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La sepsie una patologia estremamente diffusa e severaaze i
critici, iImmunocompromessi ed anziani degenti nslfatture
ospedaliere puo essere causa principale di magedmortalita.

Rappresenta la seconda causa di morte tra | paagerati in
terapie intensive diverse dalle unita coronaricle¢eaninando il
decesso di una proporzione compresa tra il 3G@% dei pazienti
affetti da una forma acuta e riducendo sostanzigeka qualita di

vita dei pazienti che sopravvivono.
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Decorso e stadiazione della sepsi: un «continuumsrdinifestazioni cliniche

R';Z;T:; ggglg:;f;%un ass?)L:F?iia ad disai[;isolrfgréiz .Sepcscl)r?'rave La SepSI rappresenta un
infé't?ive;;',vf% assenzaci{ | “mfotivo || comvoko || renatara ad _Contln_uur_rm. |
documentats, || contermato || dalfinferione ?ilié‘ff_s?é’ﬁted manlf_esta_lzlom cliniche: |
e s || dacolureo | -Pomone volemica batterle_ mia, SIRS, sepsi,
flfriqcfjep;a Cardiaca W ]| oaosazione sepsi grave e shock
?lfr%(s):(tet:z/;mrre]spiratoria :gi%lto Settlco COStItUIscono un
g a0 *Metabolismo unico processo evolutivo.

*Conta dei leucociti >
12.000/mm3 0 <
4.000/mm3 o neutrofili
immaturi (bands) > 10%
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Epidemiologia ed eziologia della sepsi

y: 'H . vl %0
L'incremento dell'incidenza Aerobi crapiiococcus aureus 137
de”a SepSi é attnbl.“b”e Infezioni Funghi 2% Staphylococci coagulasi-

) . . : polimicrobiche miste 5% negativi 7%
allaumentato impiego di 14% Streptococcus
4%

Feumoniae

misure terapeutiche avanzate
ed invasive, di farmaci
Immunosoppressori e di
trattamenti antibiotici

Nell'lUnione Europea
90,4 casi per 100.000 individuyi

Patogeni Gram-
negativi
43%

L'incidenza mondiale
1,8 milioni di casi annui Escharii

("Surviving the first hours in sepsis: getting the ;¢;¢in0sq
basics right (an intensivist's perspectiie) Enterobacter spp.

Ron Daniels , J. Antimicrob. Chemother. || Altri
(2011) 66 (suppl 2))
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L’ emocoltura per la ricerca di batteri o miceti nél
sangue rappresenta tradizionalmente Il
“gold standardper la diagnosi di sepsi

MA...
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...l valore dell’emocoltura come test diagnost
di sepsi e limitato da svariati fattori,
principalmente:
dalla scarsa tempestivita nel fornire i risultati
(minimo 48 oredalla positivizzazione del
campione)
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Scelta empirica della terapia antibiotica

Trattamento sy
antibiotico By
em p| r| CO Linee guida della resistenza agli antibiotici

Diagnosi di laboratorio (48-720)

Revisione del trattamento antibiotico in base a:

Trattamento
antibiotico
mirato

 Gram (G+, G-, Morfologia)
Identificazione batterica
Marker di resistenza genetica
(es.,mecAvanA KPC, OXA-48)
Test di sensibilita
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Focalizzare velocemente la terapia antibiotica puportare a:

Usare responsabilmente I'antibiotico, evitando il rishio di sviluppo di
ceppi microbici multiresistenti

Aumentare la sopravvivenza del paziente settico:
MIGLIOR OUTCOMECLINICO

Abbassare i costi ospedalieri, riducendo la spesa assda ad un lungo

trattamento antibiotico e alla lunga degenza del paente
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Nella diagnosi di sepsi il «xtempo» assume un valore didamentale
Importanza in termini di outcome clinico del pazientetss

Per poter superare i limiti insit
nella procedura tradizionale di
analisi delle emocolture, la
diagnosi delle infezioni del
flusso sanguigno puo affidars

ad innovativiMETODI
MOLECOLARI.
Il metodo molecolare ideale
dovrebbe essefAPIDO e in
grado di fornire tutte le
Informazioni necessarie per
definire immediatamente ung
terapia antibiotica ottimale e
mirata
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Diagnosi tradizionale di laboratorio
dell’agente eziologico di sepsi

$44.872,44

20005007 $37.590,74 - Diagnosi molecolare dell’agente
40.000,00 - eziologico di sepsi
30.000,00 -
20.000,00 -
21,5 days
10.000,00 - 25 -
0,00 . 20 - » days

Spesa ospedaliera media durante i giorni di ;5 -

terapia antibiotica
10 -

5 -

0 T

Lunghezza media della degenza del paziente
settico
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In quest’ottica, negli ultimi sei mesi presso I'U.@ Microbiologia e
Virologia dell'Ospedale S.Chiara di Trento abbiasperimentato un
nuovo metodo molecolare per la diagnosi rapidapsis

IL SISTEMA VERIGENE®

La workstation Verigerg
progettata da Nanosphere
una tecnologia
estremamente rapida che
utilizza il Verigen& Blood
Culture Nucleic Acid Test
per l'identificazione di un
ampio pannello dei piu
comuni agenti eziologici d
sepsi
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RIMOZIONE
EMOCOLTURA
POSITIVA
DALL'INCUBATORE

COLORAZIONE DI GRAM

ALLESTIMENTO DI
SOTTOCOLTURE E DI TEST

PRELMINARI DI
SUSCETTIBILITA
(ANTIBIOGRAMMI DIRETTI)

2 MINUTI DI
PREPARAZIONE

WALKAWAY PER

ANITBIOGRAMMI DEFINITVI

48 ORE

RISULTATI DI
IDENTIFICAZIONE
DELL'AGENTE
EZIOLOGICO +
RISULTATI DI
SUSCETTIBILITA
ANTIBIOTICA
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INDAGINI MOLECOLARI RAPIDE

No necessita di personale dedicato
Manualita < 5 min

AUTOMATICHE

FACILI DA
USARE

Consente il test on-demand in terapia intensiva
Consente un servizio nelle 24 ore e sui 7 giorni

MULTI TEST

Ottengo risposte multiple con un solo test

» Tempo di preparazione rapido
Risultati in meno di 2 ore
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COSE IL SISTEMA VERIGENE®?

Sfrutta la tecnologia brevettatagiobesoligonucletidiche associate a

nanoparticelle d’oro per rilevare, mediante conterapea ibridazione

aprobesdi cattura fissate ad unicroarray, targetsdi acido nucleico
batterico a partire da emocolture positive.
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Lo strumentdverigen® & composto da:
sUn processore in cui si verificano le reazioni di estrazioneibddazione
dell’acido nucleico batterico eventualmente prese campione;
sunreader, per la visualizzazione dei risultati;
eunacartucciadi reazione.

Verigen® Processor

Verigen® Test Cartridge
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| CONSUMABILI DEL SISTEMA
1. VASSOIO DI ESTRAZIONE :

Il vassoio di estrazione e un supporto di plasticmouso, costituito da Mellssigillate
contenenti | reagenti specifici necessari perfié&zsbne dell’acido nucleictargetdal
campione processato. Un ruolo di fondamentale itapae e svolto dalle
microparticelle magnetiche che catturano gli acigsleici durante la fase di estrazione.

Il vassoio di estrazione, cosi come tutti i consuiindbl test, € un sistema chiuso

Extraction Tray
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2. UTILITY TRAY :

Il vassoio contiene un controllo interno atto aificare la corretta esecuzione delle
reazioni di estrazione ed ibridazione. Tale cofdrelrappresentato da una spora di
Bacillus Subtilisnel caso di patogeni Gram-positivi e da una spo&hdwanellanel caso
di patogeni Gram-negativi.
Se il controllo interno non va incontro ad ibridaze con lgorobesoligonucleotidiche e |
relativi spot sull’arraynon emettono segnali di luminescenza, il sistenmafomisce
risultati di identificazione microbica.

Utility Tray
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3. CARTUCCIA:

La cartuccia contiene i reagenti implicati nellaz®ne di ibridazione ed e dotata di un
barcodeche permette di associare ID test-ID sample.
La cartuccia e costituita dal pacco reagente, comiaragenti e le nanoparticelle
d’oro necessari per la reazione di ibridazione armaparte inferiore (supporto del
substrato) che contienatray su cui avviene la reazione di ibridazione.
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Verigen® Gram-Positive Blood Culture Nucleic Acid TeBC-GP) e
Verigene® Gram-Negative Blood Culture Nucleic Acid Ted@C-GN):
ALLESTIMENTO DEI TEST

1. Caricare i consumabili (vassoio di estrazione, suppountali, utility tray e
cartuccia) nelle apposite locazioni nel cassetto debcgssore. Ogni
consumabile e specifico per la tipologia di patogemsgnte nell’emocoltura da
analizzare (Gram-positivo o Gram-negativo);

2. Caricare il campione clinico non processato nellantita di 350 pl di
emocoltura positiva per batteri Gram-positivi o/600 pldi emocoltura positiva
per batteri Gram-negativi. |l cassetto del processwgae quindi chiuso per
permettere allo strumento di eseguire in manieranaatioa le reazioni di
estrazione ed ibridazione dell’acido nucleico batter
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Pannello Verigen€ Gram-Positive Blood Culture Nucleic Acid Te@C-GP)

Il testVerigen® Gram-Positive Blood Culturglentifical3 targets battericie
3 determinanti genetici di antibiotico-resistenzagenerando i risultati di
identificazione in2 ore e 50 minutidi processamento del campione, senza la
necessita di allestire colture preliminari.

» Staphylococcus aureus

* Staphylococcus epidermidi

» Staphylococcus lugdunens
Streptococcus pneumoniae

» Streptococcus anginosus g

» Streptococcus agalactiae

» Streptococcus pyogenes

* Enterococcus faecium

* Enterococcus faecalis

« Staphylococcus spp.
e Streptococcus spp.

» Micrococcus spp.

» Listeria spp.

Meticillino-
resistenzgmecA
Vancomicino-
resistenzgvanA
Vancomicino-
resistenzgvanB
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Pannello Verigen& Gram-Negative Blood Culture Nucleic Acid TegC-GN)

Il testVerigen® Gram-Negative Blood Cultundentifica9 targets battericie
6 determinanti genetici di antibiotico-resistenzagenerando i risultati di
identificazione inl ora e 50 minutidi processamento del campione, senza la
necessita di allestire colture preliminari.

SPECIE

* Acinetobacter

» Enterobacter

 E.coli

» Klebsiella oxytoca

» Klebsiella pneumoniae

e Serratia marcescens

» Citrobacter

* Proteus

 Pseudomonas aeruginosa

RESISTENZA

Extended spectrum beta-lattamase
(CTX-M)

Klebsiella pneumoniae carbapenemase
(KPC)

Oxacillin-resistant beta-lactamag®XxA
Imipenem-resistant metallo-beta-lactamase
(IMP)

New-Delhi metallo-beta-lactamagd DM)
Verona integrin-encoded carbapenem-
resistant metallo-beta-lattamasi resisteniza
(VIM)



3° CONGRESSO NEWMICRO

..«1he need for speed:. il
lahoratorio di Microbiologiae le
Urgenze Infettive

Trasferimento
targetestratto dai
consumabili alla
cartuccia

ESTRAZIONE

* Lisi delle cellule batteriche presenti
nelsample

 Cattura degli acidi nucleici rilasciati
con microparticelle magnetiche

 Eliminazione dei contaminanti e
residui cellulari coWashing buffer

* Rilascio degli acidi nucleici
purificati con unElution buffer

\_ J

IBRIDAZIONE

» Frammentazione del target (300-500 bp)
mediante sonicazione

* Ibridazione primaria @robesdi catturass
complementari fissateraicroarraye a
oligonucleotidi mediatori sequenza-specifici

* Ibridazione secondaria del complesso target
batterico catturato/oligonucleotidi mediatori aj
probesassociate a nanoparticelle d'oro

» Washingper eliminare acidi nucleici che non
hanno fattanatchingperfetto e nanoparticelle
d’oro non legate

» Deposizione Ag elementare su nanoparticellg
d’oro legate dargetbatterico che amplifica

I'emissione del segnale di luminescenza da
parte delle nanoparticelle /
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a target-specific sequenceand an
artificial sequence

Gold nanoparticle
oligonucleotide
Silver-enhanced ? s
gold nanoparticle
Mediator oligonucleotide consists of ,—J % '_J ]
e

Target DNA/Amplicon

Immobilized capture oligonucleotide
(target-specific)

Vo N«

— —) - —y B

: = . :
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COMPLETAMENTO ESTRAZIONE ED IBRIDAZIONE

2 ore e 50 mirper Gram-positivi
1 ora e 50 minper Gram-negativi

(l?a’ﬁﬁ-.l ==

INCUBAZIONE SUB-COLTURA ANTIBIOGRAMMA

EMOCOLTURA
POSITIVA

Y<u> 251

t=24-36h t = 48-72h

VERIGENE

PANNELLI da
EMOCOLTURA

¥ ¥

G+ G- IDENTIFICAZIONE
. PATOGENI

MARKER di RESISTENZA

COLORAZIONE IDENTIFICAZIONE TEST DI
Gram PATOGENO SUSCETTIBILITA

J\

DIAGNOSI TRADIZIONALE DI

SISTEMA
VERIGENE

LABORATORIO
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Il sistemaVerigen® riduce quindi drasticamente i
tempo richiesto dalla metodica colturale tradizlena
nel fornire I risultati di identificazione fenotiga
dell’agente eziologico di sepsi,
che varia dalle8 alle 72 ore




3° CONGRESSO NEWMICRO
. 1he need for speed. il

laboratorio di Microbiologiae le
Urgenze Infettive

NANOPARTICELLE D'ORO

*13-20 nm di diametro;
*Godono di alcune proprieta che le rendono strumeadili
per le applicazioni diagnostiche:

1. Aumentano notevolmente la sensibilita: la luce
emessa da una nanoparticella corrisponde alla
fluorescenza emessa da 500.000 fluorofori;

2. Consentono un’elevata specificita di rilevazione
dell’acido nucleico batterictarget grazie alla
cinetica della reazione di ibridazione traaitgete le
probesad esse associate, che si verifica imange
di temperature molto ristretto;

3. Riducono il rumore dbackground grazie all’elevata
specificita di legaméargetprobesassociate alle 13-20 nm
nanoparticelle;

4. Sono estremamente stabili e non tossiche.
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the Vengene reader with signal
gtrength on the spots proporicnal
to concentration of the target
moleculs i the sample
Legend

T= Target

P'= Gold nancparticle probe

2= G agtuse o oleculs

M = Microamrey

LanseerseLae
-""l -
4

6. The micromay is scanned in v,

@ +jf27 §

gold nanopaticle

1. Prepare sample probes are mixed
with the sample. ]7"

5. The gold nanoparticle is coated with
silver toincrease signal strength.

éL g 3. Zold nanoparticle probes
chemically bond to specific
HN‘\ target molecules in the
sample

T

4, Gold nanoparticletargst molecule
duplex bands with target specific capture
malecules, gach in a separate epot on the

Ogniprobedi cattura
complementare ad un
determinatdargetoccupa una
specifica posizione sull’array,
formando una struttura a
forma di griglia. Dopo la
scansione dell'array nel
readerciascuna
nanoparticella d’oro
complessata al DNA batterico
target emettera un segnale
luminescente parallelo alla

superficie dellarray

¥

identificazione dell’acido
nucleicotargete degli
eventuali determinanti
genetici di
antibiotico-resistenza
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IDENTIFICAZIONE ACIDO NUCLEICO TARGET DA EMISSIONE  SEGNALE
LUMINOSO DA PARTE DELLE NANOPARTICELLE D'ORO

ACQUISIZIONE
dellIMMAGINE

SORGENTE
LUMINOSA 4
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La reazione di ibridazione avviene
diverse volte sull’array per ciascun
targetche viene rilevato, a garanzia
della corretta identificazione del
targetbatterico nel campione.

Al termine della reazione si avra
I'emissione di un segnale luminoso
da sei spot di cattura del target,
ciascuno localizzato in posizioni
distanti ma fissate sull’'array.
Solo se tutti i sespotcomplementari

al targetrilevato e glispotdi
controllo qualita (posti lateralmente
sull’array) emettono un segnale
luminoso lo strumento genera il
referto
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CARICAMENTO
CAMPIONE E
CONSUMABILI

(< 2 min)

PROCESSAMENTO
AUTOMATICO DEL
CAMPIONE E
AVANZAMENTO
DEL TEST

(2ore e 50 min/ 1 ora
e 50 min)
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ANALISI DELLA PERFORMANCE: MALDI TOF VS. BC-GP

MALDI Sepsityper/Biotyper " Species D
. . - Genus ID
ID Rate in Monomicrobial Cultures (%) .
I Staphylococcus spp.
S. aureus

S. epidermidis

S. lugdunensis

Micrococcus spp.

E. faecalis

E. faecium

Streptococcus spp.

5. pneumoniae
5. pyogenes
S. agalactiae

S. anginosus Group

Listeria spp.

Verigene BC-GP
ID Rate in Monomicrobial Cultures (%)

20%

0% 40% 60% 80% 100%

MALDI data adapted from: Kok et al., 2011; Loonen et al., 2011; Buchan gt28112; Klein et al., 2012; Martiny et al., 2032ek et al., 2012

Verigene BC-GP data:Internal data analysis
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Sono state analizzat& emocolture positiveallesame microscopico (22
patogeni Gram-negativi e 45 patogeni Gram-positia)utando in parallelo il
metodo tradizionale e la tecnologia molecolaredajm esame.

Il sangue e stato raccolto in flacdiD BACTEC™successivamente incubatil
nello strument®D BACTEC™ FX
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RISULTATIM

La workstation Verigerfee stata in grado di rilevare I'agente eziologice&jpsi
in 60 campioni su 63 analizzati

In soli tre campioni il testerigen® non ha fornito risultati di identificazione
microbica (generando in output la dicitufd@ CALL-NO GRID) a causa di
problemi tecnici associati ai consumabili.

MNon sono

cattivo!




3° CONGRESSO NEWMICRO
..«1he need for speed:. il

lahoratorio di Microbiologiae le
Urgenze Infettive

La metodica ha dimostrato una notevole sensibilgpezificita nell’identificare correttamente
| targetsbatterici e le resistenze ad essi associate disiiamel pannello dei tesferigen®

BC-GPeBC-GN 64 patogeni su 650n0 stati correttamente rilevati, attestando una
sensibilita ed un grado di concordanza&on i risultati forniti dal metodo colturale deb%.

In un campione, il testerigen® ha identificato come agente eziologico Btaphylococcus
epidermidis, mentre la metodica colturale ha rilevato @taphylococcus xylosus un
secondo campione la metodica molecolare non eistgtado di confermare l'identificazion
colturale di undstreptococcus anginosus.gplevando esclusivamente il genere del patog
infettivo.

Per quanto riguarda l'identificazione dei determingenetici di antibiotico-resistenza, la
metodica molecolare ha correttamente identific@t@dsitivita per il genenecA come
confermato dai test di suscettibilita eseguiti.
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In generale, in soli sei campioni I'identificaziofemotipica basata sul metodo colturale ha forngoltati
piu specifici riguardanti la specie dell’agente éagico rilevato, in quanto nel pannello del sistema
Verigen® non erano incluse le specie batteriche in ques(ad@sempi&Gtaphylococcus haemolyticus
Staphylococcus hominiStaphylococcus auriculari$treptococcus salivariusStreptococcus
parasanguinik

Totale Ueizzlls Totale Ueizzlls
MICRORGANISMO VERIGENE METODICA MICRORGANISMO VERIGENE METODICA
TRADIZIONALE TRADIZIONALE

Staphylococcus 6 7 Enterococcus faecalis 3 3
Staphylococcus aureus 3 3 Enterococcus faecium 2 2
Staphylococcus epidermidis 14 13 Listeria 2 2
Streptococcus 4 4 Enterobacter 2 2
Streptococcus agalactiae 1 1 E. coli 15 15
Streptococcus pyogenes 1 1 P:::Judg?rzr;c;r;as - 1
Streptococcus pneumoniae 3 3 Klebsiella oxytoca 2 2
Streptococcus anginosus gf 4 6 Klebsiella pneumoniae 1 1
Serratia marcescens 1 1
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Esito VERIGENE Esito METODICA TRADIZIONALE - Esito VERIGENE l;sm) MIZT ODICA

E. coli
NO RESULTS
Streptococcus anginosus gp.
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus epidermidis mecA
Streptococcus pneumoniae
Enterococcus faecalis
Staphylococcus epidermidis mecA
Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus epidermidis
NO CALL - NO GRID
Enterococcus faecium
Staphylococcus
Staphylococcus epidermidis mecA
Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis mecA
E coli
E. coli
Enterobacter
E. coli
E. coli
E. coli
Klebsiella pneumoniae
Staphylococcus
Staphylococcus epidermidis mecA
E. coli
E. coli + Klebsiellaoxytoca
E. coli
Staphylococcus
E. coli
Streptococcus pneumoniae

Staphylococcus epidermidis mecA

E. coli

NESSUNA PRECISA IDENTIFICAZIONE

Streptococcus anginosus
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus epidermidis mecA
Streptococeus pneumoniae
Enterococcus faecalis
Staphylococcus epidermidis mecA
Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus epidermidis
Streptococcus anginosus
Enterococcus faecium
Staphylococcus haemolyticus
Staphylococcus epidermidis mecA
Staphylococcus aureuts
Staphylococcus epidermidis mecA
E. coli
E. coli
Enterobacter cloacae
E. coli
E. coli
E. coli
Klebsiella pneumoniae
Staphylococeus hominis
Staphylococcus epidermidis mecA
E. coli
E. coli + Klebsiellaoxytoca
E. coli
Staphylococcus hominis
E. coli
Streptococcus pneumoniae

Staphylococcus epidermidis mecA

35
36
37
38
39

40

41
42
43
44

45

46

47
48
19

50

51
59
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63

E. coli
Staphylococcus
Klebsiella oxytoca
Staphylococcus epidermidis mecA
Staphylococcus
NO CALL— NO GRID
E. coli + Streptococcus anginosus
gp.

Streptococcus pyogenes
Serratia marcescens
Staphylococcus epidermidis
Streptococcus agalactiae

Streptococcus + Enterococcus
Jaecalis

E. coli + Streptococcus anginosus
ap.
Staphylococcus epidermidis mecA

Staphylococcus aureus

Staphylococcus
Streptococcus

Streptococcus anginosus gp.
Listeria
Listeria
Enterococcus faecium
Streptococcus preumoniae
Streptococcus
Staphylococcus epidermidis mecA
Enterococcus faecalis
Streptococcus
Staphylococcus epidermidis mecA
E. coli
E. coli

Enterobacter

E. coli
Staphylococcus auricularis mecA
Klebsiella oxytoca
Staphylococcus xylosus mecA
Staphylococcus hominis

Pseudomonas aeruginosa
E. colt + Streptococcus anginosus

Streptococcus pyogenes
Serratia marcescens
Staphylococcus epidermidis
Streptococcus agalactiae
Streptococcus oralis +
Enterococcius faecalis

E. coli + Streptococcus anginosus

Staphylococcus epidermidis mecA
Staphylococcus aureus
Staphylococcus hominis mecA

Streptococcus salivarius +
Streptococcus parasanguinis

Streptococcus anginosis
Listeria
Listeria
Enterococcus faecium
Streptococcus pneumoniae
Streptococcis bovis
Staphylococcus epidermidis mecA
Enterococcus faecalis
Streptococcus anginosits
Staphylococcus epidermidis mecA
E. coli
E. coli

Enterobacter cloacae
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IN CONCLUSIONE...

» |l sistemaVerigen® é estremamente innovativo e sensibile;
 Rappresenta una valida ed efficace tecnica di dsigapida di sepsi a partire
da emocoltura positiva,
. Fornisce rapidamente i risultati di identificaziahedl’agente eziologico di
sepsi e delle eventuali resistenze ad esso associat
. Consente una migliore gestione del paziente seaitigoe alla definizione di
una terapia antibiotica mirata ed efficace entave3dalla positivizzazione
dellemocoltura (NO TERAPIA ANTIBIOTICA EMPIRICA)
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