NOTA SULL'APPLICAZIONE

Potenziamento
della sorveglianza
delle infezioni
correlate
all'assistenza
sanitaria grazie al
seguenziamento
del genoma
pbatterico

|dentificazione completa
degli isolati patogeni tramite
il sequenziamento lllumina

e la SRST2 BaseSpace™ App
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Introduzione

Le infezioni correlate all'assistenza (HAI, Health
care-Associated Infection) sono una delle principali
preoccupazioni sanitarie, specialmente nei pazienti
gravemente malati e immunocompromessi. Le HAI

non solo minacciano la salute e la vita dei pazienti,

ma comportano anche un ulteriore onere economico
per i pazienti e il sistema sanitario, tra cui la perdita
economica diretta e lunghi ricoveri."? La sorveglianza
dei ceppi batterici patogeni nell'ambito dell'assistenza
sanitaria puo contribuire a prevenire l'impatto delle HAL.
I metodi di laboratorio, come la gPCR e la spettrometria
di massa, forniscono una rapida identificazione

dei patogeni, permettendo di prendere decisioni
terapeutiche tempestive. Tuttavia, questi metodi non
sono sufficienti a tracciare le epidemie 0 a eseguire
indagini sulla trasmissione.

Il sequenziamento di nuova generazione (NGS, Next-
Generation Sequencing) consente la caratterizzazione
completa dei genomi batterici, fornendo informazioni
per la sottotipizzazione, la differenziazione tra isolati,
I'evidenziazione degli isolati in un cluster e la resistenza
antimicrobica (AMR, Amicromicroblic Resistance) e i
marcatori di virulenza.® L'analisi e l'interpretazione rapida
dei dati di sequenziamento consentono al personale

di controllo delle infezioni di rispondere rapidamente a
potenziali epidemie e di risalire alla fonte per prevenire
ulteriori trasmissioni e infezioni. Dopo un flusso di lavoro
completo di sequenziamento dell'intero genoma (WGS,
Whole-Genome Sequencing) che pud essere completato
in due giorni, la diffusione dei patogeni responsabili
delle HAI pud essere monitorata in modo efficiente

e gestita correttamente.

Lo Staphylococcus aureus meticillino-resistente (MRSA,
Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus) € un
patogeno multifarmaco-resistente con tassi di morbilita
e mortalita piu elevati rispetto ai ceppi di S. aureus
meticillino-sensibile. Le infezioni causate da ceppi di

S. aureus meticillino-resistente associato all'ospedale
(HA-MRSA, Hospital-Associated Methicillin-Resistant
S. aureus) richiedono una degenza ospedaliera piu
lunga rispetto a quelle causate da ceppi di S. aureus
meticillino-sensibile associato all'ospedale e sono
solitamente resistenti agli antibiotici non B-lattamici

e B-lattamici.

Per caratterizzare gli isolati di HA-MRSA o altre

specie batteriche, lllumina offre la SRST2" App come
parte di una soluzione WGS completa che include la
preparazione e il sequenziamento delle librerie lllumina
(Figura 1). Disponibile nel BaseSpace Sequence Hub,
la SRST2 App segnala la presenza di tipi di sequenza
(ST, Sequence Type) da un database di tipizzazione

di sequenze multi-locus (MLST, Multi-Locus Sequence
Typing)* e geni di riferimento da un database di
sequenze per geni di virulenza, geni di resistenza e
repliconi di plasmidi con confronto campione-campione
su oltre 150 generi e specie batterici. La SRST2 App

& stata aggiornata per aggiungere il Comprehensive
Antibiotic Resistance Database (CARD) e I'ARG-Annot
Database oltre a ResFinder.

Questa nota sull'applicazione dimostra le capacita della
SRST2 App aggiornata di identificare e caratterizzare
gliisolati patogeni, rendendo la sorveglianza delle HAI
accessibile ai laboratori senza precedente esperienza
con il NGS.

*Tipizzazione della sequenza a lettura breve
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Figura 1: flusso di lavoro di sorveglianza delle HAI. La SRST2 BaseSpace App fa parte di un flusso dilavoro NGS completo
per la sorveglianza delle HAI che include la preparazione e il sequenziamento delle librerie lllumina.
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Metodi

Campioni

Per questo studio, nel 2016 sono stati raccolti isolati di
S. aureus (1 da liquido pleurico, 1 da liquido dell'anca,
1da 0sso, 1da liquido corporeo indefinito e 23 da
sangue) da piu siti clinici nelle contee di Hennepin

e Ramsey in Minnesota nell'ambito della normale
sorveglianza da parte del Minnesota Department

of Health (MDH).®

Preparazione dei campioni

Gliisolati sono stati ottenuti come criostock dall'MDH,
strisciati su piastre di agar sangue standard e incubati
a 37 °C per ottenere colonie singole, che sono

state inoculate e coltivate durante la notte a 37 °C

in brodo di soia triptico. Il DNA genomico & stato
isolato utilizzando il QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN,

n. di catalogo 51304), integrando il tampone AL con
lisostafina. La concentrazione e la qualita del DNA
sono state determinate utilizzando un NanoDrop
2000 Spectrophotometer e un Qubit Flex Fluorometer
(Thermo Fisher Scientific, n. di catalogo Q33327).

Preparazione delle librerie e
sequenziamento

Le librerie di sequenziamento sono state preparate
utilizzando il Nextera™ XT DNA Library Preparation Kit,
24 samples (lllumina, n. di catalogo FC-131-1024) e
sottoposte a multiplex utilizzando Nextera XT Index Kit
v2 Set A (lllumina, n. di catalogo FC-131-2001). Il WGS &
stato eseguito su un lllumina MiSeq™ System utilizzando
una corsa paired-end di 2 x 300 bp.

Analisi dei dati

| file di sequenziamento sono stati analizzati con
la SRST2 App in BaseSpace Sequence Hub.

Risultati

In base a piu database, la SRST2 App ha rivelato che
gliisolati possono essere raggruppati in due cluster
distinti (Figura 2). Diversi alleli MLST differenziano
questi due cluster principali e li suddividono in cluster
piu piccoli di isolati strettamente correlati (Figura 3).
Utilizzando il CARD, la SRST2 App rileva diversi geni di
resistenza come ErmA, che & associato alla resistenza
agli antibiotici macrolidi, una delle classi di antibiotici
per uso orale pil prescritte negli Stati Uniti (Figura 4).8
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Figura 2: cluster degliisolati con la SRST2 App. Analisi di cluster
di dati WGS diisolati simili (blu scuro) in base agli alleli rilevati in
pil database.

MLST
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"NF" & utilizzato per indicare combinazioni di alleli non trovate nel database MLST
(?) viene utilizzato per indicare lincertezza nei tipi di sequenza identificati
(*) viene utilizzato per indicare cormspondenze iImprecise nei tipi di sequenza identificati

Figura 3: profili di alleli MLST calcolati da WGS. La SRST2 App
raggruppa in cluster gli isolati in base al numero di alleli condivisi.
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Figura 4: report dei geni di resistenza. La SRST2 App include
una tabella interattiva che indica gli alleli del CARD rilevati in
ciascun isolato.

Riepilogo

Le HAI sono una delle principali preoccupazioni per
I'assistenza sanitaria e contribuiscono a un'elevata
morbilita e mortalita dei pazienti e all'aumento dei
costi sanitari. Utilizzando un flusso di lavoro NGS

che presenta I'analisi dei dati con la SRST2 App,

& possibile rilevare la presenza di geni collegati a
fenotipi clinicamente rilevanti, inclusi geni di virulenza,

geni AMR o determinanti dei sierotipi. Grazie alla rapida

preparazione delle librerie lllumina e al MiSeq System,
i genomi batterici possono essere completamente
sequenziati e analizzati entro due giorni, consentendo
una sorveglianza tempestiva delle HAI.
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