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Microscopia e TB

e Una procedura vecchia
piu di 100 anni

e Ancoravalida

e Semiquantitativa

e Poco sensibile
» Tipologia di campione
» Eta pediatrica

e Proxy contagiosita
e Qutcome

e Sanita pubblica —
Indagine sui contatti




Coltura

Terreno solido Lowenstein Jensen Terreno liquido MGIT

220gg 8—14 gg



Resistenza ai farmaci antiTB

e Convenzionale

e Crescita/non crescita in presenza di una
singola “concentrazione critica” di un
farmaco

* Metodo delle proporzioni in terreno solido
3-4 settimane

» Tecniche basate sull’uso di terreni liquidi
BACTEC radiometrico
MGIT
ca. 7-10 gg
Kit SIRE + PYZ
Farmaci di seconda linea piu problematici



Il laboratorio : . .
ela Epidemiologia

tubercolosi




Paziente con sintomi di TB Perché di un outcome sfavorevole
accede a una struttura sanitaria

Il medico sospetta la TB? No

Il medico richiede un test

diagnostico? 0
Il test € eseguito in modo No
appropriato? \

[
Il test risulta positivo? L RITARDO DIAGNOSTICO

SENSIBILITA’ DEL TEST

[ 1
| risultati sono resi disponibili al 1

\ _ No
medico e al paziente?
—
Il paziente torna e gli € proposto No

> TB non trattata

il trattamento?
— No
Il paziente inizia e completa il

trattamento?

Adapted from: Dowdy et al., PLoS Medicine 2011:8(7): 1001063




MDR-TB & XDR-TB

Percentage of previously treated tuberculosis cases with MDR-TB*
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* MDR-TB: multidrug-resistant tuberculosis (resistance to, at least, isoniazid and rifampicin)
Note: Figures are based on the most recent year for which data have been reported, which varies among countries.

The boundaries and names shown and the designations used on this map do not imply the expression of Source: Global Tuberculosis d Ith
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country, territory, city or area or of its authorities, or concerning the delimitation of its frontiers or boundaries. Orgamzatlon

Dotted and dashed lines on maps represent approximate border lines for which there may not yet be full agreement.
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Definizioni di resistenza - WHO

MDR-TB (multidrug resistant TB) = TB causata da ceppi di MTBC resistenti almeno a rifampicina
e isoniazide
Puo essere il risultato di un’infezione con un ceppo MDR o pu0 svilupparsi nel corso del

trattamento
Tasso di guarigione 40 — 80% (> 90% in TB sensibile)

XDR-TB (extensively drug resistant TB) = TB causata da ceppi di MTBC resistenti a rifampicina e
isoniazide piu a un fluorochinolone e a uno dei farmaci iniettabili di seconda linea (amikacina,
capreomicina o kanamicina)

Definizioni emergenti

Extremely drug resistant TB = TB causata da ceppi di MTBC resistenti a tutti i farmaci di prima e
seconda linea, inclusi tutti i fluorochinoloni (gruppo 3 WHO) e ai farmaci di efficacia «incerta»
(gruppo 5 WHO: clofazimina, dapsone, claritromicina, tioacetazone e linezolid).

Totally drug resistant TB = Iran (15 casi), India (4 casi), Sud Africa ( diagnosi genotipica mutazioni)






Applicazioni pratiche della diagnostica molecolare

Nel 2009 prime linee-guida CDC su
NAAT per diagnosi TB

e almeno su un campione respiratorio per
ogni paziente sospetto di TB polmonare e

e per il quale i risultati avrebbero potuto
modificare management del caso/attivita di 7=
controllo .

e Aumento dei costi del laboratorio
controbilanciati dal risparmio di risorse
«a valle»

Ridotta trasmissione
Esito del trattamento piu favorevole




Applicazioni

e Diagnosi
» “tradizionale”
 GeneXpert MTB/RIF

e Saggio di sensibilita

e Tipizzazione
molecolare




Tecniche diagnostiche molecolari

e Target: DNA

e PCR e Realtime PCR

e Amplificazione sequenze target specifiche
di MTBC

e |[dentificazione di mutazioni associate a
resistenza a isoniazide e rifampicina

RIF (sequenza target rpoB)
INH (sequenze target katG & InhA)



Diagnosi molecolare convenzionale

e Amplified Mycobacterium Tuberculosis Direct
(AMTD) test (Gen-Probe Inc., San Diego, Calif.)

e Amplicor (Roche)

e BD ProbeTec Direct TB System (Becton
Dickinson

Ziehl positivi

Sensibilita 99%

[SCHSIBIEN SoeCigiEN specificita  98%
92% 99% Ziehl negativi

Sensibilita 62%
Specificita 99%




PCR vs. Real-Time PCR

e PCR per amplificare le
seguenze target

+

e Un sistema esterno per
verificare presenza/assenza
e caratteristiche ampliconi

e Elettroforesi in agarosio
e Saggi immunoenzimatici
e Elettroforesi capillare
e Manipolazioni post-PCR
® Rischio di contaminazione
® | enta
® Expertise

e 2 componenti

e PCR per amplificare le
sequenze target

e Sistema di monitoraggio della
PCR

e Fluorofori-probe marcati

e Sistema di rivelazione della
fluorescenza

e Software per registrare | dati

e No manipolazioni post-PCR
¢ \Veloce

e PCR finita = risultati pronti

® No rischio di contaminazione



Antibiogramma “molecolare”

e Metodi probe-based
e Molecular beacon probe assay

GenExpert MTB/Rif (CEPHEID)
e Line-probe assay

HAIN MTBDR plus — Isoniazide e Rifampicina
HAIN MTBDRsI| - fQ, Aminoglicosidi, Etambutolo

e Metodi sequence —based
e Sequenziamento tradizionale (Sanger)
* Pyrosequencing
» Next generation sequencing (NGS)



Cepheid GeneXpert MTB/RIF Test

Sputum liquefaction
and inactivation with
2:1 sample reagent

o (5] (6] (7]

Sample Ultrasonic lysis DNA molecules Seminested
automatically of filter-captured mixed with dry real-time
filtered and organisms to PCR reagents amplification
washed release DNA and detection

in integrated
reaction tube

(3]

Transfer of Printable
2 ml material — test result
into test cartridge A 13 300 e
e O

i
f

:
il

Assay Name MTB-RIF
Cartridge inserted into > Y

MTB-RIF test platform =
(end of hands-on work)

Test Result

Time to result, 1 hour 45 minutes

Boehme CC et al. N Engl J Med 2010;363:1005-1015



The Xpert MTB/RIF Molecular Beacon Assay

rpoB GENE 81 bp RIF RESISTANCE DETERMINING REGION

FROBE D

PROBE A PROBELC

5'- GCACCAGCCAGCTGAGCCAATTCATGGACCAGAMACAACCCGCTGTCGGGGTIGACCCACAAGCGCCGACTEGTCGGCEETG - &

3 - CETGETCGEETCGACTCEET TAAGTACCTGETCT IGT IGGGCGACAGCCCCAACTGEGETGTICGCEGECTEGACAGCCGCEAC - &

FROBE B PROBE E

Molecular
Beacon

5-Probes bind to wild type (do not bind to

+
mutant sequence) Tarect
arge i

1-Probe for SPC (Bacillus globigii) }

: Hybrid
6-fluorescent dyes detected simultaneously "4,’/“ EEEEEEEEE
N V&
. -
r "’;_-r"'-f

o

.rff /
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All Common rpoB Mutations Detected

No signal from Probe B

: o
Delayed signal from Probe A : :
. . N
s ¢ r
o 1 % . \
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B $i:|id4 ;:g’.
Wild-type strains - all probe (% Ak K AR . . ’ TS |
signals tightly grouped é : s|:99 3?3 a0l
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A ~ Q oo bhip®wH DebLowoYWwe obwo '] w0
wild-type strains b |
“robe A Probe B Probe C Probe D Probe E
utants Mutants Mutants Mutants Mutants

Xpert MTB/RIF detects the

Representative selection of known

mutations :

10 | © 2010 Cepheid

ep

most prevalent rpoB ’ ] _ -~



2. Shake then stand ., 4. Transfer 2ml
10 minutes : to cartridge

1. Add 2:1 Sample 3. Shake then stand _
Buffer to sample further 5 minutes Begin Test...

deposit deposit cartridge

|
1. Inoculate media and 2. Add 1.5ml Sample 3. Shake then 5. Transfer
prepare smear from Reagent to 0.5ml stand10 min. the 2ml to

4. Shake then
stand
further 5

minutes Begin Test...




Xpert MTB/RIF —> Low Risk Biosafety level

Our results suggest that the Xpert MTB/RIF assay poses equivalent
biohazard risk than the performance of a direct AFB smear 2

Direct AFB Smear Microscopy

Limited risk of generating infectious aerosols

* Work can be done on an open bench
» restricted access to the laboratory

» separate bench for smear-preparation

 Adequately ventilated laboratory
« 6-12 ACH, directional airflow
» Natural or mechanical ventilation

Proper disposal of infectious material

References:
1-http:

i/assets/documents/Mtg2pres/01%20-%20Current?:20draft%20WHO-CDC%20Biosafety%20recommendations.pdf

—

2-Containment of Bioaerosol Infection Risk by the Xpert MTB/RIF, Banada et Al.; JOURNAL OF CLINICAL MICROBIOLOGY, Oct. 2010, p. 3551-3557 >

19 | ©2010 Cepheid //Cepheid.



Probe Check No Val
e Test 0 Value

" Stopped
Pas / \:ail PP

At least 2 probes Pos Error

- /\

MB probes Pos
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Figure |. Readout of Xpart MTB/RIF assay for a TB positive, rifampicin-susceptible specimen. Courtesy:
Karin Woyer, The WHO STOP TB Departmeant
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Line Probe Assay

Target: DNA

e PCR tradizionale (NO realtime)

« Amplificazione di sequenze target
Reverse hybridization

e Gli ampliconi marcati ibridano ai probe immobilizzati su
membrana (strip).

 Rivelazione colorimetrica
e Osservazione delle bande (un probe per banda)

e Mutazione
e Presenza banda corrispondente al target mutato e/o
e Assenza banda profilo wild type



Rifampicina, isoniazide

Conjugate Control [CC)
Amplification Control (AC)
M. tuberculosis complex (TUB)

rpoB Locus Control

rpoB wild type probe 1 (rpoB WT1)
rpoB wild type probe 2 [rpoB WT2)
rpoB wild type probe 3 [rpoB WT3)
rpoB wild type probe 4 (rpoB WT4)
rpoB wild type probe 5 [rpoB WT5)
rpoB wild type probe & [rpoB WT4)
rpoB wild type probe 7 [rpoB WT7)
rpoB wild type probe 8 [rpoB WT8)
rpoB mutation probe 1 (rpoB MUT1)
rpoB mutation probe 2A [rpoB MUT2A)
rpoB mutation probe 28 [rpoB MUT2B)
rpoB mutation probe 3 [rpoB MUT3)

katG Locus Control

katG wild type probe [katG WT)
katG mutation probe 1 [katG MUT1)
katG mutation probe 2 (katG MUT2)

inhA Locus Control

inhA wild type probe 1 [inhA WT1)
inhA wild type probe 2 [inhA WT2)
inhA mutation probe 1 [inhA MUT1)
inhA mutation probe 2 [inhA MUT2)
inhA mutation probe 3A linhA MUT3A)
inhA mutation probe 3B (inhA MUT3B)
colored marker
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Geni e mutazioni associate a farmacoresistenza

Clin Lab Med 34 (2014) 297-314
http:/dx.doi.org/10.1016/.cl1.2014.02.005

TCG531TTG

CACS26TAC

CACS26GAC

GACS16GTC

Silent mutation:

TTCH14TTT

Most frequent mutation in
MDRTE

Associated with RIF and RFB
resistance

Detectable by HAIN?, specified

Detectable by Probe E of
GeneXpert®, not specified

Associated with RIF and RFE
resistance

Detectable by HAIN?, specified

Detectable by Probe D of
GeneXpert®, not specified

Often are associated with RIF
resistance but RFE susceptibility

Detectable by HAIN?, specified

Detectable by Probe B of
GeneXpert®, not specified

Most frequent silent mutation.
Mot associated with RIF or RFB
resistance. Falsely interpreted as
RIF-resistance by probe
methods.

Detectable by HAIN®, missing WT3,
not specified

Detectable by Probe B of
GeneXpert®, not specified

= Incorrectly reported as “RIF
resistance detected”




Geni e mutazioni associate a farmacoresistenza

@ katGa

inhA promoter

ahpC promoter

AGCIT5ACC

15T

-12G/A

Most frequent mutation,
associated with high-level INH
resistance

Some other mutations in codon
315 ACA, AAC, ATC, ACT, GGC

Often associated with low-level
INH resistance and ethionamide
resistance

Some other mutations: -8T/C, -BT/
A, -8T/G, -9G/T, -16A/G, -17G/T

Compensatory to katG mutations;
found in isolates with high-level
INH resistance

Some other mutations: -6C/T, -9CT,
-10G/A, -10G/T

Clin Lab Med 34 (2014) 297-314
http:/idx.doi.org/10.1016/.c11.2014.02.005




Geni e mutazioni associate a farmacoresistenza

Ethambutol embB

(EME)

ATG306GTG

Most frequent mutation
associated with EMEB resistance

Some other mutations in codon
306: CTG, ATA, ACG, ATT, TTG

Mot all mutations in embB are
associated with EMEB resistance

pncA

Pyrazinamide
(PZA)

N\

Mo predominant
mutations

Widely distributed throughout the
gene and the promoter

Mot all mutations are associated
with PZA resistance

CQuinolones gyra

Clin Lab Med 34 (2014) 297-314
http://dx.doi.org/10.101&/.cl1.2014.02.005
|

GACS4GGE

GCGI0GTG

Most frequent mutation, usually
MOX MIC =1 pg/mL. MOX may stil|
have clinical efficacy if MIC <2 pg/
mL**; may need to increase dosage

Some other mutations in codon 94
TAC, CAC, GCC, AAC

Some other mutations: TCGY1CCG;
GGCBRGCC, GGCBETGC

A frequent mutation. Usually MOX
MIC <1 pg/mL. MOX may still have
clinical efficacy




Clin Lab Med 34 (2014) 297-314

Geni e mutazioni associate a farmacoresistenza
N\

[ Amikacin (AME)

http://dx.doi.org/10.10164.c11.2014.02.005

T

1401A/G

1402CT

14 84G/T

Most common mutation; associated
with AME resistance

Usually not associated with AME
resistance

Associated with AME resistance

HyA

1401 A/G

Mo predominant
mutations

Most common mutation; usually
associated with CAP resistance

Some other mutations: 14020/,
1484 G/T

Mutations are widely distributed
throughout the gene

Some mutations are highly
associated with CAP resistance:
GGG1960GAG, GC insertion at
nucleotide 202, GT insertion at
nucleotide 755

Kanamycin
(RAMN)

N\

25
promoter

1401 A/G

-10G/A

Most common mutation. Associated
with KAM resistance

Some other mutations: 14020/,
1484 G/T

Highly associated with KAN
resistance

Some other mutations: -14C/T, -37GT

,Eiedaquiline
(BEDO)

N

atpk

Mutations in C ring of the adenosine
triphosphate (ATP) synthase may
be associated with BDQ resistance

S —




Mutazioni e RIF resistenza

TCG531TTG
CACS526GAC

CACH26TAC
e Piu comuni

e Resistenza alto
livello a RIF e RFB

GAC516GTC

CAC526CTC

® Resistenza RIF
® Sensibilita RFB

CTG511CCG
GAC516TAC
CACS526AAC

CTG5h33CCG
® Risultati altamente
discordanti

TTCS14TTT

GGC507GGT
¢  Mutazioni silenti




Limitazioni
e Selezione limitata di geni e siti
- Alcune mutazioni possono non essere individuate

e Resistenze emergenti in popolazioni miste possono
non essere identificate

e Alcune mutazioni non conferiscono resistenza
- Rare, ma generano FP
- Mutazione silente in rpoB: codone 514

- Mutazione non silente, ma causa di modifiche lievi
della MIC

e Necessario lo sviluppo di altri target
e || test fenotipico di sensibilita e ancora indispensabile!!



Geni associati con farmaco-resistenza

NO 100% sensibilita
* Principali geni identificati,
ma conoscenze
Incomplete
NO 100% specificita
« Mutazioni non associate a
resistenza
« Mutazioni associate a un
fenotipo non prevedibile




Uso della diagnosi molecolare in aree
con bassa prevalenza di resistenza (1)

e Test molecolare rapido per resistenza indicato
se:

e Sospetto di resistenza

Storia di trattamento antiTB, soprattutto se recente, e
recidiva

Trattamento Iin corso da almeno 2 mesi senza
negativizzazione della coltura

Contatti di pazienti MDR (certi o sospetti)
Migranti da Paesi ad alta endemia di TB MDR

HIV positivi (maggiore frequenza di monoresistenza alla
rifampicina)



Uso della diagnosi molecolare in aree
con bassa prevalenza di resistenza (2)

e Test molecolare rapido per resistenza indicato se:
e | pazienti hanno un’ampia rete di contatti con
Implicazioni epidemiologiche verosimilmente estese
Detenuti
Ospiti di case di riposo/lungodegenzal...
Operatori sanitari
Studenti

e | pazienti sono individui vulnerabili, con condizioni
debilitanti o Immunocompromessi

e | pazienti sono conviventi di individui vulnerabili,
neonati o soggetti immunocompromessi



Uso della diagnosi molecolare in aree
con bassa prevalenza di resistenza (3)

e Test molecolare rapido per
resistenza indicato se:

e Aspetti relativi al laboratorio

Le colture sono contaminate da
altri batteri e 'antibiogramma
non si puo eseguire

Il campione € microscopico +,
ma colturale -




Xpert® MTB/RIF assay for pulmonary tuberculosis and
rifampicin resistance in adults (Review)

Seeingart KR, Sohn H, Schiller . Kloda LA, Boehme CC, Pai M, Dendubur N

THE COCHRANE
COLLABORATION"®

This is 2 mprint of 2 Cochrane review, prepamd and maintzined by The Cochrame Collaboration and published in The Caokesme Lifrary
2013, ke 1
hirp:iiwenw themchranelirary. com

WILEY




Xpert® MTB/RIF assay for pulmonary tuberculosis and rifampicin
resistance in adults (Review)

In sostituzione es. microscopico 88% 98%
Add-on test microscopico neg 67% 98%
Microscopico pos/ coltura pos 98%
Microscopico neg/ coltura pos 68%
HIV 80%
No HIV 89%

Resistenza a rifampicina 94% 98%



Xpert® MTB/RIF assay for pulmonary tuberculosis and rifampicin
resistance in adults (Review)

Conclusione

« Sensibile e specifico come strumento diagnostico iniziale sia
per MTBC che per resistenza a rifampicina

« Utile come strumento diagnostico addizionale in pazienti con
esame microscopico negativo

 Risultato positivo per rif-resistenza = interpretare con
attenzione e considerare sia il rischio di MDR-TB nel singolo
paziente che la prevalenza attesa di MDR-TB in un dato
setting



Revisione letteratura recente

e Se s1 usasse 1l GenExpert per la diagnosi diTB in ogni
Nnuovo caso sospetto:

¢ Si1 ridurrebbe enormemente la frequenza e l’impatto del
trattamento empirico, delle indagini sui contatti e
dell’isolamento non necessari (>90%)

e S1 anticiperebbe P’istituzione di1 un trattamento efficace e
si ridurrebbe l’esposizione degli operatori sanitari

e S1 potrebbero gestire in modo molto pih razionale le
strutture di 1solamento

Am ] Respir Crit Care Med 2014; 189: 1551-1559
ICHE 2014; 35:1206-1027
Clinical Infectious Diseases 204, sept 9



Integrated Laboratory Network:
laboratory services and emerging infectious diseases

B HIV  Malaria

Growth detection and
susceptibility testing

Molecular testing

Rapid diagnostic tests

Specimen collection,
transportation and reporting

Tuberculosis, Volume 95, Supplement 1, 2015, S197-S199



Epidemiologia molecolare della
Tubercolosi

Il Beijing typical
I Beijing atypical
Il LAM

I CAS

T

I EAI



Chromosome of
M. tuberculosis

Strain X

E 1S6110

<= |S6110 probe

l Puull sites

b 4 PCR primers

1S6110-Based Genotyping
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MIRU-Based Genotyping




Epidemiologia molecolare della TB

Identificazione di stipiti individuali o gruppi clonali
di stipiti dotati di un profilo genetico
caratteristico (fingerprinting)

Il profilo genetico puo essere associato a
specifiche caratteristiche fenotipiche, quali:

- Trasmissibilita
- Virulenza
- Resistenza ad agenti antibatterici



Tubercolosi

e Riattivazione Infezione recente




Laboratorio di riferimento regionale

pathogens can be interviewed too!




Collezione ceppi MTB 2012-2013

Conferma di laboratorio TB polmonare = 46,4%*

154 ceppi isolati a Palermo con ABG disponibile

STREP INH RIF ETB
10 20 3 5
6,5% 13,0% 1,9% 3,2%

*2010 — 2013 Elaborazione dati SIMI

1ita

Lineage U

1 non ita da Eritrea
Lineage Beijing




Collezione ceppi MTB 2012-2013

WHO/WPRO unknown
WHO/SEARO 1,3% 6,7%
20,0%

AFRO = African Region
SEARO = South-East Asia
Region

EMRO = Eastern

Mediterranean Region WHO/AFRO
AMRO = Region of the 29,3%
Americas
EURO = European
Region
WPRO = Western Pacific WH(Z)/:)/MRO
Region LA

WHO/EURO

26,7% WHO/EMRO

13,3%

Nr. ceppi 152



TIPIZZAZIONE
MOLECOLARE



Collezione ceppi MTB Palermo

1%

103 ceppi 1994-2000

non
definito
5%

3
o
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Bovis BCG;

ovis; 3,8% CAM; 1,2%
Ural; 2,5%

X;549%

S; 14,8%

CAS; 1,2%
EAl; 1,2%

X; 1,4%

Ural; 2,9%
U; 2,9%

Turkish; 1,4% \

LAM;
8,6%

Afri; 1,4%

CAS; 8,6%

151 ceppi 2012-2013
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Clustering ceppi MTB Palermo

Haarlem; 2

l S;1
LAM;Z! l I LT3

Proporzione di ceppi in cluster
13,4%

103 ceppi 1994-2000

T; 2
URAL; 2
Haarlem;
2
@ Haarlem;
3

Proporzione di ceppi in cluster
6,2%

152 ceppi 2012-2013



. Lineage 6

Global phylogeography of M tuberculosis
Lancet Infect Dis 2007; 7: 328-37




2014 by lineage




Considerazioni

- Grande eterogeneita (identificati 5 di 6 lineage di
MTBC)
- Mix di riattivazione in popolazioni anziana
autoctona e migrante residente da piu tempo
e infezioni recenti in popolazione di recente
migrazione
- Attenzione!
- proporzione elevata di TB in eta pediatrica ed
In soggetti autoctoni relativamente giovani
- Importazione recente di ceppi virulenti/MDR
« M. bovise M. bovis BCG
- Limitate evidenze riguardanti la trasmissione tra
migranti e popolazione autoctona



La tubercolosi
in Sicilia
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Micobatteri non
tubercolari




Micobatteri non tubercolari (NTM)

Gli NTM sono microrganismi ad habitat tipicamente
ambientale

Generalmente a bassa patogenicita

Possono tuttavia causare un’ampio range di patologie:
eLocalizzazione polmonare — la piu frequente
Linfadenite nei bambini

*Malattie cutanee (M. marinum — acquari)

sLocalizzazioni extrapolmonari e infezioni disseminate in
pazienti gravemente immunocompromessi (M. avium-
Intracellulare complex)

>140 specie
25 specie strettamente associate a malattia



Micobatteri non tubercolari (NTM)

L’identificazione corretta di specie e
molto importante perché gli NTM
differiscono per rilevanza clinica (da
contaminanti — M. gordonae - a patogeni
franchi — M. kansasii o M. malmoense)

Ma differiscono anche per veocita di
crescita, tolleranza alla temperatura e
sensibilita ai farmaci

La diagnosi e complessa e richiede una
buona comunicazione tra clinici,
radiologi e microbiologi.



Micobatteri non tubercolari (NTM)

ISOLAMENTO, IDENTIFICAZIONE E SPECIAZIONE

Valutazione clinica,

strumentale e
microbiologica




Micobatteri non tubercolari (NTM)

SEQUENZIAMENTO

Genes

16s rRNA (Ribosomal )

ITS 165-23S rDNA

(Internal transcribed spacer)
dnaJ (Cold-shock protein )
Hsp 65 (Heat-shock protein )
rpoB (RNA polymerase )
recA

IS 1245 (Insertion sequence )
IS 901

1S 900

Common methods

PCR

PCR-probe hybridisation
PCR-RFLP

PCR-DNA sequence analysis

I Mycobacterium

rpoB,16S rRNA, |dnad, ITS 16S-235
|

Fast-

growers

|
Slow-growers

|
ITS

hsp65 rpoB recA

16S rDNA  |S6[110

gordonae || kansasii

1S 1080

MAC

L

16S rDNA | MTBC
1

1S1245 : ayrB
mig MAC | | Mintrac
MTB
M bovis
1S901.,dnaJ
15900 i M microti
I M a paratuberculosis | | M a avium | | St




Micobatteri non tubercolari (NTM)

INNOLIPA

et e _.. INNO-LIiPA line probe assay (Innogenetics)

Isolate (from solid/liquid culture)

v
Extract DNA
v
Amplify 16-23S rRNA spacer region

Reverse hybridise with species-specific
probes immobilised as parallel lines on
strip of membrane

One strip for detection and identification of MTBC and 17 other species

HAIN Lifescience DNA strips

GenoType Mycobacterium CM
GenoType Mycobacterium AS

Rapid differentiation of >30 mycobacterial species



Micobatteri non tubercolari (NTM)

INNOLIPA

e conj. control
-  MYC control

w— MTBcomplex

-

M. kansash 1

-\ kansash 2

marker line

- conj. control
- MYC control
- MTB complex
- MKA-]

- MKA-2

- MKA-3

- MXE

- MGO

- MAIS

- MAV

- MIN

MSC

- MCH-1
- MCH-2
- MCH-3



Micobatteri non tubercolari (NTM)

Sensibilita agli antibiotici

Problemi di standardizzazione
Valore predittivo incerto rispetto all’efficacia clinica

Antibiotici da saggiare

M. kansasii — rifampicina

MAC — claritromicina

A rapida crescita — aminoglicosidi, imipenem, chinoloni,
claritromicina, cefoxitina, sulfonamidi

Metodi: eluizione da disco, microdiluizione in brodo, Etest,
BACTEC MGIT
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