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Laboratorio di Microbiologia e Virologia 

• Numero campioni  processati/anno  per la 
ricerca  di micobatteri tubercolari : 1000

• Numero di micobatteri tubercolari 
positivi/anno: 22

• Numero di NTM/anno isolati da pazienti: 16
• Numero di NTM/anno isolati da campionamenti 

ambientali ( HCU  ): 12  (M. chimaera e M. 
gordonae)

Specie NTM isolati da pazienti



Start: novembre 2022
Micobatteri sequenziati:  50 campioni

                              22 MT                 28 NTM

                                             

                    1 MDR      21 senza 

                                      resistenze        

• Metodica utilizzata

• Targeted NGS a 18 geni associati alla resistenza di 13 
farmaci antitubercolari (Deeplex Myc-TB). Analisi basata 
su short reads (300bp) paired ends permette una buona 
accuratezza.

• L’analisi specifica della regione HSP65 permette di 
caratterizzare con un unico saggio sia MTB che NTM

• Strumentazione 

• QIA cube estrattore 

• iSeq 100 Illumina Sequenziatore

12 campioni 
ambientali

16 campioni 
da infezione umana



Caso di TB MDR

• Nazionalità: italiana

• Sesso: maschio

• Età: 35 anni

Antibiogramma di II livello: rilevata resistenza ai fluorichinoloni 



Perché abbiamo scelto il tNGS

➢Strumentazione a disposizione

➢Marcatura CE-IVD

➢Partenza da campione 

➢Interpretazione facilitata dal software



t NGS: la metodica

• Tempo operatore 
tecnico: 8-10 h

• Tempo analisi del 
software: circa 3 h

• Tempo di 
interpretazione e 
refertazione: 3 h 
circa (1 seduta)



L’interpretazione

WORLD HEALTH ORGANIZATION

Catalogue of mutations in Mycobacterium tuberculosis complex and their 
association with drug resistance

25 June 2021 | Publication

Le sequenze ottenute vengono confrontate 
dal software con le sequenze di riferimento 
contenute nel catalogo WHO 2021



   Le Informazioni che ricaviamo dall’analisi
➢ Identificazione sia di micobatteri tubercolari che non tubercolari (HSP65)

➢ Lignaggio: ci da solo una idea del tipo di ceppo, rileva i polimorfismi a singolo nucleotide 

➢ Spoligotipo: ci dà una idea un po’ più approfondita del ceppo ma  non consente di stabilire né clonalità né correlazioni 
epidemiologiche :non è possibile utilizzare il risultato per  fare vigilanza di trasmissione (solo se lo spoligotipo è diverso si può 
escludere la trasmissione, ma non il contrario)

➢ Antibiogramma: rileva solo le mutazioni presenti sui geni target (alcuni geni sono coperti completamente altri solo per alcune 
regioni del gene) associate ad eventuali resistenze in riferimento al catalogo WHO (2021) o al catalogo esteso . Le mutazioni off 
target sono escluse (come refertare la bedaquilina?)

➢ Le doppie mutazioni sono rilevate con la doppia percentuale in base alla loro espressione. 

Variant calling 3-5% se i campioni sono coperti con +++ , in presenza una copertura inferiore le mutazioni a bassa frequenza possono 
essere perse). 

➢ Deeplex è in grado di discriminare potenziali infezioni miste (due lineage diversi dell’MTBcomplex ad esempio) o  co-infezioni 
(MTB ed NTM) , in questi casi di doppia chiamata la frequenza allelica deve essere compresa tra il 3 ed il 97%

Buono strumento per l’utilizzo clinico , non per indagini epidemiologiche né per identificazione di cluster



KIT Deeplex Genoscreen

Alleli wild type



Ogni variante è indicata con il codone di riferimento 
e il codone alternativo, l’amminoacido di riferimento 
e l’amminoacido mutato

Alleli mutati con mutazione associata a resistenza



Variante non caratterizzata



Le informazioni del referto

Qualità del sequenziamento

Commento 
riassuntivo 
breve

Descrizione ceppo identificato



Gene/regioni 
geniche coperte

farmaco

dettaglio mutazioni 

interpretazione



Le opportunità

➢Tra i diversi tipi di sequenziamento è l’opzione più rapida in ambito diagnostico (2-3 gg) per i 
casi in cui si sospetta una  TB MDR partendo da campione vetrino positivo.

➢Permette di identificare l’ etero-resistenza 

➢CE-IVD

Le criticità

➢ Il targeted NGS però  fornisce informazioni solo su una parte  limitata di genoma (Deeplex 
Genoscreen 18 geni con mutazioni associate a 13 farmaci antitubercolari)

➢Le mutazioni a bassa frequenza e le  mutazioni off target: quale rischio di perderle?

➢Catalogo WHO (anche se è il più completo non include le mutazioni scoperte negli ultimi anni , attesa per il 
l’aggiornamento del nuovo catalogo)

➢Costi (dipendono dall’ottimizzazione della cartuccia)

➢Tempo/Uomo
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M.tuberculosis

Può essere sostituito 
dall’antibiogramma molecolare



tNGS e micobatteri non tubercolari: utile?

➢ bassa coverage (15%)

➢ mancanza di database per mutazioni di resistenza

➢ buona identificazione , nessuna informazione per clusters 
(utilizzarlo per pazienti e/o  controlli ambientali) 



Possibilità di identificazione NTM



tNGS applicato ai micobatteri non tubercolari

➢Buona capacità di identificazione appoggiandosi al catalogo WHO

➢Non in grado di rilevare farmaco resistenze in quanto ad oggi non ci sono database 
dettagliati in grado di rilevare i geni associati a resistenza

➢Con il WGS studi epidemiologici per tracciare i percorsi di trasmissione. Caratterizzazione di 
nuove specie di micobatteri e identificazione di mutazioni che codificano per fattori di 
virulenza e resistenza. Il tNGS non permette studi epidemiologici , nè identificazione di 
cluster

➢Confrontato con il Lipa più alto potere discriminatorio all’interno dei complessi e 
identificazione specie rare 

➢Elevata concordanza dei metodi



Caratteristiche dei test
Metodica Validazione Tempi Costi Pro/contro

InnoLipa si 8 h $$ 60 euro circa Buon potere 
discriminatorio, time 
consuming

MaldiToff si 1 h circa $ pochi centesimi potere discriminatorio non 
ottimale (soprattutto da 
terreno liquido,non 
distingue tra M.chimaera 
ed M.intracellulare), 
economico e rapido

tNGS no 2/3 g $$$ 300 euro circa Ottimo potere 
discriminatorio, time 
consuming costi elevati



Difficoltà incontrate

• Mancanza di standardizzazione

• Mancanza di controlli di qualità

• Necessità di formazione

• Necessità di confronto con altri centri



RETE: Standardizzazione dei processi e qualità

• Formazione
• Struttura
• Organizzazione
• Standardizzazione
• Controlli di qualità
• Certificazione ISO 15189
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