullo et al., 2019.; Nobili et al., 2019). Basandosi su questo
grande lavoro pregresso, 'OPBG ha redatto il primo Protocollo Ospedaliero Italiano per I'FMT pediatrico nel
2017; il passo successivo nellambito di questo Progetto di Rete sara il coordinamento tra gli Ospedali
Pediatrici per formulare, di concerto con il Centro Nazionale Trapianti (CNT), un nuovo Protocollo utilizzabile
sul territorio nazionale per i casi compassionevoli, gli studi pilota, ma anche per i protocolli clinici, laddove
opportuno.

La rete dei ricercatori e dei clinici dellOPBG, collegati con le altre strutture accademiche e gli IRCCS potra
gradualmente inserire applicazioni meta-omiche dei processi diagnostico-analitici del microbiota nelle attivita
della Rete IDEA, con conseguente presa in carico clinica dei pazienti con profili disbiotici piu importanti del
microbiota.

In particolare, il modello del microbiota potra anche essere applicato allo studio di popolazioni speciali
omogenee, quali i pazienti con disturbi del neurosviluppo (disabilita intellettiva, disturbo dello spettro
autistico) o epilessia. Cio con il contributo del’'IRCCS “Associazione Oasi Maria SS” di Troina (EN), afferente
alla Rete IDEA, che focalizza specificamente una parte della sua attivita di ricerca sullo studio di biomarker
dei disturbi del neurosviluppo e con il contributo degli altri IRCCS della Rete che si occupano piu
specificatamente dei disturbi del neurosviluppo. Con un’attivita interdisciplinare e con un lavoro all'interfaccia
tra la ricerca e la clinica, i microbiologi e gli specialisti in discipline “omiche” contribuiranno alla descrizione
su larga scala di “enterotipi” pediatrici, delineando il ruolo del microbiota intestinale in stati fisiologici e
patologici dell’eta evolutiva (Putignani, 2014). L’utilizzo di algoritmi computazionali di machine learning
permettera di elaborare modelli microbiota-malattia sempre piu avanzati e, quindi, di predirne di nuovi
(Putignani et al., 2019). Grazie a questo approccio, codificato a livello nazionale, sara possibile istituire la
prima Biobanca di campioni di Microbiota Pediatrico e la prima Biobanca digitale Italiana, a cui tutti i
componenti la Rete avranno accesso, contribuendo in modo sostanziale alla loro progressiva estensione ed
aggiornamento, fornendo uno strumento importantissimo nell’attuale medicina di precisione pediatrica.

OBIETTIVI

Obiettivo generale e relativo indicatore.

Il progetto si propone di generare profili di microbiota intestinale (enterofenotipi), in presenza di disbiosi
(condizioni patologiche), correlati alla presenza di processi infiammatori a localizzazione intestinale (IBD e
IBS) ed extra-intestinale come sindromi e disturbi metabolici, malattie genetiche (ad es. fibrosi cistica,
sindrome di Down, sindrome di Williams), patologie autoimmunitarie (Artrite idiopatica giovanile, sindrome da
attivazione macrofagica), malattie neurologiche e del comportamento (ad es. autismo) obesita e steatosi
epatica, in pazienti pediatrici di etd compresa tra 0-18 anni, confrontati con gruppi di controllo (condizioni
fisiologiche), stratificati per intervalli di eta sovrapponibili ed eventi di programming fisiologico.

In particolare, questo progetto di Rete si propone di: i) estendere ed ottimizzare il processo di generazione di
carte -omiche di microbioti individuali, associate a vari endofenotipi pediatrici, a partire da quelle gia
sviluppate in OPBG, ad un reservoir di pazienti e soggetti sani esteso su scala nazionale grazie al contributo
sinergico degli Ospedali che afferiscono alla Rete IDEA, al fine di estendere la Biobanca di riferimento dei
microbioti pediatrici; ii) fornire un sistema infrastrutturale Open or Limited Access Source di profili di
microbiota per la comunita pediatrica scientifica e clinica; iii) applicare ed ottimizzare i workflow diagnostici
avanzati sviluppati dal Centro coordinatore del progetto, relativi allo stato disbiotico intestinale, per valutare
le ricadute cliniche immediate nella gestione del paziente cronico, compresa la sua terapia; iii) sviluppare
algoritmi di decision support system (DSS) per associare microbiota profiling alla diagnosi e alla prognosi
delle disbiosi intestinali; iv) utilizzare DSS per sviluppare terapie alternative o supplementari, basate sull’uso
mirato di probiotici e prebiotici, in grado di indurre modificazioni paziente-specifiche del microbiota per
migliorare la gestione clinica del paziente; v) disegnare, sulla base dei profili “misurati” di disbiosi intestinale,
modulazioni interventiste del microbiota basate su FMT; vii) creare una Biobanca per FMT pediatrico.
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La Rete Pediatrica armonizzera le competenze clinico-laboratoristiche per il reclutamento dei pazienti e per
la raccolta campioni su scala nazionale per allestire un database di profili di microbiota predittivi di malattia o
associati a processi fisiologici di programming a livello di popolazione.

| protocolli di microbiota profiling saranno condivisi dai vari IRCCS con il Centro Coordinatore del Progetto in
modo da standardizzare le attivitd di caratterizzazione di microbiota, creare a un database centrale e
condiviso, elaborare un DSS congiunto per il trattamento clinico delle patologie microbiota-correlate.
Indicatore:

Numero dei profili di microbiota generati per anno nel triennio 2022-2024/media del numero dei profili di
microbiota generati nel triennio precedente: n + x/n, dove x rappresenta il valore incrementale per anno;
Indicatore b: Numero dei pazienti pediatrici sottoposti a trattamento nutrizionale o FMT per anno/numero dei
pazienti pediatrici arruolati per I'analisi del microbiota per anno.

Standard di risultato:

Nellambito della microbiomica traslazionale, e ancor piu in quella diagnostica e clinica non esistono allo
stato attuale degli standard di risultato. Essi verranno definiti proprio da questo Progetto di Rete grazie a
processi di standardizzazione delle attivita previste in OPBG per il conseguimento degli obiettivi generale e
particolari.

Obiettivo specifico 1 e relativo indicatore. Produzione di profili metagenomici di microbiota mediante next
generation sequencing (NGS) targeted per I'analisi ecologica o di shot-gun. Per ogni soggetto, in condizioni
fisiologiche e/o patologiche, sara caratterizzato il microbiota intestinale in termini di composizione microbica
(OTUs).

Indicatori:

-numero dei campioni interamente processati nel flusso di lavoro NGS (profilati) ogni mese/numero di
campioni raccolti dal progetto della rete pediatrica ogni mese;

-Indicatori di qualita di processo NGS: Check points di quality control (QC) per I'intero processo NGS
-Indicatori valutati dal Gruppo di Lavoro GdL Il su Microbiota del Consiglio Superiore di Sanita.
-Indicatori interni qualita OPBG della ISO UNI EN ISO 9001: 2015.

Standard di risultato:

Nell’'ambito dei processi NGS per la caratterizzazione del microbiota umano in ambito traslazionale, e ancor
piu in quello diagnostico e clinico, non esistono allo stato attuale degli standard di risultato. Essi verranno
definiti proprio da questo Progetto di Rete grazie a processi di standardizzazione delle attivita previste in
OPBG per il conseguimento degli obiettivi generale e particolari e grazie alla valutazione degli indicatori
selezionati candidati a divenire possibili standard di risultato dell’obiettivo specifico 1.

Fase pre-analitica 1. | campioni di microbiota dei pazienti saranno sottoposti a procedure software-assisted
per la raccolta, l'invio e la conservazione, fino all’estrazione del DNA. NOTA. Allo stato attuale esiste gia una
banca di microbioti presso 'OPBG, che contiene circa 10.000 campioni, associabili a 52 Progetti di Ricerca
Traslazionale.

Fase analitica 1. Analisi metagenomica targeted. Dal DNA ottenuto sara amplificato il locus ribosomiale
batterico V3-V4 del gene 16S rRNA, riconosciuto come gold standard per lidentificazione batterica,
mediante primer universali. Ad ogni campione saranno assegnati indici nucleotidici univoci, prima
dell’'assemblaggio in un pool. L'insieme di questi processi sara automatizzato mediante I'acquisizione di un
sistema robotico MICROLAB STARIet personalizzato. Questo strumento permettera di standardizzare e di
velocizzare il processamento del singolo campione. Il pool verra sequenziato su piattaforma Miseq lllumina,
seguendo il protocollo gia standardizzato presso 'OPBG, rispondente a procedura ISO UNI EN I1SO 9001:
2015. Analisi metagenomica shotgun. Dopo I'estrazione del DNA, ottimizzata secondo i protocolli
dellOPBG, basati sullomogenizzazione del campione differenziale (PreCellys) a seconda del target di
analisi shotgun selezionato (batterioma, micoma, viroma a DNA), saranno preparate libraries per il
sequenziamento usando Illumina® DNA Prep Tagmentation kit (lllumina, California, USA) secondo le




istruzioni specifiche lllumina. Il sequenziamento sara realizzato su piattaforme NextSeq550 oppure NovaSeq
6000 garantendo almeno una profondita di sequenziamento di 7.5GB.

Fase post-analitica 1. | dati grezzi saranno analizzati mediante il software Quantitative Insights in Microbial
Ecology (QIIME). Saranno effettuate analisi ecologiche di diversita alpha e beta, per definire le differenze
nell’ecologia del microbiota in relazione allo stato fisiologico e/o patologico. Inoltre, saranno applicati test
statistici non parametrici di Kruskal Wallis, analisi multivariate, univariate e di co-correlazione tra le comunita
microbiche, modelli matematici (regressione logistica lineare, linear discriminant analysis [LDA] Effect Size
[LEfSe]), per definire le differenze in termini di abbondanza relativa delle specie batteriche e identificare i
possibili marcatori che caratterizzano il profilo del microbiota associato ai pazienti versus gli individui sani.
L’'acquisizione di una nuova piattaforma Miseq lllumina aumentera la processivita di analisi dei profili di
microbiota e affiancando le preesistenti piattafome gemelle avra anche un ruolo di back-up di attivita,
consentendo una processivita di analisi continuativa. Per le analisi shot gun saranno utilizzate pipelines
dedicate originali elaborate presso 'OPBG, in collaborazione con GenomeUp, con tre fasi principali: pre-
elaborazione con rimozione di sequenze a bassa qualita; comparazione con genoma umano; confronto con
database di riferimento e annotazione tassonomica per batteri, funghi, virus fino alla produzione di grafici
krona.

Obiettivo specifico 2 e relativo indicatore. Produzione di profili di microbiota biochimico-funzionali. Per
ogni soggetto, in condizioni fisiologiche e/o patologiche, sara caratterizzato il microbiota intestinale in termini
di proprieta funzionali (profilo metabolomico, metaproteomico e caratterizzazione biochimicoproteomico-
metabolica dell'ospite).

Indicatori:

-Indicatori valutati dal Gruppo di Lavoro GdL | su Trasferimento delle Tecniche Omiche nella pratica clinica”
del Consiglio Superiore di Sanita.

-Indicatori interni qualita OPBG della ISO UNI EN ISO 9001: 2015.
Standard di risultato:

Nellambito dei processi di caratterizzazione biochimica del microbiota umano in ambito traslazionale, e
ancor piu in quello diagnostico e clinico, non esistono allo stato attuale degli standard di risultato. Essi
verranno definiti proprio da questo Progetto di Rete grazie a processi di standardizzazione delle attivita
previste in OPBG per il conseguimento degli obiettivi generale e particolari e grazie alla valutazione degli
indicatori selezionati candidati a divenire possibili standard di risultato dell’obiettivo specifico 2.

Fase analitica 2a. Analisi metabolomica. Per definire lo spettro funzionale del microbiota, si estrarranno i
metaboliti che saranno caratterizzati mediante un’analisi “untargeted” tramite gascromatografia accoppiata a
spettrometria di massa ed abbinata a micro-estrazione in fase solida (GC-MS/SPME). Da questa analisi si
potra produrre un profilo di tipo quali-quantitialivo dei composti organici volatili (VOCs) (Di Cagno et al.
2011). L’acquisizione, di un GC-MS, comprensivo di autocampionatore, workstation e software, migliorera i
tempi e la processivita dell'intero set dei campioni biologici selezionati. Inoltre, per la caratterizazione di tipo
biochimico-metabolico dei campioni biologici potra essere eseguita una determinazione, di tipo “targeted”,
quali-quantitaitva di composti organici, acidi, ammine, aminoacidi, zuccheri ecc., tramite spettrometria di
massa accoppiata a cromatografia liquida (LC-MS/MS). Per analizzare ulteriormente le classi dei composti
chetonici e degli acidi organici e per caratterizzare gli aminoacidi, gli zuccheri e i composti azotati, si
eseguira I'analisi spettroscopica 1H-NMR sui campioni fecali. Gli spettri 1H-NMR saranno acquisiti mediante
un Bruker RMN, disponibile presso il Dipartimento di Chimica dell’Universita Sapienza. | dati saranno
interpretati mediante Tukeys Honestly Significant difference test (Statistica 6.0, StatSoft) e Canonical
discriminant analysis of Principal coordinates (CAP). Saranno eseguite analisi chemiometriche per la
definizione di modelli funzionali del microbiota da usare per la predizione di attivita biochimica del microbiota
(Vernocchi et al., 2020).

Fase analitica 2b. Analisi metaproteomica. Per la caratterizzazione biochimico-proteomica e metabolomica
'OPBG ha gia in dotazione un Q-TRAP 6500 Plus, una piattaforma Orbitrap Fusion e una piattaforma 5600
Triple TOF PLUS MS per I'analisi untargeted. Il contenuto proteico dei campioni fecali sara preliminarmente
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caratterizzato con tecnologia Triple TOF PLUS MS 5600. L’identificazione delle proteine e delle OTU
associate sara determinata mediante decodifica dei profili MS/MS con software PROTEIN PILOT in-house
interfacciato con database proteici di microbiota intestinali umani (MetaHIT e “personalizzati”). Potranno
essere misurate, in termini quantitativi, le proteine identificate, gestendone in modo altamente processivo
I'elevatissimo numero di peptidi generati. La distribuzione di frequenze delle OTU sara processata attraverso
le teorie descrittive statistiche (Skewness, Kurtosis, Kolmogorov-Smirnov tests).

Obiettivo specifico 3 e relativo indicatore. Attraverso l'integrazione dei dati o dei profili omici di cui
allobiettivo specifico 1 e 2 si costruiranno mappe meta-omiche stratificate per tipologia di bambino
(sano/malato) e per eta. Allo scopo saranno eseguite valutazioni computazionali per rispondere alla
percentuale ottimale del valore nullo nelle matrici complesse dei dati omici NGS e di metabolomica,
valutando il decremento della varianza del sistema. Inoltre, mediante cicli iterativi, saranno valutati gli
outlyers del sistema e le variabili ottimali in grado di descrivere il sistema microbiota. Scelto il set ottimale di
low fused data a partire dai multidimensionali, si procedera all'integrazione dei dati omici e alla produzione di
modelli chemiometrici, come precedentemente riportato per i modelli metabolici. In questo caso, il modello
integrato sara utilizzato come modello predittivo diagnostico e prognostico di malattia (Del Chierico et al.,
2017). Le mappe meta-omiche consentiranno di evidenziare il fenotipo-malattia significativamente associato
con le alterazioni del microbiota intestinale. Le caratteristiche differenziali del contenuto microbico e/o della
funzionalita del microbioma intestinale saranno selezionate come indici di perturbazione/malattia.

Indicatori:
-Indicatori interni qualita OPBG della ISO UNI EN ISO 9001: 2015

-Indicatori valutati dal Gruppo di Lavoro GdL | su Trasferimento delle Tecniche Omiche nella pratica clinica”
del Consiglio Superiore di Sanita.

Standard di risultato:

Nell’ambito dei processi di integrazione dei dati omici del microbiota umano in ambito traslazionale, e ancor
piu in quello diagnostico e clinico, non esistono allo stato attuale degli standard di risultato. Essi verranno
definiti proprio da questo Progetto di Rete grazie a processi di standardizzazione delle attivita previste in
OPBG per il conseguimento degli obiettivi generale e particolari e grazie alla valutazione degli indicatori
selezionati candidati a divenire possibili standard di risultato dell’obiettivo specifico 3.

Obiettivo specifico 4 e relativo indicatore. Creazione di un database nazionale pediatrico di profili
microbiologici e metabolomici di microbiota. | profili ottenuti (obiettivo specifico 1, 2 e 3) saranno organizzati
in un database nazionale con accesso alla comunita clinica e scientifica pediatrica, per rendere fruibili le
informazioni sui profili del microbiota alla comunita scientifica e clinica pediatrica. Le apparecchiature e i
metodi indicati negli obiettivi 1-3 produrranno una grande quantita di dati che dovranno essere efficacemente
“tradotti” per fornire una interpretazione integrata dei profili del mcirobiota. L'opera di traduzione é&
normalmente affidata a database pubblici presenti nel web (NCBI, SWISSPROT, NIST), di enormi
dimensioni, che forniscono dati fortemente ridondanti. L'obiettivo 4 si propone di costruire dei database
personalizzati di metagenomica, metaproteomica e metabolomica. L’interfacciamento tra la strumentazione
ed il suo specifico database permettera di eseguire, con modalita processiva (flusso generazione dati e
interpretazione profili), la completa caratterizzazione strutturale e/o funzionale del microbiota intestinale, per
produrre banche dati personalizzate per il paziente pediatrico. Per questo, nella gestione tecnologica &
prevista la presenza di un server per la conservazione e la gestione dei dati. Sara formalizzata una
collaborazione con il sistema centrale CINECA o altro Ente erogatore di spazio server per I'archiviazione dei
dati.

Indicatori:

- Indicatori di sistema BIMS: Biomedical Information Management System.




-Indicatori di Decision Support System (DSS)
Standard di risultato:

Nellambito della generazione di database personalizzati di microbiota umano in ambito traslazionale, e
ancor piu in quello diagnostico e clinico, non esistono allo stato attuale degli standard di risultato. Essi
verranno definiti proprio da questo Progetto di Rete grazie a processi di standardizzazione delle attivita
previste in OPBG per il conseguimento degli obiettivi generale e particolari e grazie alla valutazione degli
indicatori selezionati candidati a divenire possibili standard di risultato dell’obiettivo specifico 4

Obiettivo specifico 5 e relativo indicatore. Scale-up di analisi diagnostiche del microbiota. L’'Unita di
Microbioma Umano dellOPBG attualmente processa circa 2000 campioni/anno per l'analisi NGS del
microbiota a scopo diagnostico. Nel triennio 2022-2024 si prevede un aumento delle analisi fino a 3000
campioni/anno all'interno della Rete pediatrica creata dal progetto.

Indicatori:

Numero dei profili di microbiota generati per anno nel triennio 2022-2024/numero medio dei profili di
microbiota generati nel triennio precedente: n + x/n, dove x rappresenta il valore incrementale per anno.

Standard di risultato:

Nellambito della microbiomica traslazionale, e ancor piu in quella diagnostica e clinica non esistono allo
stato attuale degli standard di risultato in termini di ottimizzazione del numero die profili ottenibili in
un anno. Essi verranno definiti proprio da questo Progetto di Rete grazie a processi di standardizzazione
delle attivita previste in OPBG per il conseguimento degli obiettivi generale e particolari

Obiettivo specifico 6 e relativo indicatore. Produzione di profili diagnostici del microbiota per lo screenig
donatore/ricevente di trapianto di microbiota intestinale (FMT). Attualmente L’Unita di Microbioma Umano
dellOPBG fornisce profili di screenig per FMT in ambito pediatrico. Nel triennio 2022-2024 si prevede di
eseguire uno scale-up di screening diagnostico per FMT e di costituire una banca FMT condivisa con tutti gli
IRCCS della Rete IDEA che partecipano al progetto.

Indicatori:

-Numero dei pazienti pediatrici sottoposti a trattamento nutrizionale o FMT per anno/numero dei pazienti
pediatrici arruolati per I'analisi del microbiota per anno.

- ISO UNI EN ISO 9001: 2015

-Protocollo clinico OPBG per il Trapianto Fecale

-Indicazioni condivise CNT/OPBG

-Linee guida Internazionali su FMT (Keller et al., UEG, 2021; Cammarota et al., GUT, 2019).
Standard di risultato:

Nellambito del trapianto fecale pediatrico, non esistono allo stato attuale degli standard di risultato. Essi
verranno definiti proprio da questo Progetto di Rete grazie a processi di standardizzazione delle attivita
previste in OPBG per il conseguimento degli obiettivi generale e particolari.

Obiettivo specifico 7 e relativo indicatore. Trasferimento del sistema di DSS generato agli interventi clinici
mirati al paziente pediatrico con patologie microbiota-correlate nell’ambito della consensus clinica condivisa
dalla Rete.

Indicatori :




-Numero delle infusioni (x)/numero dei pazienti sottoposti a FMT (n)=nx/n, da considerarsi come misura
dell'efficacia dell’ FMT;

-Indice della parziale o totale reversione al microbiota originale del paziente, n (numero di mesi)/12 mesi.
Standard di risultato:

Nellambito del trapianto fecale pediatrico e delle DSS ad esso associati non esistono allo stato attuale degli
standard di risultato. Essi verranno definiti proprio da questo Progetto di Rete grazie a processi di
standardizzazione delle attivita previste in OPBG per il conseguimento degli obiettivi generale e particolari.

DESCRIZIONE ANALITICA DI PROGETTO: STRUTTURA WBS DETTAGLIATA WORK PACKAGES:
WP1. Estensione della bio-banca OPBG dei microbioti pediatrici

WP2. Ottimizzazione dei protocolli di metagenomica, metaproteomica, metabolomica, foodomica

WP3. Cross-analisi dei dati clinici e omici per ciascun paziente con estensione del database del microbiota
WP4. Valutazione clinica degli enterotipi microbici associati alla fenomica del paziente

WP5 Esecuzione ed ottimizzazione analisi diagnostiche di microbiomica

WP6. Interventi clinici nutrizionali e di FMT e creazione di una banca FMT

WP7 Utilizzo di DSS in microbomica diagnostica e clinica

DELIVERABLES:

D1- Arruolamento di nuovi pazienti e raccolta di campioni dai vari Centri della Rete IDEA
D2- Processamento dei campioni per analisi omiche del microbiota

D3- Generazione di database specifici di dati e profili meta-omici di microbiota

D4- Integrazione dei dati meta-omici di microbiota con i dati clinici (fenomica)

D5- Risultati della valutazione di scale-up delle analisi di microbiota diagnostiche

D6 Servizio per screening ed esecuzione del FMT

D7 Applicazione di DSS in microbomica diagnostica e clinica

MILESTONES:

ML Obiettivo 1-Attivita 1. Fine reclutamento dei pazienti arruolati nei diversi IRCCS afferenti al progetto
(M24)

ML Obiettivo 1-Attivita 2. Valutazione dei profili di microbiota ottenuti (M12; M24; M36)
ML Obiettivo 1-Attivita 3. Valutazione dei profili metagenomici di microbiota ottenuti (M12; M24; M36)

ML Obiettivo 2-Attivita 1. Valutazione dei profili metabolomici di microbiota ottenuti (M12; M24; M36)
ML Obiettivo 2-Attivita 2. Valutazione dei profili metaproteomici di microbiota ottenuti (M12; M24; M36)
ML Obiettivo 3-Attivita 2. Valutazione delle mappe integrate di microbiota ottenute (M12; M24; M36)
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ML Obiettivo 3-Attivita 3. Valutazione delle mappe integrate di microbiota ottenute (M12; M24; M36)

ML Obiettivo 4-Attivita 1. Valutazione della gestione e del’andamento del database nazionale (M12; M24;
M36)

ML Obiettivo 4-Attivita 2. Valutazione dei profili integrati (M12; M24; M36)
ML Obiettivo 5-Attivita 1. Verifica andamento analisi diagnostiche (M12; M24; M36)

ML Obiettivo 5-Attivita 2. Verifica scale-up analisi dei profili di microbiota dal punto di vista analitico (M12;
M24; M36)

ML Obiettivo 6-Attivita 1. Valutazione dei profili di microbiota intestinale per lo screening dei
donatori/riceventi 'TFMT (M12; M24; M36)

ML Obiettivo 7-Attivita 2. Valutazione di efficacia di DSS (M12; M24; M36)

RISULTATI ATTESI

Risultati attesi

Il presente progetto risponde appieno alla missione degli IRCCS e agli obiettivi del Sistema Sanitario
Nazionale (SSN), per la gestione di pazienti pediatrici che presentano condizioni di disbiosi intestinale e
patologie ad essa associate e, di conseguenza, alterazioni patologiche del microbiota intestinale. E atteso
che le tecnologie meta-omiche oggetto del progetto, considerata I'elevata multidisciplinarieta e le
competenze richieste, forniscano strumenti di DSS essenziali per la gestione delle patologie associate alle
modificazioni del microbiota intestinale e di altro distretto. Dato che queste patologie hanno ricadute dirette
su vari aspetti della salute/malattia del bambino, la costituzione di una Rete Pediatrica € necessaria valutare
ampi numeri di soggetti sani ed ammalati, e per un’azione concertata sul ruolo clinico delle modificazioni del
mcirobiota nell’eta evolutiva. Questo permettera, attraverso attivita congiunte e coordinate, di affrontare gli
eventi del programming, della crescita, non solo in ambito terapeutico ma anche preventivo e di
mantenimento dello stato di salute del bambino. Questo significhera trasferire la medicina dei sistemi nella
pratica clinica, per migliorare la crescita e lo sviluppo del bambino, nel corso di patologie importanti ma
anche per prevenire malattie croniche ad insorgenza pediatrica e per mantenere lo stato di salute in eta
evolutiva. Nel dettaglio, il presente progetto avra il potenziale di sviluppare un impatto traslazionale
immediato nella gestione di alcuni gruppi di pazienti cronici e complessi, che presentano condizioni di
disbiosi intestinale o respiratoria e, quindi, importanti modificazioni dei microbioti endogeni, con innesco di
rilevanti processi infiammatori. Il progetto prefigura, infatti, la validazione e scale-up di applicativi analitici per
la diagnosi descrittiva e funzionale degli enterotipi microbici sui campioni fecali e delle vie aeree superiori dei
pazienti affetti da processi disbiotici, mediante strategie mirate alla descrizione “assoluta” oltre che relativa
delle popolazioni microbiche dei vari microbioti (mappe omiche), considerando le differenze concernenti sia i
batteri del contenuto fecale che quelli associati alle mucose, piu direttamente coinvolti nella risposta
inflammatoria. Dato che & atteso che le strategie omiche oggetto del presente progetto forniscano anche
infomazioni biochimico-funzionali sul mcirobiota pediatrico, saranno anche generate mappe metaboliche
(metabolomica/metabonomica) e di scaffold proteico (metaproteomica), oltre che di sequenziamento di
seconda generazione (NGS), che saranno alla fine integrate, in un continuo processo di trasferimento degli
algoritmi analitico-laboratoristici ai clinici che hanno in carico i pazienti e, quindi, alla pianificazione di
specifici interventi di presa in carico, come i piani nutrizionali e il trapianto del microbiota, basati sul piu
avanzato profilo del mcrobiota pediatrico al momento disponibile. L’analisi degli enterotipi delle tipologie dei
pazienti selezionate, associati alle rispettive caratteristiche anamnestiche, ha superato la lunga fase di
messa a punto dei metodi pre-analitici, analitici e strumentali per lo studio del microbiota intestinale da
campione fecale. Pertanto, i profili metagenomici e metabolici del microbiota fecale (enterofenotipi), gia
disponibili nel’lOPBG per molte patologie pediatriche, e validati da processi di peer-reviewing e di
validazione analitica, saranno incrementati grazie alle attivita della Rete Pediatrica, fornendo cosi profili
integati di microbiota da considerarsi come marcatori di popolazione e strumenti di predizione di malattia.
Questo avra delle ricadute dirette nel disegno delle sperimentazioni innovative per il controllo dietetico-
nutrizionale ma anche per valutazioni “omics-based” della somministrazione di probiotici e antibiotici e per le
procedure di trapianto di microbiota. In sintesi, I'approccio altamente originale e di elevata complessita
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tecnologica qui descritto per la caratterizzazione del microbiota pediatrico, permettera di inquadrare
precocemente gli stati di disbiosi intestinale correlati alle IBD, alle malattie metaboliche, all'obesita, alle
malattie genetiche e di alterazione dello spettro comportamentale, al fine di migliorare le condizioni cliniche
dei pazienti e di inquadrare fattori di predisposizione nei sani. La rete Pediatrica, inoltre, basata
sull'aggregazione e sul confronto tra le diverse competenze clinico-sperimentali presenti, avra lo scopo di
sviluppare e validare protocolli diagnostici ed approcci terapeutico-nutrizionali innovativi e pit appropriati per
il trattamento dei pazienti cronici affetti da disbiosi intestinali, un modello del tutto originale e con potenziali
importanti ricadute cliniche. L'utilizzo delle apparecchiature richieste in questo Progetto si inserisce, pertanto,
in un percorso di completamento delle infrastrutture necessarie alla caratterizzazione del microbiota
intestinale nelle patologie pediatriche su scala nazionale.

Descrizione impatto

Questo Progetto ¢ il risultato di una lunga serie di studi collaborativi, clinici e di ricerca, che coinvolgono sia i
clinici che i ricercatori del’lOPBG, ma anche di altre strutture impegnate nello studio del microbiota intestinale
sul territorio nazionale ed europeo (Consortium OPBG, Putignani et al., 2015). Queste collaborazioni hanno
gia permesso di traslare nella diagnosi e percid nella clinica di numerose malattie pediatriche una serie di
nozioni integrate ottenute dallo studio del microbiota seguendo il modello della medicina dei sistemi. Questo
approccio, altamente innovativo e di elevata complessita tecnologica, permettera di inquadrare
precocemente gli stati di disbiosi intestinale e di migliorare il quadro clinico dei pazienti con ovvie ricadute
economiche anche sul SSN. Questa Rete collaborativa Pediatrica rappresentera un volano per aggregare e
confrontare le diverse eccellenze presenti negli IRCSS e sinergicamente unire le competenze clinico-
sperimentali presenti. Questo progetto consentira di costituire una Rete Pediatrica di riferimento per
lassistenza del paziente affetto da patologie microbiota-correlate o correlabili, laddove definite e
caratterizzate mediante la profilazione del microbiota intestinale o di altro distretto. L’alto contenuto
tecnologico gia fruibile presso 'OPBG ed incrementabile col presente progetto consentira di sviluppare un
sistema DSS a carattere diagnostico-clinico per la gestione del paziente pediatrico in tutte le patologie
correlabili all'infiammazione, a deficit o alterazioni nutrizionali, allautoimmunita, ad eventi infettivi, grazie ad
un impianto tecnologico ad altissima competitivita, e gia individuato come standard dal CSS, dal CNT, e da
diverse Societa Scientifiche come AMCLI, SOIPA, SIM, ItPA, EuPA.

In sintesi, si potranno presentare le seguenti oppotunita:
* Trasferimento costante delle attivita traslazionali a protocolli diagnostico-clinici
* Produzione di strumenti diagnostico-clinici di biologia dei sistemi

» Sperimentazioni cliniche per l'identificazione/valutazione di probiotici e antibiotici mirati e di trapianti di
microbiota per singola patologia

» Creazione di gruppi di lavoro sulla medicina dei sistemi pediatrica presso le Societa Scientifiche (ad es.
AMCLI, ItPA, EuPA, SIGE, SOIPA, SIM, SIP)

* Trasferimento dei risultati progettuali in prodotti di marketing e brevetti
« Partecipazione a progetti europei focalizzati sul microbiota e sulla salute umana

Le attivita del Centro Coordinatore del presente Progetto sono state organizzate in un Progetto Strategico
2018-2020 e in attivitd assistenziali attraverso il Progetto Buone Pratiche 2017. Gli indicatori di processo
(CERTIFICAZIONI ISO, VALUTAZIONE STANDARD delle ATTVITA’ OPBG da parte del CNT, CSS) e di
struttura (COSTRUZIONE DI NUOVI LABORATORI DEDICATI A PROTEOMICA, METABOLOMICA, FMT,
METAGENOMICA), rappresentano solidi parametri per garantire il celere avvio, la veloce realizzazione, la
programmazione a medio termine, la creazione di un indotto importante sul territorio nazionale per questo
Progetto di Rete.
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Punti di forza per 'immediata operativita progettuale:

» La presenza di una Biobanca OPBG contenente circa 10.000 campioni di microbiota fecale, mucosale,
delle vie aeree superiori

* La preesistenza di team dedicati

» L'esistenza di un Consorzio clinico-omico Italiano/Europeo a cui partecipa il coordinatore del presente
progetto

* L’ideazione di un Decision Support System (DSS) originale

* Il background infettivologico “One Health”, riconosciuto come Programma CCM
* La certificazione ISO dei processi di ricerca e di diagnostica di metagenomica

« Il precedente lavoro svolto sul microbiota profiling e le sue correlazioni cliniche.

« |l disegno e la realizzazione di protocolli di trapianto fecale in pazienti pediatrici in collaborazione con il
CNT

» La preesistenza di una suite genomica, proteomica e metabolomica che sara completata e ottimizzata con
il presente progetto

Il presente Progetto di rete & destinato ad incrementare in modo sostanziale le seguenti attivita:
* Estensione ed automatizzazione del parco macchine e dei flussi NGS

* Gestione infrastrutturali dei dati generati da microbiota profiling

« Attivita di banking di ricerca e clinica per profiling ed FMT

» Consorzio clinico-omico Italiano di Rete per la caratterizzazione del microbiota in pediatria e sue
applicazioni cliniche

Le attivita di ricerca oggetto di questo progetto permetteranno di identificare nuovi marcatori correlati alle
malattie umane di immediata ricaduta diagnostica e terapeutica, utilizzando metodologie ed approcci omici e
bioinformatici originali ed altamente competitivi sul piano internazionale della ricerca.
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ATTIVITA’

1-6 MESI | 7-12 MESI | 13-18 MESI

19-24
MESI

25-30
MESI

31-36 MESI

Attivita 1
Fase pre-analitica
1 (OBIETTIVO 1)

Attivita 2
Fase analitica 1
(OBIETTIVO 1)

Attivita 3

Fase post- analitica
1

(OBIETTIVO 1)

Attivita 1

Fase analitica 2a.
Analisi
metabolomica
(OBIETTIVO 2)

Attivita 2
Fase analitica 2b.
Analisi

metaproteomica
(OBIETTIVO 2)

Attivita 1
Costruzione mappe
meta-omiche
stratificate per
tipologia di
bambino
(sano/malato) e per
eta

(OBIETTIVO 3)

Attivita 2

Valutati degli
outlyers del
sistema e delle
variabili ottimali in
grado di descrivere
il sistema
microbiota
(OBIETTIVO 3)

Attivita 3
Integrazione dei
dati omici e
produzione di
modelli
chemiometrici
(OBIETTIVO 3)

Attivita 1
Organizzazione del
database nazionale
die profili di
microbiota
pediatrico
(OBIETTIVO 4)

Attivita 2
Traduzione dei dati
omici in dati
integrati di profili di
microbiota
(OBIETTIVO 4)

Attivita 1
Aumento




disseminazione per
aumentare il
numero di richieste
di microbiota da

sostenere in OPBG
(OBIETTIVO 5)
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