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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)

NTM 2019-2023

i
2
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20 o
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Specie NTM isolati da pazienti
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Start: novembre 2022

Micobatteri sequenziati: 50 campioni * Metodica utilizzata

* Targeted NGS a 18 geni associati alla resistenza di 13
farmaci antitubercolari (Deeplex Myc-TB). Analisi basata

22 MT 28 NTM su short reads (300bp) paired ends permette una buona
accuratezza.
™\ « Lanalisi specifica della regione HSP65 |E)/Iermette di
1MDR 21senza caratterizzare con un unico saggio sia MTB che NTM
resistenze
/ \ ¢ Strumentazione
12 campioni 16 campioni ° QIA cube estrattore
ambientali da infezione umana

iSeq 100 lllumina sequenziatore
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Caso di TB MDR

Ricerca micobatteri

Lavaggio Broncoalveaolars
Esame microscopico Pogitivo ++

Ricerca micobatteri

Ric. molecolars Mycobacterium (ubarcolosie complex POSITIVA. Rilevati geni di resistenza alla Rifampicina

g m

Ricerca micobatteri

-1 Myt s s  Nazionalita: italiana
cweso. S e * Sesso: maschio

s —r * Eta: 35 anni

tutti | valori espressi in mgil

Antibiogramma di Il livello: rilevata resistenza ai fluorichinoloni
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Perché abbiamo scelto il tNGS

» Strumentazione a disposizione

» Marcatura CE-IVD

> Partenza da campione

» Interpretazione facilitata dal software
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1. lc.'liI:a::tui;:zione dei micobatteri viene eseguito nella stanza BSL 3. L'estrazione del genoma su strumentazione ) Te m p OO0 p era to re

2. Prima PCR : Amplificazione e successiva purificazione con biglie di silice e lavaggi in etanolo in tre passaggi e 1 . _
risospensione in acqua ( manuale). tec NICO: 8 10 h

3. Quantificazione dell’'amplificato con fluorimetro. ( ng/ul) o «

4. Tutti i campioni devono essere normalizzati affinché la quantita di DNA abbia la stessa concentrazione ( 0,2 Te m pO a n a | | S | d e |
ng/ul) .

5. Seconda PCR : Tagmentazione ( TAG e FRAGMENT) frammentazione e I'etichettatura. Frammentazione casuale SOftwa Fre: CiIrca 3 h

con trasposasi ma lunghezza dei frammenti uniforme. La TAG e la etichettatura dei frammenti ( oligonuceotidi
per una estremita e per l'altra). ° 1
6. Purificazione con biglie magnetiche Te m po d |
7. Terza amplificazione: Indicizzazione ( ogni campione avra un indice univoco per poter essere riconosciuto ). . .
Attaccato all'indice ci sono 2 adattatori P5 e P7 che servono per far attaccare i frammenti alla flow cell I nte r p rEta ZI O n e e
8. Purificazione con biglie magnetiche 5
9. Preparazione della library : Quantificazione dell'amplificato con normalizzazione dei campioni attraverso rEfe rta Zlone. 3 h
diluizioni seriali ( diluizione dei campioni in funzione del campione piu povero di DNA. Tutti devono essere portati .
alla concentrazione di 1 nanomoli. Successivamente altra diluizione per portare i campioni a concentrazione di 60 C| rca ( 1 Se d u ta )
picomoli.
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L'interpretazione

aTAAGGCTAGGYTCATGCTF
ITAAGGCTAGGTITCATGCTEA
:TMGGCTAGGYTCATGC’T £
ITAAGGCTAGGTTCATGCTA

sTAA.  CTAGG 'ITCATGCTF

Le sequenze ottenute vengono confrontate
dal software con le sequenze di riferimento Catalogue of mutations in
contenute nel catalogo WHO 2021 comele and thev Ksodiba

WORLD HEALTH ORGANIZATION

Catalogue of mutations in Mycobacterium tuberculosis complex and their
association with drug resistance
25 June 2021 | Publication
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Le Informazioni che ricaviamo dall’analic

» |dentificazione 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 da una idea un po’ piu approfondita del ceppo ma non consente di stabilire né clonalita né correlazioni
epidemiologiche :non & possibile utilizzare il risultato per fare vigilanza di trasmissione (solo se lo spoligotipo & diverso si puo
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 ca/lit}g 3-5% se i campioni sono coperti con +++, in presenza una copertura inferiore le mutazioni a bassa frequenza possono
essere perse).

» Deeplex € in grado di discriminare potenziali infezioni miste (due lineage diversi deII’MTBcom\oIex 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

IL SEQUENZIAMENTO NGS NEL LABORATORIO DI MICROBIOLOGIA: VALIDAZIONE, IMPLEMENTAZIONE ED UTILITA CLINICA



Alleli wild type

P

hspE5-based identification best match

Mycobacterium tuberculosis complex

Spoligotype

CAS1-Delhi - SIT 26

SMP-based phylogenetic lineage
AN . Lineage 3 (M. tuberculosis)

<4
.

o (5%

KIT Deeplex Genoscreen

RIF INH PZA EMEB FQ LIN BDQ CFZ AMI SM ETH CAP KAN

MDR-TB Pre-XDR-TB XDR-TB

Sample controls and metrics

Sequencing Run: Sample:

Positive control” VALID Internal control” NOT VALID

Negative control” VALID Composite reference 99.970%
coverage
Medi

ian d:ap1h of 4320x

coverage

{min, rs2: 21 max, inhA: 12748x)
| 4 Average depth of coverage (x) . Target coverage (%, below 95)

20k 100
0 l 95
o A% & - O i L & S \e 5 4% '\ ¥ £ S l

LTI FTILFL S LT &880
hspB5-based species identification
Av coverage depth (x) Consensus length % |dentity E-value Best match
13147 400.0 100.000 0.0 Mycobactenium tuberculosis complex
Drug resistance associated variants

No drug resistance associated variants detected in any gene target.

Uncharacterized and uncertain significance variants

Uncharacterized variants designate sequence variants of as yet unknown association with drug resistance or drug susceptibility. Uncertain significance variants designate
variants that could not ba characterized yet as either drug resistant or drug susceptible according to the current WHO confidence grading classification.



hspbi-based identification best match
Mycobacterium tuberculosis complex

Spoligotype

BOV_1 - SIT 482

SNP-based phylogenetic linsage
‘ M. bovis BCG

S0 |H-'-1'-T.1'|Jr- ‘-1

MGEE NI

Analysis mode Deeplex Myc-TB V3.0.1 - WHO Catalogue-based

Quality o0
R.'[F INH PZA EME FQ LIN BDQ CFZ AMI 35M ETH CAP EKAN
MDRE-TB Pre-XDR-TB XDE-TB
Sample controls and metrics
Sequencing Run: Sample:
Positive control’ VALID Internal control”
Negative control” VALID Composite reference 99.985%
ooverage
Median d?pm of 3102x
Alleli mutati con mutazione associata a resistenza coverage

eac-rszyy

B Average depth of coverage (x) ] Target coverage (%. below 95)

~ I

d1]

(i, (re2: 420 ma. inhA: 7743x)

1

a5
<) ~ ) o) & S
&o *Qo & \.z}'f"@ '559 Q@Q Q.@ Q’ . d Q&@
hsp65-based species identification
Av coverage depth (x) Consensus length % Identity E-value Best match
7730 400.0 100.000 0.0 Mycobacferium tuberculosis complax
Drug resistance associated variants
Genomic Codon . N .
Gene . % Variant Dx-score AAchange  Drug Confidence Resistance level Reference
position change
pncA 2289073 cac57gac 99.780 1374.75 H5TD PZA Associated with resistance Resistant WHO 2021

Ogni variante € indicata con il codone di riferimento
e il codone alternativo, 'amminoacido di riferimento

e 'amminoacido mutato



1l € Back & Edit ® Export~ #* Share

W Legend

A Sample 1

Date of submission Dec, 2 202210:21:51 Experiment set Mycobacterium Novembre2022
Analysis mode Deeplex Myc-TB V3.0.1 - WHO Catalogue-based
Quality [+]

INH PZA EMB FQ LIN BDQ CFZ AMI SM ETH CAF EKAN

RIF
e o 0000000000000

MDR-TB Pre-XDR-TE XDR-TB

Sample controls and metrics
hsp65-based identification best match Sequencing Run: Sample:
Mycobacterium tuberculosis complex Positive contral’ VALID Internal controf NOT VALID
Megative control VALID Composite reference 99.917%
coverage
Spoligotype
- . Median depth of
EAIZ2-Manila - SIT 19 coverage' 4277Tx

(min. rrs2: 17x; max. inhA: 12948x)

. Average depth of coverage (x) . Target coverage (%, below 95)
SNP-based phylogenetic linsage

K S AT

> & L o F FF L ey F L F P S > ¥ @
R RO A S S A
2 hspB5-based species identification
Av coverage depth (x) Consensus length % ldentity E-value Best match
3723 4000 99748 00 Mycaobacterium tuberculosis complex

Drug resistance associated variants

No drug resistance associated variants detected in any gene target.
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Le informazioni del referto

Regione Piemonte

S.C. MICROBIOLOGIA E VIROLOGIA
Direttore: Dr. Andrea Rocchetti

3AOAL:

Certificato UNI EN ISO 9001:2015

=nza Reparto di Prova PAPERINO UNO

Ne Richiesta 1600684816 02-02-1999 ']
1d Inviante
ol 3110-2023  17:25
C.FIS: PPRNUO39802Z839Y APOLIDE
Esame Richiesto Risultato UM. Valori di Riferimento
Identificazi i i-Testdi

Ceppo da coltura

Esito ricerca POSITIVO

P . e 2 3 i AN
Descrizione ceppo identificato =Ln i

Lignaggio 43

Spoligotipo LAM3 - SIT 33

Profondita mediana di Coverage 9132x

< Commento Ceppo Pirazinamide-resistente.
Qualita del sequenziamento

Ulteriore commento disponibile.
Commento

riassuntivo
breve
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d N
Regione Piemonte
S oo S.C. MICROBIOLOGIA E VIROLOGIA
AT AL ANEHE” S.C. MICROBIOLOGIA E VIROLOGIA Direttore: Dr. Andrea Rocchetti
Artonio o Biag Direttore: Dr. Andrea Rocchetti
Certficato UNI EN 1SO 8001:2016 Certificato UNI EN ISO 9001:2015
cruena Reparto di Prova PAPERINO UNO 2
U Fichiesin 1600684816 02-02-1999 "M y LReparto it Brova PAPERINO UNO
% ‘"“;:::-zou 17:25 y esia 1600684816 02-02-1999 M
PPRNUOBIBO2Z009Y ARILIDR LoD
Esame Richiesto Rrsultato um. Valori di Riferimento lel 31-10-2023 17:25
""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""" . . APOLIDE
Gene/reglonl PPRNUO99B022999Y
g MTB C Esame Richiesto Risultato UM. Valori di Riferimento
Identificazione specie Mycobacterium bercusosts geniche coperte = SEEdieay o s i we R e e e AT
sl (716:1572)
Gene (posizioni) : 2
Farmaco Risultato K icina 1s2 (3:679) Sensibile Nessuna mutazione.
P (1B 2L, eis (-196:162) -
Strosiomiaion 1psL. (-24:+45) oy Nessuna mutazione.
51 (716:1572) -
2 (3:679)
INhA (86:679) fa rm a CO é i (86'679) E Nessuna mutazione.
1abG1 (-119:316) Nessuna mutazione. fabG1 (-119:316) Sensibile
tsoniazide R ST Sensibile % ethA (-9:+53) L
anpC (-163:393)
= Yo Nessuna mutazione.
Rifampicina rpoBl (1151:1549) S Nessuna mutazione. Bedaquilina v0678 (-14:+52)' Sensibile
rpoB2 (147:1006) < =
Etambutolo embB (863:1552) Sensibile Seseuna muRzions Clofazimina V0678 (-14:+52)* Sensibile beadalietied 2
POCA (-60:+9)" ULAZIONE ASSOCIALA & IAIMACOIeSISIenNza H H H :
Phuzinhmide Resistenia Sy s A LS detta gl 10 mutazioni e 1l (2266:2968) St Nessuna mutazione.
rpiC (300:21) -
Oftoxacina/Levofioxacina/ QYA (76:453) Mutazione dal significato non ancora definita
moxfioxacina ayrB (1050:1704) Evidenze insufickent i
0C403tcg (A403S) gene gyrB (Moxifloxacin * copertura dellintero gene
Amikacina T WP Sensibde U s,
81 (736.1572)
sloina s2 (3.679) o . Nessuna mutazione
UyA (-120:+4)"
interpretazione
~ v
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Le opportunita

» Tra i diversi tipi di sequenziamento e I'opzione piu rapida in ambito diagnostico (2-3 gg) peri
casi in cui si sospetta una TB MDR partendo da campione vetrino positivo.

> Permette di identificare I’ etero-resistenza
> CE-IVD
Le criticita

» |l targeted NGS pero 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 & il pitt completo non include le mutazioni scoperte negli ultimi anni, attesa per il
I'aggiornamento del nuovo catalogo)

» Costi (dipendono dall’ottimizzazione della cartuccia)

» Tempo/Uomo

IL SEQUENZIAMENTO NGS NEL LABORATORIO DI MICROBIOLOGIA: VALIDAZIONE, IMPLEMENTAZIONE ED UTILITA CLINICA
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MTB

M.tuberculosis

PCR + PCR -
Vetrino +/- Vetrino -
. i_I |
Coltura
PCR+R + PCR + R -

(liquido/solido)

J/

<

tNGS da campione
Coltura (se vetrino positivo)

(solido/liquido ATB molecolare

oltura
(solido/liquida

tNGS da campione
(se vetrino positiva)
ATB molecolare

~

J/

Puo essere sostituito
——> dall’'antibiogramma molecolare ¢

ATB fenotipico in
microdiluizione
(Sensititre)

ATB fenotipico
MGIT
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- 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) ?

IL SEQUENZIAMENTO NGS NEL LABORATORIO DI MICROBIOLOGIA: VALIDAZIONE, IMPLEMENTAZIONE ED UTILITA CLINICA



Dipartimento

T T TP e sl
Possibilita di identificazione NTM ASAL:ASTAL

2 Map M Share

& Dashboard

P Analyze w Delete 2 kxperiment set L Edit = Export- W Lezend

O Status Shared Quality Sample Experiment set Date of submission Analysis mode Species identification
v v v v B B
O @ NTM 7900002951 Aug, 10 202315:4. . Deeplex MycTBV3.0..  Mycobacterium chimaera - 92.8 / Mycobactenum chimaera - 7.0
O ® NTM 7900003561 Aug, 10 2023154 Deeplex Myc-TB V3.0... Mycobacterium avium complex (subsp avium, paratuberculosis, silvaticum) : 92.2 / Myce
[] @ NTM 7900003525 Aug, 10 2023154 Deeplex Myc-TB V3.0... Mycobacterium timonense : 92 4 / Myeobacterium timonense - 7.4
- ® NTM 7900003475 Aug, 10 2023154 . Deeplex Myc-TBV3.0... Mycobacterium xenopi - 92.7 / Mycobacterium xenopi - 7.1
] A [+] 0270000354A Aug, 10 2023154 . Desplex Myc-TBV3.0... Mycobacterium tuberculosis complex : 92.6 / Mycobacterium tuberculosis complex: 7.2
O @ NTM 7415000042 Aug, 10 2023154 . Desplex Myc-TBV3.0... Mycobactarium avium complex (subsp avium, paratuberculosis, silvaticum) : 91.8 / Mycc
] (] ND 9020000019 Mar, 7 2023 14:15:.. Deeplex Myc-TB V3.0...
O A NTM 9020000024 Mar, 7 2023 13:02.... Deeplex Myc-TB V3.0... Mycobacternium chimaera
] @A NTM 9020000021 Mar, 7 2023 13:02.... Deeplex Myc-TB V3.0... Myeobacterium avium complex (subsp avium, paratuberculosis, silvaticum)
O @ NTM 9020000025 Mar, 7 202313:02:... Deeplex Myc-TB V3.0... Mycobacterium chimaera
] ® NTM 9020000022 Mar, 7 2023 13:02:. Desplex Myc-TBV3.0... Mycobacterium avium complex (subsp avium, paratuberculosis, silvaticum)
O @ [+ X+] CP Mar, 7 2023 13:02:. Desplex Myc-TBV3.0... Mycobacterium tuberculosis complex
] (] NTM CN Mar, 7 2023 13:02:. . Desplex Myc-TB V3.0 Mycobacterium chimaera
O A 9020000024 Mar, 32023 09:5... Deeplex Myc-TB V3.0...
] ® NTM 9020000023 Mar, 32023 09:5... Deeplex Myc-TB V3.0... Mycobacterium chimaera
- A [+ X +] 9020000017 Mar, 3 2023 095 Desplex Myc-TBV3.0... Mycobacterium tuberculasis complex
] ® [+ X +] 9020000020 Mar, 32023 095 Desplex Myc-TBV3.0... Mycobacterium tuberculasis complex
O (] ND 9020000019 Mar, 32023 09:5... Deeplex Myc-TB V3.0...
] ® [+] 9020000018 Mar, 3 2023 095... Deeplex Myc-TBV3.0... Mycobacterium tuberculosis complex
- A [+ X +] 9020000016 Mar, 32023 095... Deeplex Myc-TBV3.0... Mycobacterium tuberculosis complex
] ® NTM 7900002437 Mar, 32023 09:5... Deeplex Myc-TB V3.0... Mycobacterium gordonae
O A CN Mar, 32023 095 Deeplex Myc-TBV3.0..

]
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tNGS applicato ai micobatteri non tubercolari

» Buona capacita 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. |l tNGS non permette studi epidemiologici, ne identificazione di
cluster

» Confrontato con il Lipa piu alto potere discriminatorio all'interno dei complessi e
identificazione specie rare

> Elevata concordanza dei metodi

IL SEQUENZIAMENTO NGS NEL LABORATORIO DI MICROBIOLOGIA: VALIDAZIONE, IMPLEMENTAZIONE ED UTILITA CLINICA
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Metodica

InnolLipa

Caratteristiche dei test

Validazione

Si

8h

SS 60 euro circa

Pro/contro

Buon potere
discriminatorio, time
consuming

MaldiToff

Si

1 h circa

S pochi centesimi

potere discriminatorio non
ottimale (soprattutto da
terreno liquido,non
distingue tra M.chimaera
ed M.intracellulare),
economico e rapido

tNGS

no

2/3g

SSS 300 euro circa

Ottimo potere
discriminatorio, time
consuming costi elevati

Ricerca e Innovazione

IL SEQUENZIAMENTO NGS NEL LABORATORIO DI MICROBIOLOGIA: VALIDAZIONE, IMPLEMENTAZIONE ED UTILITA CLINICA



A dineaner Dipartimento
g Ao AL 5 ALESSANDRIA Attivita Integrate
SutevenceSean ) P Ricerca e Innovazio ne
AO AL - ASL AL

Difficolta incontrate

 Mancanza di standardizzazione

* Mancanza di controlli di qualita

* Necessita di formazione

* Necessita di confronto con altri centri

IL SEQUENZIAMENTO NGS NEL LABORATORIO DI MICROBIOLOGIA: VALIDAZIONE, IMPLEMENTAZIONE ED UTILITA CLINICA
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RETE: Standardizzazione dei processi e qualita

] wencn Journal of MINIREVIEW

JEY soxix, Cinical Microbiology® n
Check tor
updates

Practical Guidance to Implementing Quality Management
Systems in Public Health Laboratories Performing Next-
Generation Sequencing: Personnel, Equipment, and Process
Management (Phase 1)

* Formazione
Rebecca J. Hutchins,* Kristy L. Phan,** Adeeba Saboor,® Joseph D. Miller,c Atis Muehlenbachs,® on behalf of the CDC NGS

ojality Workgroup B e Struttura
* Organizzazione

ABSTRACT Quality standards as part of an effective quality management system

(QMS) are the cornerstone for generating high-quality test results. Next-generation [ ] Sta n d a rd iZZa Z i O n e

sequencing (NGS) has the potential to improve both clinical diagnostics and public
health surveillance efforts in multiple areas, including infectious diseases. However,

the lab: i dopting NGS hods face significant challenges due to the com- [ ) CO nt ro I I i d i q u a I ité

plex and modular process design. This document summarizes the first phase of qual-
ity system guidance developed by the Centers for Disease Control and Prevention

2 e R e + Certificazione 1SO 15189

and process management (quality control and validation) were prioritized based on a

risk using i gathered from participating CDC laboratories.
Here, we present a prioritized QMS framework, including procedures and documen-
tation tools, to assist lab y impl ion and mai e of quality prac-

tices for NGS workflows.
KEYWORDS next-generation sequencing, quality management systems, quality
system essentials, public health

BACKGROUND AND METHODS

IL SEQUENZIAMENTO NGS NEL LABORATORIO DI MICROBIOLOGIA: VALIDAZIONE, IMPLEMENTAZIONE ED UTILITA CLINICA
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