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La gélose NTM Elite pourrait-elle étre utile
pour les échantillons autres que les
expectorations dans une population plus
générale ?

Sigi Van Den Wijngaert & Olivier Vandenberg
Service de Microbiologie

LHUB-ULB
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Déclaration de conflits d’intérét NN
e Je n'ai aucun intérét personnel ou financier a divulguer.

* Je ne bénéficie d'aucun soutien financier de |la part d'une source industrielle dans
le cadre de la présente présentation.

e Les résultats de I'évaluation du milieu NTM présentés ce jour proviennent d’'une
collaboration de recherche et développement avec la société bioMérieux qui n’a
influencé en aucune maniere la construction de cet exposé.

e Les opinions exprimées ici sont les miennes et ne doivent pas étre interprétées
comme des positions du LHUB-ULB ou de |'Université Libre de Bruxelles (ULB).
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MYCOBACTERIES J
woespeces &

NTM (Non Tuberculous Mycobacteria)

Mycobactéries non M. leprae
cultivables M. lepraemurium * Souvent
contaminants/environnemental
Mycobactéries tuberculeuses M. tuberculosis * Opportuniste - Cas particuliers
(complexe M. tuberculosis) M. africanum * Mucoviscidose (Cystic Fibrosis — CF)
M. bovis e Maladies pulmonaires sous-
M. bovis type BCG Jacentes
M. caprae e Immunodépression, HIV
' * Lésions cutanées
M.pinnipedii .
M. microti
Mycobactéries atypiques omniprésentes dans | ’'environnement
(=NTM) opportunistes ou non pathogenes
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Mycobactéries-NTM ®

LHUB-ULB
e > 170 especes reconnues

e Organisme de I'environnement
e Sol, poussiere
e des eaux
* rivieres, laques, ...
* douche, eau potable/robinet
Non-tuberculous mycobacteria

Slowly growing mycobacteria (>7 days) | Rapidly growing mycobacteria (<7 days)

True pathogens Type I: M. kansasii, M. marinum, Type IV: M. chelonoe—-abscessus complex

M. ulcerans * |, abscessus subsp, abscessus
* \. abscessus subsp. bolletii
Type Il: M. gordonae, M. * 1. abscessus subsp. massiliense é
Saprophytes scrofulaceum, M. terroe M. chelonae E E
- M. fertuitum complex £ =
Type 1Il: MAC - M. avium, M. g 2
Opportunistic | - p * M. peregrinum oS
intracellulore, M. chimera, M. « M. porcinum 3 B

pathogens :
xenopi, M. haemophilum * M. fortuitum

M. mucogenicum
M. smegmatis




NTM - Infections @ EEEEEEEEEEEE

UNIVERSITAIR LASORATORIUM BRUSSEL

* Primordialement pulmonaires

e Variété des sites corporelles
* peau et tissu mou

Ganglions

associées aux dispositifs

* sang

e Mycobacterium avium complex (MAC) la plus frequente

e Souvent pas de transmission personne — personne
e exception: Mycobacterium abscessus chez les patients souffrant de

mucoviscidose (?) -



Disseminated NTM infection Pulmonary NTM infection

Primary Immunodeficiency Structural / functional lung compromise
® Mendelian susceptilibility to Genetic Acquired

mycobacterial disease (MSMD) ® Cystic fibrosis : grggguac!asls
® Severe combined immunodeficiency * g-1-antitrypsin deficiency ® Chronic aspiration

(sciD) ® Primary Ciliary dyskinesia & g melignency

® Pulmonary alveolar proteinosis

Acquired Immunedeficiency
® HIVIAIDS Lady Windemere syndrome Drug induced Other
® Haematological malignancy ® Post menopausal females with @ Anti-TNFa therapy** @ Vitamin D deficiency
® Auto-antibodies to IFNy - adult onset” slender body habitus and ® Cytotoxic lherapy** e Aspergillus infection

// skeletal abnormalities ® Steroid therapy™* (ABPA) /

o Tropical climates and geographic area
@ Soil characteristics and soil dusts

® Animal reservoirs

©® \Water reservoirs - Lakes, aquifers

Domestic
® Hot tubs
& Potting soils
@ Domeslic animals
@ Shower aerosol

Healthcare

® Contaminated water sources
and equipment

8 July 2023
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Lipid rich cell wall

e Survival and growth in diverse habitats
# Biofilm formation and persistance

® Aerosolization

® Antibiotic and disinfectant resistance

4

Growth requirements

o low doubling time in culture media
reduces the ability to identify these
organisms in clinical and
environmental samples

® Special media required to grow
many of the NTM species, therefore
not idenitfoed in routine laboratory

cultures
_4
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Facteurs de risque
des infections a NTM

The Rise of Non-Tuberculosis Mycobacterial Lung Disease
Front. Immunol., 03 March 2020

Sec. Microbial Immunology

Volume 11 - 2020
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NTM — Epidémiologie .
e Sous estimation de la problématique

e Pas de rapportage systématique
e Sous-diagnostiqué

-] intérét - P conscience
e N prévalence - T acces & méthode diagnos@que

* Etudes
* # guidelines, # criteres diagnostiques
e # design d’étude

e Données cliniques ? -



&/
Les mycobactéries non tuberculeuses (NTM) LHS(??JLB

e Les NTM sont courantes dans I'environnement, mais peuvent étre dangereuses pour les
populations immunodéprimées.

* Les personnes immunocompétentes peuvent également contracter des infections a NTM.

e Les cas de pneumopathie a MNT augmentent d'environ 5 % chaque année, en particulier chez les
personnes immunodéprimées.

* En 2014, on estimait a 97 000 le nombre de cas aux Etats-Unis, dont environ 72 % étaient
d'origine hydrigue, et le plus grand nombre de déces attribués a des maladies d'origine hydrique
était di a des infections a NTM.

Fisher KE, et al. J AOAC Int. 2022;105(2):549-557. doi: 10.1093/jaoacint/qsab093
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Review
Global trends of pulmonary infections with nontuberculousmycobacteria:
systematic review.

Victor Naestholt Dahl et al.

International Journal of Infectious Diseases, Dec 2022




Zone Countries NTM isolation prevalence per NTM disease prevalence per Commonly isolated NTM species
100,000 individuals 100,000 individuals
North Canada®® 22.2 9.08 MAC, Mycobacterium xenopi,
America
USA M. abscessus, M. fortuitum,
Oregon®? 12.7 8.6 M. chelonae, M. gordonae
California3® 191 NR MAC, M. kansasii, M. abscessus,
Hawaii22 396 NR M. xenopi, M. fortuitum
South Brazil® 1.31 0.25 MAC, M. kansasii, M. abscessus, M.
America xenopi, M. fortuitum
Europe Ireland®t 1.9 0.2 MAC, M. kansasii, M. xenopi,
Scotland®2 NR 3.1 M. malmoense, M. marinum,
The United 2.9 1.7 M. szulgai, M. gordonae,
Kingdom*
Denmark3t 2.5 1.1 M. abscessus, M. chelonae
Netherlands 6.3 1.4
France® NR 0.7
Greece! 07 0.7
Croatia®’ 5.3 0.75
Oceania Australia®® 59 0.56 MAC, M. kansasii, M. abscessus,
New Zealand®® 3.7 0.56 M. fortuitum, M. simiae
Africa Kenyaﬂ* 1.7% NR MAC, M. abscessus,
Nigeria®'* 4.3% NR M. malmoense, M. marinum,
Uganda??* 4.3% NR M. xenopi, M. scrofulaceum,
Burkina Faso23* 20.6% NR M. simiae, M. gordonae
Asia ]apamlE 33-65 NR MAC, M. abscessus, M. fortuitum,
South Korea®* 39.6 NR M. simiae, M. szulgai, M. chelonae, M.
gordonae
China?** 6.3% NR
Taiwan?’ 7.94 NR
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Review

Epidemiology, diagnosis & treatment of non-
tuberculous mycobacterial diseases
Surendra K. Sharma - Vishwanath Upadhyay

Indian J Med Res. 2020; 152(3): 185-226.




NTM - Symptomatologie o)

LABORATOIRE HOSPITALIER UNIVERSITAIRE DE BRUXELLES
UNIVERSITAIR LABORATORIUM SRUSSEL

e \Vague et non spécifique
e T°, sueurs nocturnes
» Pertes d’appétit, pertes de poids, pertes d’énergie

e Eventail large de manifestations
~ symptomes liés au site infecté

* Par ex.
e toux, dyspnée , hémoptysie
* rash




NTM - Traitement (ex.)

* MAC pulmonaire
e Multiple AB

 Clari/azithro + Rifampicine + Ethambutol
e (+cipro +amika + clofazimine)

e Souvent 12-18 mois (ou +)
* 12 mois de Culture —

e Résection pulmonaire
e Silocalisé
e Chez les jeunes

e NTM cutanée (ulcére de Buruli)
e Rif + clarirthro/moxiflo — 8 semaines

ssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss

15 1T ME, OR Do OUR KITS SEEM
MUCH MORE RESSTANT THAN
wWE EVER WERE?




Mycobacteéries - Laboratoires @ ®

UNIVERSITAIR LASORATORIUM BRUSSEL

e Examen Microscopique

e Rapide

e Mais sensibilité basse (22-80%)
e Enfants (7-20%)

* PPV >90%

o I Sensibilité
e >5 ml échantillon
e 2-3 échantillons successifs
e t6tle matin

e >10% germes/ml

» coloration fluorescence > Ziehl Fluorescence versus conventional sputum smear microscopy for
tuberculosis: a systematic review

* expertise MLT
KR Steingart, M Henry, V' Mg, PC Hopewell, A Ramsay, J Cunningham, R Urbanczik, M Perkins, MA Aziz, and M
Pai.

Review published: 2006




Mycobactéries - Laboratoires o)

..............................................

UNIVERSITAIR LASORATORIUM BRUSSEL

* Diagnostic Moléculaire
e Spécifique MTBc
e Sens 1073 germes/ml
* Prix +++

e Criteres de remboursement (BE)
e En batch vs Cartouche (style Xpert)

e | Faux+ : ATCD (années/mois)

* NTM
* Approche multi-Step en 2 étapes

e Recherche de résistance spécifique (souches > Echantillon)

e Echantillons ¢ Souches (WGS)




Mycobactéries - Laboratoires @ _ &)

UNIVERSITAIR LASORATORIUM BRUSSEL

e Culture
e Gold standard
e Détecte (10%-)10?% germes/ml
e Test le plus sensible du laboratoire
* Enfants: sensibilité plus basse (30-50%)

e Tres lente (semaines)
e 15-20h per division

e Culture + nécessaire pour
* identification
e antibiogramme
e BK-otheque

_— &



Mycobactéries - Laboratoires ®

e Culture

* Problemes de contamination
e procédure de décontamination

* inhibiteurs de croissances pour les bactéries classiques

* + Problématique spécifique pour CF

INT } TUBERC LUNG DI5 13(12}:1372-1373 TECHNICAL NOTE
T ——————————————

© 2009 The Union

Comparison of two concentrations of NALC-NaOH
for decontamination of sputum for mycobacterial culture

R. L. Peres,* E. L. Maciel,* C. G. Morais,* F. C. K. Ribeiro,* 5. A. Vinhas,* C. Pinheiro,* R. Dietze,*
1. L. Johnson,! K. Eisenach,* M. Palaci*

Jowrnal of Medical Microbiology (2008), 57, 1094-1098 DO 10,1099/ jmm.0.2008.,/001 330-0

Novel hypertonic saline-sodium hydroxide (HS—
SH) method for decontamination and concentration
of sputum samples for Mycobacterium tuberculosis
microscopy and culture

LABORATOIRE HOSPITALIER UNIVERSITAIRE DE BRUXELLES
UNIVERSITAIR LABORATORIUM SRUSSEL

Owr results reiterate the importance of specimen

decontamimation, without which the contammnanon

rate may reach unacceptable levels and lead to cul-

ture loss and poor isolation rates. Our findings sug-
gest that a small reduction in culture contamination

does not justify the large loss of positive cultures when
a higher final concentration of NaOH is used in the

laboratory for sputum processing. Strategies to de-
velop and rehne selective antibiotic supplements to

add to specimens or culture media to control over-
growth by mouth flora without damaging mycobac-
terial species may ultmately be necessary.

Asmar and Drancourt BMC Microbiology (2015) 15:155

DOl 10.1186/512866-015-0479-4
BMC

Microbiology
RESEARCH ARTICLE Open Access

Chlorhexidine decontamination of sputum @
for culturing Mycobacterium tuberculosis

shady Asmar and Michel Drancourt ~




Mycobactéries - Laboratoires NON

e Milieu liquide
e Ex. MGIT | | Growth requirements

e qutomatisé
- e low doubling time in cullure media
e cocktail d’AB reduces the ability to identify these
organisms in clinical and
* plus Cher environmental EEI‘HP‘ES

® Special media required to grow
many of the NTM species, therefore
not idenitfoed in routine laboratory
cultures

® Antibiotic and disinfectant resistance

_4

 Milieu solide
e Ex. LOwenstein-Jensen (LJ)
e vert de malachite
e colonies typiques
* bon marcheé




Mycobacteéries - Laboratoires @ ®

UNIVERSITAIR LASORATORIUM BRUSSEL

Nombre de cultures positives au LHUB-ULB

2021-2022
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Mycobactéries - Laboratoires A,
e Rapid Growing Mycobacteria (RGM) medium b

surstof CYSTIC
Fbrosis

Journal of Cystic Fibrozsis 15 (Z2016) 186— 191

www_elsevier.comiflocatefyct
Original Article
A novel culture medium for isolation of rapidly-growing @CWM
mycobacteria from the sputum of patients with cystic fibrosis

Clair L. Preece *°, Audrey Perry °, Bethany Gray *, Dervla T. Kenna ¢, Amanda L. Jones °,
Stephen P. Cummings °, Ali Robb ®, Matthew F. Thomas ¢, Malcolm Brodlie ¢,
Christopher J. O’Brien “, Stephen J. Bourke ¢, John D. Perry *"*

* Microbialogy Department, Freeman Hospiral, Newcastle upon Tvne NET7 70N, UK
b Faculty of Health and Life Sciences, Novthumbria University, Newcastle upon Tine NEI 85T, UK
© Antimicrebial Resistance and Healthcare Associaied Infections Reference Unit, Public Health England, London, UK
Y Paediatric Respivatory Unit, Great North Children's Hospitel, Newcastle upon Tyne NEI 4LP, UK
© Aduls Cystic Fibrosis Centre, Roval Fictoria Infirmary, Newcasile upon Tvne NET 4LP, UK

Received 16 February 2015; revised 1 May 2015; accepied 2 May 2015
Awailable online 20 May 2015
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Mycobactéries - Laboratoires NON

LHU

UNIVERSITAIR LABORATORIUM BRUSSEL

e Commercialisé par bioMérieux: NTMElite®

» Stephenson D, et al (Freeman Hospital). An evaluation of methods for the isolation of
nontuberculous mycobacteria from patients with cystic fibrosis, bronchiectasis and patients
assessed for lung transplantation. BMC Pulmonary Medicine (2019).
https-//pubmed. nchi.nim.nih.gov/30665395/

° RG M & NTM Elite® Brown-Elliott BA, et al. Evaluation of a novel rapidly-growing mycobacteria medium for
isolation of Mycobacterium abscessus complex from respiratory specimens from patients
with bronchiectasis. Heliyon, 2019.
4 H H H https/fwww.ncbi.nim. nin.gov/pmc/articles/PMCE8§20269/
e Détection NTM respiratoire (chez CF) | |
- Rotcheewaphan S, et al (NIH). Performance of RGM Medium for Isolation of Non Tuberculous
. , , Mycobacteria from Respiratory Specimens from Non-Cystic Fibrosis Patients. Journal of
o I I d b I Clinical Microbiology. February 2018 Volume 57 Issue 2.
M u tl p eS etu es[ On resu tats https://www ncbi.nlm.nih.gov/pmec/articles/PMCE355514/
« Scohy A, et al. Comparisen of the RGM medium and the mycobacterial growth indicator tube

o Uti | isatio N en d e h ors d u L3 automated system for isolation of non-tuberculous mycobacteria from sputum samples of

cystic fibrosis in Belgium. J Clin Tuberc Other Mycobact Dis. 2018.
https:/fpubmed. ncbi.nlm.nih.gov/31 720403/

-

» Plongla R, et al. (Chapel Hill NC). Evaluation of RGM Medium for Isolation of Non Tuberculous
Mycobacteria from Respiratory Samples from Patients with Cystic Fibrosis in the United
States. Journal of Clinical Microbiology. May 2017 Volume 55 Issue 5. 1469-1477.
hitps:/pubmed.ncbi.nim.nih.govi28228494/

» Eltringham I, et al. Comparison of mycobacterial growth indicator tube with culture on RGM
selective agar for detection of mycobacteria in sputum samples from patients with cystic
fibrosis. Journal of Clinical Microbiology, 2016 August.
https/fwww.nchi.nim. nin.gov/ipmc/articles/PMC4963527f

« Preece CL, et al. (Freeman Hospital). Evaluation of Various Culture Media for Detection of
Rapidly Growing Mycobacteria from Patients with Cystic Fibrosis. Journal of Clinical
Microbiology. July 2016 Volume 54 Mumber 7. 1797-1803.
https-//pubmed. ncbi.nim.nih.gov/27 098962/

» Preece CL, et al. (Freeman Hospital). A novel culture medium for isolation of rapidly-growing
mycobacteria from the sputum of patients with cystic fibrosis. Journal of Cystic Fibrosis 15
(2016) 186-191.
https //pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/26002312/




Mycobactéries - Laboratoires o)
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e Commercialisé par bioMérieux: NTMElite®

* RGM & NTMElite® NTM Elite agar
* Détection NTM respiratoire (Chez CF) Isolement sélectif de Mycobactéries Non-
e Multiples etudes, bon résultats Tuberculeuses (MNT)
e Utilisation en dehors du L3 NTM Elite agar est un milieu sélectif innovant pour le

dépistage et une aide au diagnostic par lisolement de
colonies de mycobactéries non tuberculeuses a partir

BEEERSRENEspREEs v compris des échantillons

de patients atteints de mucoviscidose

e Fertilite et sélectivite élevees

e Pas de phase de décontamination

e Utilisable en routine dans les laboratoires de
microbiologie
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Quid des échantillons non respiratoires ?

Quid des populations non mucoviscidosiques ?

8 July 2023 a



Etude préliminaire LHUB-ULB: NTMElite &

UNIVERSITAIR LASORATORIUM BRUSSEL

e 10 souches NTM congelées
e M.abcessus,
e M.xenopi (2x)
 M.gordonae
* M.intracellulare
* M.chimerae (2x)
e M.avium
e M.fortuitum
e M.marinum

e 9x récupérer OK

e M. fortuitum non récupérer, non plus avec culture classique ~ souche morte

_— &



Etude préliminaire LHUB-ULB: NTMElite &

UNIVERSITAIR LASORATORIUM BRUSSEL

e Autres souches, non NTM

 MRSA et E. faecium pas de croissance

e Candida pas de croissance, sauf C.glabrata
* Burkholderia sp croissance

e Pseudomonas aeroginosa BMR croissance si AZM Résistant

e Achromobacter sp. croissance

e Pandorea pnomenusa croissance

* Inquilinus limosus croissance

e Nocardia sp. croissance

— Pathogénes retrouvé chez CF -> utile @

_— &



Etude LHUB-ULB NON

e Avril- décembre 2021

e Toute échantillon non respiratoire soumis au laboratoire pour une recherche de
mycobactéries
+ les LBAs + biopsie pulmonaire (car prél. noble)
* Encensement NTMElite®
e 35°C
* Instruction du fournisseur
* 28 jours

e Comparer avec la routine Mycobactérie (ED, MGIT, LJ, ev NAT)
* |D par spectrométrie de mass (MaldiTof) et confirmation par le CNR

—_— |



EtudeLHUB-ULB = _ ®

LHUB-ULB
e 1769 échantillons " "
e 17 NTM+ Brocheo-alveolar washing (BAL) 711 5
e Recovery rate 0,96% | Lungbiopsy 46 2
Pleural effusion 274
Oto-rhino-larynx 27
Abscess/nodule/granuloma/cyst/lymph node 282
Soft tissue 62 2
Conjunctiva/cornea 14
Bone and articulation 58 2
Cardiovascular system 36
Neurological system 68
Abdominal/Digestive tract 127
Stool 44 6
Urogenital tract 5
Other (Non identified biopsy) 15
1769 17

-



EtudeLHUB-ULB = _ ®

LHUB-ULB
e 17 NTM
e 9 par culture classique et par NTMElite NTM + NTM -
e 3 par culture classique uniguement _
_ _ NTMElite + 15 32 49
e 5 par NTM Elite uniquement
NTMElite - 2 1720 1720
e 32 NTMElite + pour autre germes 17 1752 1765
Sens 88.24%
Perf
dle‘rNC-D;":I,l’l:Ifi\:ee Spec 98,17% Growth on NTM Elite agar ::)C\I/;l:h on routine method
pour les NTM o 9 3
P PV 3 1'9 1 A) NTM growth 5 0
0 3
N PV 99; 88% growth/ #POS recovered 14/17 12/17

—_ s



Etude LHUB-ULB (LBA-biop.pulm.) .. &

LHUB-ULB
* /NTM

e par culture classique et par NTMElite
e par culture classique uniguement
e par NTM Elite uniquement

: NTM + NTM -
e 16 NTMElite + pour autre germes
NTMElite + 5 16 21
0)
Performance sens  71,43% NTMElite - 2 734 736
duNTMElite oP€C  97,87%
pour les NTM PPV 23,81% 7 750 757

NPV 99,73%

—_— e



Etude LHUB-ULB (non respiratoire) ®

LHUB-ULB
e IO0NTM

e par culture classique et par NTMElite
e par culture classique uniquement
e par NTM Elite uniguement

NTM + NTM -
e 16 NTMElite + pour autre germes NTMElite + 10 16 26
Sens 100% NTMElite - 0 986 986
Performance
dunTMElite Spec 98,40%
10 1002 1012
pour les NTM PPV 38,46%
NPV 100%

_— a8



Evaluation du NTMElite pour le screening respiratoire @’)

..............................................

des patients mucoviscidosiques LHUB-ULB

* 4 NTM

e par culture classique et par NTMElite
e par culture classique uniquement

e par NTM Elite uniguement
NTM + NTM -
e 8* NTMElite + pour autre germes NTMElite + 4 8* 12
(0]

bert Sens 100% NTMElite - 0 37 37
errormance

duNTMElite OP€C 82,22% . .5 25
les NTM

pouries PPV 33,33%
NPV 100% * Dont 2 Burkholderia o
1 Achromobacter

_— a8



Evaluation du NTMElite: Limites de I'étude @ nnnnnnnnnnn

UNIVERSITAIR LASORATORIUM BRUSSEL

e Période 2¢ (et 3¢) vague(s) COVID
e Activité
e Pathologie

e Pas ciblé

e Type de prélevement
* Intérét
e Demandes non justifiées ?
e Clinique
* Pas de concertation avec les infectiologues

_— 2



Conclusions &

LHUB-ULB
e TAT NTMElite > culture classique

e Utilité du NTMElite pour les prélevements non respiratoires
e Tres bonne sensibilité et Spécificité
* Mais PPV tres bas
* NPV élevée

e Utilité du NTMElite pour les prélevements respiratoires
e CF: Sens OK Spec+ PPV faible
* LBA/biopsie:  Sens+*  Spec OK PPV faible
* NPV élevée
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