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Contenuti

 |dentificazione molecolare dell'isolato

* Genotipizzazione /WGS

* Rilevamento e identificazione da campione biologico
|dentificazione ceppi MOTT




SCHEMA IDENTIFICAZIONE CON METODI MOLECOLARI
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Ceppo isolato

Tre reazioni PCR: Mycobacterium spp, M. avium, MtbC complex
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 Identificazione molecolare ceppi MTBC

« PCR end-point (Kulski):
S target:
* 16S RNA gene: Mycobacterium genere

* 16S RNA gene: M. avium avium
« MPB70 gene: MTBC

|dentificazione specie

(Gyrb)
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* PCR end-point (Kulski):

S target:

* 16S RNA gene: Myco

o XXX???: M.aviu
- MPB70: MT
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Identificazione molecolare ceppi MTBC

PCR-Real Time
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« 16S RNA gene: Mycobacterium genere
« |ITS (Internal transcribed sequence): M. avium complex
« 1S8110: MTBC




o = ISTITUTO ZOOPROFILATTICO SPERIMENTALE
o III/ DELLA LOMBARDIA E DELLEMILIA ROMAGN
5 “BRUNO UBERTINI"
''''''''''''''''''''''''''''' |dentificazione molecolare ceppi MTBC

* Validazione PCR Real Time (in corso)
Dati preliminari

l - Specificita 100%

22 ceppi batterici # micobatteri

PCR END- + 579 31 610
POINT 1 - tutti negativi

TOT 580 31 611




_ |dentificazione molecolare specie M.tuberculosis, M.bovis,
IAC s M.caprae, M.microti

RE!
The MTBC species are clearly distinguished in both reactions (Figure 2) and all the samples
were classed correctly by the HRM analysis.

* Gyrb-High Resolution Melting

Sample
2A 276730 Table 2: Atypical mycobacteria analyzed
° 276730 to determine the specificity.
276769 -
1° Reazione e p—
ad M. bovis
) IM. spp 1
g M. bovis M. peregrinum 1
CONTROLLI VALORE ATTESO E e vocce 1
o . um
NTC Assenza Cto>=37e Tm ot . diernhoferi 1
H Y -~ - R M. ' 1, - 1
negativa B : S : M. microti _triviale 1
= . M. ti
M. bovis/M. caprae Tm=86,2-86,6 2senn | LA
M. tuberculosis Tm=86,6-87,4 Bt . thermoresistive :
M. microti Tm=86,2-87 sarorsiis - x;ﬁ: :
: IM. chitae 1
Sample | M. spp 3
276730 IM. tuscige 1
276730 IM_ chell 2
2 o R [ ] 276769 M. duvalii 1
276769 3 z
eazione s e :
M. bovis  di -
= b gordonse :
231259/2 M. mari 1
CONTROLLI VALORE ATTESO bt . abscessis _ L
NTC Assenza Cto>=37e Tm M. caprae ut_smegmatis 1
. M. caprae IM. avium comp 2
negativa _terrae complex 1
. Fi 2: Graphs indicate the differe curves of MTBC cies in four refe strais k i
M. bovis Tm=85,2-86,2 and sight fick] sampies by HAM analyiis. HRM gamesated cesters are indicated with 2 - 2

M caprae Tm=85 6_86 6 different color. Figure 2A and 28 correspond to the first and second reaction respectively.
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« Genotipizzazione: Spoligotyping + MLVA (12 marcatori)
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Caratterizzazione ceppi MOTT

16S + mycobacterial growth

M. avium I M. intracellulare

<7 days > 7 days
Rapid growers | = > | Slow growers
rpoB < > | hsp65 short
Incongruency
Low DB coverage
Y
16S rRNA and hsp65

rpoB

299% identity = correct species identification
<99% identity = complex or Mycobacterium spp.

=>98% identity = correct species identification
<98% identity = complex or Mycobacterium spp.

hsp65 long




 Estrazione DNA campione
biologico

 PCRRealtimeIS6110
e Controllointerno
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Estrazione DNA da tessuto:
colonnine vs biglie magnetiche
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Protocollo Estrazione DNA con biglie magnetiche metodo semiautomatico King Fisher

. Trasferire 300 pL di omogenato in un tubo da 2 ml safe lock contenente circa 100 mg di biglie di vetro 150-212 ym

. Scuotere per 5 minuti a 30 HZ in Tissue Lyser
. Trasferire 200 pL del lisato in una piastra deep well (lisi)
. Aggiungere:
e 200 pL di buffer NPL1 (Buffer di Lisi)
+ 30puLdiPK
* 20 uL IC DNA EGFP 10%c.g./uL
. Incubare in agitazione in un termoblocco per piastre a 56°C O.N.
. Aggiungere:
. 600 pL di NPB2 (Binding Buffer)
. 20 pL di NucleoMag B-Beads (biglie magnetiche)

. Preparare le piastre di lavaggio ed eluizione:
. 1° lavaggio: 600 uL NPW3
*  2°Javaggio: 600 pL NPW4
»  3°lavaggio: 600 uL ETOH 80%
. Piastra di eluizione: 200 pL

. Caricare le piastre sul King Fisher, utilizzando il programma denominato Pathogen DNA_RNA 3 Wash 96 secondo I'ordine:

. Tip-Comb
. Eluizione
. Etoh

. 2° Lavaggio
. 1° lavaggio
. Lisi




ISTITUTO ZOOPROFILATTICO SPERIMENTALE
DELLA LOMBARDIA E DELLEMILIA ROMAGNA

[ ] [ ] [ ] [ ]
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- 58 campioni di linfonodi bovino estratti in parallelo.

NO

14
19
21
22
23
25
26
28
45
54

- 11 campioni positivi per entrambe i metodi (8 campioniisolati + 3 in corso)

1IS6110

ISOLAMENTO LESIONI ISTOL I1S6110 KF Colonnina RD4 PCR
P // /l 29,55 30,2 M. caprae

P /l Il 33,1 33,35 M. bovis

P P 1 28,68 29,67 M. caprae

P P 1 24,59 24 .1 M. caprae

In corso N 0 38,06 37,95 M. caprae
P P 1 33 31,9 M. bovis

P // 1 27,65 /l M. bovis

P /l /l 24,36 /l M. bovis

P P 1 35,13 /l M. bovis

In corso Il 1 29,3 38 M. bovis
In corso /l 2 32,5 31,72 M. bovis
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Campioni discordanti isolamento/IS6110 PCR Real-Time

Ct 1S6110 KF
N° Anno IS6110 Isolamento Istologico TAK CtIC
1 2020 N P 37,04/NA 31,99
2 2020 N P 2 32,85 30,76
3 2020 N P 1 36,29 30,32
4 2020 N P 2 N/A 33,97
5 2020 N P 4 N/A 32,26
6 2020 N P 2 38,39/NA 33,03
7 2020 N P 0 35,37 31,07
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Diluire I'oligo DNA 107 a 106 con NaCl 150 mM
Diluire I'oligo 106 a 105/104 con la soluzione Armored
Incubare a T° ambiente per 10 minuti conservare a +4°C per 6 mesi

P ROD UZION E IC P E R ESTRAZION E D NA Aggiungere in fase di estrazione 0.1 L di IC per 1 pl'_ di eluizione
Amplificare con primer e sonda alla concentrazione finale

(D.B Andreychuk, Avian Pathology 08/07/2019) rispettivamente di 0.1 yM e 0.2 uM:
Aggiungere 0.8 yL/campione della Mix sotto descritta:

IC DNA: EGPF DNA OLIGONUCLETIDE 65 bp

5-GAACTCCAGCAGGACCATGAATGCTCAGGGCGGACTGGGTGCTAAGTGTTCTGCTGGTAGTGGTC-3'

PRIMER DIR: PRIMER EGFP DIR (PER IC SINTETICO)

5'-GAA CTC CAG CAG GAC CAT G-3'

PRIMER REV: PRIMER EGFP REV (PER IC SINTETICO)

5'-GAC CAC TAC CAG CAG AAC AC3'

SONDA: PROBE EGPF (PER IC SINTETICO)

Cy5- AGC ACC CAG TCC GCC CTG AGC A -BHQ2

PREPARAZIONE OLIGO-DNA ARMORED MW 20.193 Dalton:
Diluire in TE 1Xil liofilo a 100 pM

Calcolare le copie genomiche

Diluire fino a 107 copie genomiche/uL

SOLUZIONI: MIX AMPLIFICAZIONE IC PER CAMPIONE

*NaCl 150 mM Primer DIR+ 10 uM each 0.4 pL

eSoluzione Armored

REV
10 uM 0.4 L

REAGENTE CONC. CONC. VOLUME . . . . v .
- INIZIALE FINALE Agglung.;ere 0..8 ML della Mix alla Mix di amplificazione
0.5 tsomM  3ml S R
[ PEizskoa R M 100

6.9 mL
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VISAVET HEALTH SURVEILLANCE CENTRE
European Union Reference Laboratory
for Bovine Tuberculosis

COMPLUTENSE UNIVERSITY OF MADRID

Real Time PCR for the detection of Mycobacterium bovis

Real time PCR implemented for the detection of Mycobacterium bovis based on the deleted region of difference RD4.

Identificazione Primers/Probe

Forward RD4_del-F GCAGAAGCGCAACACTCTTG
. RD4_del (116 bp) Reverse RD4_del-R AAAAATGGCTATTGACCAGCTAAGAT
M. bovis Probe RD4_del-P VIC-AGTGGCCTACAACGGCGCTCTCC-
BHQ1
CONCENTRAZIONE | CONCENTRAZIONE

2X 1X 12.5 uL
10 uM 0.8 uM 2L
10 pM 0.8 uM 2L

PROBE RD4-del 10 M 0.4 uM 1 pL

ACQUA I I

VOLUME DI REAZIONE: 20 pL

1.7 uL

DNA: 5 uL
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Percorso diagnostico utilizzato presso il
CRN-TB - aggiornamento

ANNIVERSARIO
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gyrB: 1020 nt

Saggio PCR-RFLP gyrB

Rl

f 660|—

560 |[—

| 480 |—

:360 — 360(— 360 —
M.tuberculosis M.bavis M.microti
M.africanum I e II

Sacll

740

280

11020

|

M.caprae M.bovis

IZSLER i%




Identificazione micobatteri
Introduzione metodi molecolari: identificazione del

ceppo isolato

SCHEMA IDENTIFICAZIONE CON METODI MOLECOLARI

Ceppo isolato
Tre reazioni PCR: Mycobacterium spp, M. avium, MtbC complex

~— | ~

Mycobacteriumspp  + Mycobacterium spp + Mycobacterium spp +

Saggio PCR-RFLP gyrB

gyrB: 1020 nt

Rsal

660 —
560/ —

360 |— 360(— 360

480 |

M. avium M. avium M. avium
MtbC complex - MtbC complex - MtbC complex +
M. avium Seq;;zzezggne MtbC
F PCR Huard Saggio Gyrf

PCR tradizionale Kulski

M.tuberculosis | M.bovis

M.microti

M.africanum I e II

Rsal
= BTM

\280{:1

no-digeste
1=2=3-B-T

M

| M.caprae

W.Bovisa..

1ZSLER %

Saggio PCR/RFLP gene gyrB



% Identificazione micobatteri e

Introduzione metodi molecolari: saggio
PCR/RFLP per la differenziazione delle specie

MTBC Saggio PCR-RFLP gyrB Rsal _ no-digested

= BT M2 BT M

gyrB: 1020 nt

Rsal

660|— 740 |—
480 |—

o=

360 — 360|— 360 —

280 |—

]

M.tuberculosis I%I bovis || M.microti, [, e ——
M.africanum I e II HEcoprae I‘TZQSE‘ZS};{
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GERAZIE PER L'ATTENZIONE

RINGRAZIAMENT 1 RINGRAZIAMENT 1
MANGELI ANNA ERIKA SCALTRITI
LODA DANIELA STEFANO PONGOLINI

ALICE PAPETTI

BATTERIOLOGIA??




