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INTRODUZIONE

La sepsi & una patologia estremamente diffusa expstigamente severa: nei pazienti critici, immunopmmessi ed anziani degenti nelle strutture ospeatiud essere causa principale di morbidita e nitartak linee giuda
internazionali per il trattamento della sepsi grawdello shock settico prevedono la somministraziomrmediata di una terapia antibiotica empirica agia spettro entro un’ora dalla manifestazioneadsihtomatologia di sepsi. Una
volta isolato ed identificato I'agente eziologica@cessario sostituire |a terapia empirica con afteimento antibiotico mirato ed efficace: la defione di un regime terapeutico iniziale correttofaii associata ad un aumento nella

probabilitadi-sopravvivenza-del-paziente-settico:
La procedura tradizionale di laboratorio correnteteartilizzata per il rilevamento e l'identificazie di patogeni a partire da emocolture positivieiee un tempistica molto lunga
(anche maggiore di 48 ore) prima di poter definipeofilo dell'agente eziologico di sepsi. Per gtemotivo, I'utilizzo di rapidi test diagnosticiatecolari che consentono di rilevare ed identifiaapatogeno immediatamente dopo la
positivizzazione dell'emocoltura faciliterebbe lastiene del paziente settico e promuoverebbe urioréghutcomeclinco dello stesso. Tali metodiche consentireblifiaiti 'immediata definizione di una terapia dittica mirata,
riducendo i costi associati al trattamento antib@oprolungato del paziente e contenendo sopratiilLftnomeno dilagante dello sviluppo di ceppi rolici multiresistenti.
In questo studio vengono presentati i risultatmtti dallanalisi di emocolture positive per bet@ram-positivi e batteri Gram-negativi utilizzani Verigen& Gram-Positive Blood Culture Nucleic Acid T¢BC-GP) e ilVerigen&
Gram-Negative Blood Culture Nucleic Acid TEB€-GN) (Nanosphere, Northbrook, IL).

MATERIALI E METODI

Il sistemaVerigene® Blood Culture Nucleic Acid Tesbgettato d&Nanospher@ unaworkstationper la diagnosi molecolare di sepsi che sfruttadaologia brevettata di probes oligonucleotidicsoaiate a nanoparticelle d'oro per
rilevare automaticamente, mediante ibridazioneégonlicleotidi sonda di cattura legati admitroarray, targetsdi acido nucleico batterico a partire da emocolpositive. Tale tecnologia si basa su una procedipiaa (sono richiesti
5-10 minuti per l'allestimento della fase sperinada), semplice, accessibile e flessibile, che comungue un’elevata sensibilita, specificitiezisione nella rilevazione ed identificaziorlevello di genere, specie e determinanti

genetici di-antibiotico-resistenza del prln(:lpqeatl ezlologlm dl sepsi. It leﬁerlgené‘Gram -Positive Blood Culturilentifica laargetsbatten(:l €3 determlnaml genetici di antlblotnm;islenza generando f risultati in 2 oree 50)

riduce qulndl drastlcameme il tempo rlchlestoa!aﬂetodlca colturale tradizionale per fornire iiliati di identificazione fenmlplca deII agemadnglco di sepsi, che puo superare le 48 ore.

Sono state analizzate 63 emocolture positive alffesmicroscopico (22 gram-negativi e 45 gram-pajitialutando in parallelo le risposte diagnostigfenerate dal metodo tradizionale e dalla tecielmglecolare rapida in esame. Il
sangue é stato raccolto in flac@®D BACTEC ™successivamente incubati nello strumeéBBBACTEC™ FXBasandosi sui risultati di classificazione prétiare dell'agente eziologico forniti dalla coloraze di Gram, 350 pl di
campione non processato prelevato da emocoltuitiyagser patogeni Gram-positivi sono stati anaizzon ilVerigené Gram-Positive Blood Culture tesnentre 900 pl di campione non processato pralel@emocoltura positiva
per patogeni Gram-negativi sono stati analizzatiitWerigen& Gram-Negative Blood Culture test
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In 60 emocolture positive su 63 analizzate, lorstmtoVerigené é stato in grado di individuare 12 NO CALL - NO GRID. R 45 e B
I'agente eziologico di sepsi. In particolare, Bttenolecolare ha identificato 64 patogeni (96%), 13 faecium o E. Coli + Streptococcus E. Coli + Streptococcus
rispetto ai 67 rilevati dal metodo di identificazitradizionale. 14 anginosus gp. anginosus.
Per quanto riguarda l'identificazione dei determingenetici di antibiotico-resistenza, su 14 B e a7 oceie Spidemi e
Staphylococcus epidermidigevati la metodica molecolare ha correttamenéaiificato 10 B a8
positivita per il genenecA come confermato dagli antibiogrammi preliminaeguiti in piastra. 17 dermidi 49
In due campioni il sistemderigen& non ha fornito iroutputil risultato della rilevazione del mech] ) P — Streptococeus salivarius +
" . L . . " 18 E. Coli E. Coli Streptococeus parasanguinis
gene di resistenza poiché il test molecolare ideatif patogeno con un procedimento a - e e =
«cascata», che prevede prima l'identificazioneggelere, poi della specie ed infine delle 2 ERTeEE, Enterobacter cloacae 52 Listeria Listeria
eventuali resistenze dell'agente eziologico. Nebda cui la specie del patogeno coinvolto non 21 E. Coli E. Coli 53 Listeria Listeria
sia disponibile nel pannello del test — come si éigato in questi due casi — la metodica ne 2 E. Coii E. Coii 54 faecium
identifica solo il genere e non procede con laessiva rilevazione della specie e del gene di 2 E. Coii E. Coli 35
resistenza. Nel corso della sperimentazione noata stevata alcuna positivita per i geni di 24 Kasslel 55 Swemococeus Streptococeus bovis
resistenzaanA vanB OXA KPC, IMP, VIM, CTX-M, NDM e gli antibiogrammi diretti eseguiti = = — & mecA mech
per tutti i campioni analizzati hanno fornito il desimo risultato. | risultati delle identificazioni 0 oo ™% Staptyiococcus epidermidis mech 58
microbiche generati da sisterdarigené e da metodiche tradizionali sono riportatiliabella 1 27 E. Coli E. Coli 54 SUEMOCOCGLS] SUEpOCOCoLS anginosLs]
eTabella 2 28 E. Coli + Klebsiella oxytoca. E. Coli + Klebsiella oxytoca. 60 oceus idermii oceus
In tre campioni (5%) il slstemdengen@ non € stato in grado di generare risultati di zz £ ol & ol Tebela2 gy €. Col E.Coll
Lanali ha-formitein 5 ks i 3 E.Col E.Cof
outputla dicitura “NO CALL-NO GRID": & stato in seguito apgato che la mancata 2 |_ & (Exiterotiacier Enizrobectoreonras
identificazione e stata provocata da problemi té@ssociati alla cartuccia in cui si svolge la Il sistema Verige s oceus pidermidis avamiia per la diagnosi rapida di sepsi a partire da

reazione di ibridazione tra il target battericdieotigonucleotidi sonda. In una terza analisi
invece la mancata identificazione dell'agente egjimo responsabile della positivita
dell'emocoltura é stata causata dall'assenza dgttailevato dal metodo colturale all'interno
del pannello disponibile nel sisterdarigené.
In soli due campioni analizzati la metodica molacelha fornito risultati discordanti con quanto
rilevato dalle metodiche tradizionali: in un camd! sistema/erigené ha rilevato una
positivita per I'agente infettiv&taphylococcus epidermidisientre la procedura tradizionale di
laboratorio ha identificato un®taphylococcus xylosu un secondo campione, la metodica
molecolare non é stata in grado di identificare 8treptococcus anginosus.gporrettamente
rilevato invece dal metodo colturale tradizionale.
In generale, in sole 6 sperimentazioni I'identificmne fenotipica basata sul metodo colturale ha
fornito risultati piti specifici riguardanti la speailell'agente eziologico rilevato, in quanto nel
pannello del sistemderigené& non erano incluse le specie batteriche in questadesempio
Staphylococcus haemolyticiBtaphylococcus hominiStaphylococcus auricularis
Streptococcus salivariusStreptococcus parasanguilisn ogni caso, i risultati di
identificazione generati dalle due tecniche nefeati queste sperimentazioni possono dirsi
concordanti, poiché la metodica molecolare ha comerigentificato il genere corretto

emocolture positive. vergene Gram-Negauve s100a Curure Nucleic Acid Test Verigen& Gram-Positive Blood Culture
Nucleic Acid Teshanno identificato con una sensibilita del 96% gkt eziologici responsabili della positivita dedimocolture
analizzate disponibili nei pannelli proposti daedest. Inoltre i test molecolari sono stati indgrali rilevare i determinanti genetici
antibiotico-resistenza in 10 patogeni su 12 idimatif dagli antibiogrammi preliminari svolti in pita. In sole tre sperimentazioni |
strumento non ha fornito alcun risultato di idenéifzione microbica.
| dati raccolti hanno permesso di dimostrare cdreisiema Verigerferappresenta una valida ed efficace tecnica uttiteéan
ambito clinico per la diagnosi rapida di sepsi gipada emocolture positive, consentendo di amatiz il campione immediatamen'
o Ery i s P v A S ey Ty = .
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dei principali agenti eziologici di spesi e delié pomuni resistenze ad essi associate permetteiefaltié di risolvere il problema
della lunga tempistica impiegata dalle proceduagmidstiche tradizionali di laboratorio nell'ideidire il patogeno. Questo
generebbe come conseguenza diretta il migliorandeita gestione del paziente settico degente piessth ospedaliera: la rapid:
identificazione dell'agente eziologico e delle evtli resistenze antibiotiche consentirebbe aiadinli definire immediatamente un)
terapia antibiotica mirata ed efficace, aggiraraindcessita di somministrare un‘iniziale terapidbémtica empirica ad ampio spettrf
al paziente settico. La definizione di un reginrapeutico immediato e specifico permetterebbe dfestere il fenomeno dilagante ij
ambito clinico dello sviluppo di ceppi microbici ftitesistenti e di ridurre nettamente la spesa aatmad un trattamento antibiotic|
prolungato del paziente.




