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FilmArray ® multiplex PCR : una nuova frontiera nella diagnosi eiologica di sepsi

per i Servizi Sanitari

INTRODUZIONE

La sepsi rappresenta una problematica clinicastilata rilevanza e costituisce una delle piti concanse di decesso
nelle Unita di rianimazione (ICU), provocando la neatf una proporzione compresa tra il 30 e il 50¥pdeienti affetti
da una forma acuta e riducendo sostanzialmentesliitadi vita dei pazienti che sopravvivono. Laqedura tradizionale

di laboratorio correntemente utilizzata per ilvdenento e I'identificazione degli agenti eziologitisepsi a partire da

emocolture positive ha come limitazione princidaléunga tempistica necessaria al suo cc
e i isnastaselin j i
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La piattaforma integrata FilmArréyé un sistema chiuso,
allinterno un pouch monouso, compatto le reaziok i
presente in un campione biologico/clinico non pssago.
Procedura sperimentale del test FilmArray®

Il test inizia con l'iniezione di circa 1 ml dydratation Solutiomel pouch per reidratare i reagenti liofili in esso
il prelievo con ungpasteurserile di circa 300 I di emocoltura che vengonisaeiati ad urSample Lysis Buffe300 i delid
soluzione cosi formata vengono iniettati nel potichuale viene caricato nello strumento FilmAffay.o
I''D del pouch, leggendone barcode digita i dati del paziente ed avvia la corsa. staimento FilmArra§ svolge in manierg

in maniera

rapido e

ed dadltlo nucleico batteric]

l'analisi dei risultati, che vengonoriitirin circa 1 ora.

"

MATERIALI E METODI

(ovios senion

PCR

L test

"~ N\

Lo strumento FilmArray/é stato in grado di
fornire risultati di identificazione microbica ir04,
emocolture positive su 42 analizzate. In
particolare, il test molecolare ha identificato 4
agenti eziologici di sepsi (94%), mentre le
metodiche tradizionali (coltura in piastra,
identificazione biochimica, tipizzazione
sierologica) ne hanno rilevati 47. | risultati eell
identificazioni microbiche generati da
FilmArray® e metodiche tradizionali sono
riportati in Tabella 1e Tabella 2
In soli due campioni analizzati il test molecolat
non é stato in grado di rilevare alciamget
batterico: in un campione la mancata
identificazione é stata provocata dall'assenza
targetrilevato dal metodo colturale allinterno
del pannello disponibile nello strumento
FilmArray®, nellaltro, il sistema ha presentato
una problematica tecnica dovuta a mancata
reidratazione dei reagenti liofili, probabilmente
per un difetto di aspirazione o un difetto legdto
pouch
Nell'analisi di due emocolture, che la metodic
tradizionale, identificazione biochimica e
antibiogramma, hanno definito positive una p
Staphylococcus auricularis una per
un'infezione pollmlcroblcastreptoooccus
I )CCU! i
strumento F|ImArra§' nel caso dell’ emocoltura
positiva perStaphylococcus auricularisa

RISULTATI

(mecA; nel caso dell’emocoltura positiva per.
l'infezione polimicrobica il test molecolare ha
rilevato escluswamente il genere dei

i coinvolti §
E stata sempre rilevata una perfetta concordar
tra i risultati ottenuti con il test molecolare e
quelli generati dal metodo tradizionale per
quanto riguarda le resistenze associate all'age
eziologico. Sono stati rilevate 9 positivita per
gene di resistenaaecA tutte associate a
stafilococchi coagulasi negativi, come
confermato dagli antibiogrammi diretti allestiti
piastra (100%). Non é stata invece rilevata alct
positivita per i genvanAvanBe KPC e gli
antibiogrammi preliminari eseguiti per tutti i

identificato solo la resistenza ad esso associa

rapida e semplice

antibiotica mirata da somministrare al pazientécggtdeterminando un rapido incremento nella nutithie mortalita

associate a tale patologia. Poiché nella diagnodtitta sepsi la variabile “tempo” & un valore di &storilevanza in

termini di outcomeclinico, & possibile ricorrere a rapidi test diagimsnolecolari che consentono di rilevare ed
identificare il patogeno immediatamente dopo latpaszazione dell'emocoltura, facilitando il tratteento del paziente
settico mediante 'immediata progettazione di uyime terapeutico mirato ed ottimale.

1l FilmArray® Blood Culture ID(BCID) progettato da BioFire Diagnostics Inc. & una piattaa diagnostica integrata che
utilizza un protocollo dhested multiplex PCEhmPCR per identificare 20 targets batterici (a livelioggnere e/o specie),
5 lieviti e 4 determinanti genetici di antibioticesistenza in un campione clinico non processatmeEmetodologia
estremamente sensibile in cui uno specifico taegenplificato mediante un processo a due fasizaéitido per il primo
stagedi amplificazione (circa 20 cicli) una coppiaplimers“esterni” ad ampigangecomplementari a domini proteici
conserva‘i tra tutti i batteri di interesse e, ipsecondcstage primersspecie specifici i i

po p P
Sono state analizzate 42 emocolture segnalatéygodillo strument®D BACTEC™ FXvalutando in parallelo il
metodo tradizionale utilizzando tipizzazione biosfta con pannelli Microscan WA Siemens e dalla tmia
molecolare rapida in esame.
300 pl di emocoltura sono stati prelevati da flacB BACTEC™ (per patogeni aerobi, anaerobi e flaconi pedigfrici
mescolati ad uSample Lysis Buffex successivamente iniettati nello strumento Filragrche ha eseguito in maniera
automatica le reazioni di estrazione e purificagidell’acido nucleico target e la sua amplificagionedianteested

un'infezione

Le Tabelle 162 mostrano i isulat ottenuti dallanalisi i 42 ogoliure positive con pittaforma FimAray:
procedura tradizionale di laboratorio. Alcuni caoTpiprocessati sono fisultat positivi per il di patogen
(infezione polimicrobica), determinando identéizone di un numero maggore di microrganismi fispal
numero di campioni effettivamente analizzati. Lsstento FimArrag ha identiicato Tagente eziologico i
Sepsi nella quasi totalia delle sperimentazioniddtpioni su 42), mostrando una sensibilta di idieatione

el 94% (sono stali ilevati 44 patogeni contiiidentiicati dalla metodica radizionale). Nelalisi i due]
emocolure, che la metodica colurale ha definiusive una perstaphylococcus auricularis una per

risulato.

a
Valutazioni comparative hanno dimostrato come Bpgo di patogeni definito dallo stiumento FimArra
‘Lfaccia rferiment

salivarigsil test molecolare non
stato in grado di dentiicare correttamente i patu: nel caso delfemocoltura positiva per Stapbpteus|
auricularis, lo strumento FimArdyha identiicato solo la resistenza ad esso
delfemocotiura positiva per Finfezione polimicrista il test molecolare ha rilevato esclusivamehtgenere de
microrganismi coinvolti $treptococet
In sole 2 sperimentazioni problemi tecnici non farpermesso alla metodica molecolare di generann:

assodmec; nel c:

DEFINIZIONE

In uno specifico serbatoio del pouch (A) sono cotragiin forma liofila tutti i reagen®,

necessari per la preparazione del campione e liioaione ed identificazione del targe
batterico.
La pellicola inferiore del FilmArray & costituita da “bolle” e canali che rappresentano
specifiche stazioni in cui si verifica I'intero

« Lisi cellulare(C) mediante biglie di ceramica;
ido nucleicmediante biglie magnetiche (D e E);
« Primo stage dinultiplexPCR(F e G);
« Array costituito da 102vellsin cui si verifica un secondo stagendisted PCRE).

Durante la primanultiplex PCRSi verificano simultaneamente molteplici reazioni

Purificazione dell'acido nucleic

in cui

del campione, in p:

“esterni”. Gli ampliconi della
prima PCR vengono diluiti (1oo><) e, allinterno dirgvell dellarray, inizia una
seconda fase di

Reagent Reservoirs.

nested PC)

primers “interni” che sono disegnati per amplificapecifiche sequenze target content
Negli ampliconi prodotti nella prima fase di ampiizione. Urdyefluorescente
che legaisDNApermette di rilevare i prodotti della seconda reaeidi PCR imeal-tim

da set di

onars 1stPoR
Purifica

CAMPIONI Esito FILMARRAY Esito METODICA TRADIZIONALE [l campioni | - Esito FILMARRAY | Esito METODICA TRADIZIONALE

o s W

>

MINOR RISCHIO DI
SVILUPPO DI CEPPT

MICROBICI

MULTIRESISTENTI E
MINORE, SPESA ASSOCIATA
AD UNA LUNGA DEGENZA

DEL PAZIENTE

IMMEDIATA DI UNA

ED EFFICACE

BATTERI GRAM+ BATTERI GRAM- FUNGHI

Candida albicans
Candida glabrata
Candida krusel

Staphylococeus Klebsiella oxytoca
Staphylococcus aureus  Klebsiella pneumoniae
Streptococeus Seratia
n Streptococcus agalactiae Proteus

Streptococcus pneumoniz

Enterococcus

Neisseria meningitidis

Haemophilus influenzae

campioni analizzati hanno fornito il

risultato.

Enterobacteriaceae.
Escherichia Col
Enterobacter cloacae

‘Candida parapsilosis

Candida tropicalis

RESISTENZE
ANTIBIOTICHE

Pannello dei target batterici identiicati da BOFdAay*

>

Camera con i reagenti lifiizzati
Canali che traferiscono i reagenti al  blistr
‘Camera di lsi del campione contenente biglie di
ceramica

Camera diwashi

Camera contenente biglie magnetiche.

Stazione dieluition

Blister di multiplex outer PCR

Blister di diluizione

Array dove si verifica inner nested PCR

RS

—zonmo

Kiebsiella pneumoniae Kiebsiela pneumoniae 2 12mee
12mecA mecA 2
£ Col E.Col 2 12mec h
E.Col + Klebsiella oxytoca €. Coli + Klebsiella oxytoca » Streptococeus salivarius +
£ Col E.Col
NoRESULTS NESSUNAPRECISA 27 Streptococcus Streptococcus anginosus
IDENTIRICAZIONE E Listeria Lister
ol ElEol 2 Listeria List
INORES TS » + Candida Candida
12 mecA gabrata glabrata
E.Coli E.Coli 3
mecA Staphylococeus auricularis mecA 2 Streptococcus Streptococeus bovis.
Kiebsiella oxytoca Kiebsiella oxytoca ES 12mec
ii2imech £ Enterococcus Enterococcus faecalis
¥ h
E2inect mech 3 Streptococcus Streptococcus anginosus
3 12mec
E.Col E.Col faecal
Ed E.Col E.Col
£ Candida abicans ‘Candida albicans
Serratia Serratia
) 39 E.Col E.Col
I Enterobacter cloacae Enterobacter cloacae
trth a Streptococeus Streptococeus anginosus
£ Coii+ E.Coii+ 2 12mee
Tabella 1
Totale o Totale
MICRORGANISMO | ¢ oiae MEYOD\CA McrRoRGANSMO | ¢ yageay |  METODICA
Staphylococcus coagulasi
= Kiebsiella oxytoca 2 2
Staphylococcus aureus 1 1 Enterobacter cloacae 1 1
Streptococeus spp. 7 8 Klebsiella pneumoniae 1 1
Streptococeus pyogenes. 1 1 Pseudomonas aeruginos 1 1
Streptococeus agalactiae 1 1 Serratia 1 1
Streptococeus pneumoniae 1 2 Listeria monocytogenes. 2 2
Enterococcus 4 4 Candida glabrata 1 1
E.Col o o Candida albicans 1 1
Tabella 2

IDENTIFICAZIONE RAPIDA
DELL’AGENTE EZIOLOGICO DI

SEPSI

GENI HOUSEKEEPING FATTORI di VIRULENZA
RNA i
Girasi B GyrB) Autolisina fytA)

Proteina A della membrana esterompA

RNA

Capsule protein export fstrA)

Gene actinico (lievit)

Nucleasi fug
Capsule gengbexd
Surface immunogenic protefsip)

Target genici rlevati da BCID FilmArdy

La piattaforma diagnostica FilmArray
rappresenta uno strumento estremamente
innovativo ed efficace per l'identificazione
rapida degli agenti eziologici di sepsi in
campioni clinici non processati. La metodica h
dimostrato una notevole sensibilita e specificiti
nell'identificare correttamentetargets
batterici e le resistenze ad essi associate
disponibili nel pannell®CID dopo un’ora di
processo: 44 patogeni su 47 sono stati
correttamente rilevati, attestando una sensibilifg
e un grado di concordanza del 94%. Su 42
emocolture analizzate il test molecolare ha
correttamente rilevato la presenza di patogeni
40 campioni (95%), poiché due sperimentaziof
non hanno fornllo risultati di identificazione
obica.
Da questi risultati & stato possibile concluder
come |'utilizzo della piattaforma FilmArry/
o -

ar
notevolmente la gestione dei pazienti settici
degenti presso le unita ospedaliere, riducend
in maniera drastica (24-72 ore o pil) i tempi
richiesti dalla diagnostica tradizionale di
laboratorio per l'identificazione dell'agente
eziologico e la conseguente progettazione di
una terapia antibiotica mirata ed efficace.
L'utilizzo di tale metodica molecolare rapida
non potrebbe prescindere dall'esecuzione
parallela dei test diagnostici tradizionali.
Tuttavia, esso consentirebbe il superamento dl
problema dilagante in ambito clinico dello
sviluppo di ceppi microbici multiresistenti
provocato dal crescente impiego di terapie
antibiotiche empiriche ad ampio spettro comg
immediata strategia con cui trattare il pazientg
settico in attesa dell'identificazione dell'agentg
eziologico e della definizione di una terapia
mirata.




