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DIAGNOSTIC STEWARDSHIP – EXPERIENTA SJUSV

TEAM - TOGETHER EVERYONE ACHIEVES MORE



POSTULATELE KOCH MOLECULARE

- Fenotipul investigat trebuie asociat cu membrii patogeni ai unui gen sau cu 
o tulpină patogenă a unei anumite specii

- Inactivarea specifică a genelor asociate cu trăsătura suspectată de virulență
ar trebui să conducă la pierderea măsurabilă a patogenității sau virulenței. 

Pierderea genei- pierderea functiei

- Inversarea alelică sau înlocuirea genei mutante ar trebui să conducă la 

restabilirea patogenității. 



Antibioticele au obosit, bacteriile insa nu

- Antibioticele – baza a tot ce a urmat: chirurgia complexa, transplantul si terapia

imunosupresiva nu ar fi fost posibile daca nu exista controlul infectiei

- In comunitate, pneumonia pneumococica inca omoara pacientul receptiv

- Pana in 2020 acest edificiu s-a dezvoltat fara provocari virale majore. 

- Pandemia de gripa din 1958-1959 si 1968-1969 s-a terminat prin vaccinare

- Infectia HIV a castigat teren, dar este preventibila prin precautii personale

- Pandemia SARS CoV 2 a schimbat dinamica cel putin temporar, daca nu 

chiar permanent



Rezistenta mediata enzimatic- beta lactamazele

Beta lactamazele sunt enzime stravechi de milioane de ani. In prezent exista

aproximativ 2800 de proteine. Chiar daca penicilinazele in bacteriile Gram pozitiv au

fost raportate imediat dupa descoperirea penicilinei , beta lactamazele care pot

hidroliza cefalosporinele, monobactamele si carbapenemele au devenit extrem de

importante la patogenii Gram negativ.

Clasificarea se bazeaza pe profilul de substrat si de inhibitor.In prezent nomenclatura

imbina clasificarea biochimica cu cea moleculara – 17 grupe functionale

Hot spot: ESβLA ,serin si metalo β-lactamazele care sunt partial inhibate de noii

compusi.





MICROBIOLOGIE CLASICA VERSUS TEHNICI DE BIOLOGIE 

MOLECULARA

MICROBIOLOGIE CLASICA SYNDROMIC MULTIPLEX - PCR

timpul scurs pana la    
obtinerea rezultatului

cel putin 72 h cateva ore din momentul recoltarii
(2-3 ore)

panel bacterian, fungic, 
antibiograma, antifungigrama

viral, bacterian, fungic (panel limitat) + 
panel de rezistenta

pacienti pretratati cu    
antibiotic

rezultate fals negative cuantificarea rezultatului mPCR

contaminarea probelor importanta culturilor cantitative (105 UFC) flora colonizatoare (disbioza bucala)  
poate sa contina unele gene de        
rezistenta; 
importanta modului de recoltare a     
esantionului



Detectarea carbapenemazelor la Enterobacterales

- Testarea difuzimetrica combinate - meropenem asociat cu diferiti

inhibitori- dezavantaj: timpul : > 48 ore

- Test biochimic (Colorimetric) -CarbaNP- determina schimbarea

pH-ului si a culorii de la rosu la galben in prezenta rosu fenol

- Inactivarea carbapenemelor - hidroliza enzimatica dupa incubarea

carbapenemei cu suspensia bacteriana



MALDI-TOF

- Matrix assisted laser desorbtion/ionization time-of - flight mass

spectrometry

- Metoda are specificitate si sensibilitate buna

- Dezavantaj: optimizarea si standardizarea trebuie realizata pentru

fiecare combinatie antibiotic- enzima



- In ultimii ani au proliferat patogenii oportunisti Gram negativ multirezistenti

- Antibioticele active sunt greu de gasit deoarece:

o Trebuie sa eludeze mecanismul eflux

o Rigorule legislative s-au complicat si necesita costurile si complexitatea

trialurilor clinic

SOLUTIA:

- Controlul infectiei

- Antibiotic stewardship

Limite: diagnostic tardive, cel putin 2 zile: 1 zi cultivarea, 1 zi testarea rezistentei.

Spectrometria de masa a rezolvat partial problema- identificare rapida, dar nu si

testarea sensibilitatii



Cum arata viitorul?

- Tendintele previzibile sunt instabile si se pot transforma intr-un eveniment

“Black Swan”. In contextul rezistentei la antibiotice, acest eveniment

inseamna ceva care nu poate fi anticipat sau prezis.

- Juvenal- rara avis- black swan inseamana imposibilitate

- Rumsfeld- necunoscutul necunoscutului: planificarea pe termen lung este

supusa vulnerabilitatii





DIAGNOSTIC MOLECULAR –IVD-T2 DX IN INFECTII SISTEMICE

• Panel bacterian

➢ permite detectia simultana dintr-o proba de sange (fara necesitatea cultivarii) a urmatoarelor bacterii:           

Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Enterococcus         faecium  

➢ acest panel bacterian se suprapune foarte bine pe profilul bacterian identificat in hemoculturi in sectia de  ATI, la nivelul

SJUSV

• Panel Candida

➢ permite detectia simultana dintr-o proba de sange (fara necesitatea cultivarii) a urmatoarelor specii de                Candida: 

C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C. glabrata

• Panel rezistenta

➢ permite detectia simultana dintr-o proba de sange a urmatorilor markeri de rezistenta: KPC, OXA-48, NDM,     IMP, CTX-M 

14/15, AmpC (CMY/DHA), VanA/B, mecA/C 



DIAGNOSTICUL DE LABORATOR

HEMOCULTURA IVD – T2 DX

nivelul bacteremiei bacteremia redusa (<1 UFC/ml) intermitenta
influenteaza rata de pozitivitate

limita de detective < 10 UFC/ml             
sensibilitate mare: detecteaza pana la       

1 UFC/ml

timpul scurs pana la obtinerea
rezultatului

cel putin 72 de ore 3-5 ore de la inceputul procesarii probei

tratament anterior cu antibiotice tratamentul anterior cu antibiotic determina
o rata crescuta de rezultate negative

nu interfera cu inceperea tratamentului c
u antibiotic

recoltare proba
identificare

protocol – hemocultura
identificare prin metode standardizate

detectie direct din proba de sange (fara
necesitatea cultivarii)

panel germeni aerobi, anaerobi, fungi panel bacterian: 6 specii
panel fungic: candida spp
panel rezistenta: 9 markeri

riscul contaminarii probei nerespectarea protocolului de recoltare a    
hemoculturii → rezultate fals pozitive

contaminarea probei SCN-MR poate
influenta rezultatul fenotipic pentru SA

fezabilitate metoda standard, eficienta dovedita necesita studii viitoare pentru a evalua
raportul cost- beneficii

cost redus ridicat



DESCRIERE TEHNICA

- permite detectia simultana din probe de sange total (fara necesitatea cultivarii) a minim urmatoarelor

bacterii: Acinetobacter baumannii, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,

Staphylococcus aureus

Sensibilitate Specificitate

A. baumannii 97.5% 99.2%

E. coli 90.9% 95.8%

E. faecium 100% 99.5%

K.pneumoniae 100% 98.6%

P. aeruginosa 97.7% 97.7%

S. aureus 89.1% 98.4%
Medie 95.9% 98.2%



- limita de detectie < 10 UFC/ml sange

- sistem automat, permite obtinerea rezultatului in 3- 5 ore de la inceperea procesarii probei

- permite testarea a cate unei probe, fara consum suplimentar de teste (de ex. pentru controale)

- Kitul contine toti reactivii necesari (control intern, reactivi pentru extractie de acizi nucleici, amplificare

si detectie produsi de amplificare)

- Reactivii sunt ambalati astfel incat sa se poata utiliza pentru cate o proba, fara piederea sau

compromiterea restului reactivilor

- Test validat pentru diagnostic in vitro (IVD)



- permite detectia simultana din probe de sange total (fara necesitatea cultivarii) a speciilor de

Candida: C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C. glabrata

- sensibilitate si specificitate minim 95%

- limita de detectie 1-3 UFC/ml sange

- sistem automat, permite obtinerea rezultatului in 3-5 ore de la inceperea procesarii probei

- permite testarea a cate unei probe, fara consum suplimentar de teste (de ex. pentru controale)

- Kitul contine toti reactivii necesari (control intern, reactivi pentru extractie de acizi nucleici, amplificare si d

etectie produsi de amplificare)

- Reactivii sunt ambalati astfel incat sa se poata utiliza pentru cate o proba, fara piederea sau compromiterea

restului reactivilor

- Test validat pentru diagnostic in vitro (IVD)



- permite detectia simultana din probe de sange total (fara necesitatea cultivarii) a minim urmatorilor marke

ri de rezistenta la antibiotice asociati cu patogeni ce pot cauza bacteriemie si sepsis: KPC, OXA-48,NDM,

VIM, IMP, CTX-M 14/15, AmpC (CMY/DHA), vanA/B, mecA/C

- sensibilitate si specificitate 100%

- limita de detectie 3-11 CFU/mL

- detectie in sistem automat, permite obtinerea rezultatului in 3-5 ore de la inceperea procesarii probei

- permite testarea a cate unei probe, fara consum suplimentar de teste (de ex. pentru controale)

- Kitul contine toti reactivii necesari (control intern, reactivi pentru extractie de acizi nucleici, amplificare si

detectie produsi de amplificare)

- Reactivii sunt ambalati astfel incat sa se poata utiliza pentru cate o proba, fara piederea sau

compromiterea restului reactivilor

- Test validat pentru diagnostic in vitro (IVD)



ANALIZORUL:

- sistem complet automat de diagnostic molecular, IVD - T2DX, capabil sa ruleze in mod random

diverse paneluri multiplex, direct din sange integral si alte lichide biologice.

- sistemul utilizeaza tehnologia Rezonantei Magnetice, care masoara modul in care moleculele de apa

interactioneaza in prezenta campului magnetic si

realizeaza detectia non-optica eliminand astfel necesitatea purificarii probei si a extractiei acizilor nucleici.

- detecteaza diverse tinte intr-o varietate de tipuri de proba nepurificate

- lucreaza direct din sange total

- are sensibilitate foarte mare, detecteaza pana la 1 CFU/mL

- nu interfera cu inceperea tratamentului anti-microbian

- utilizeaza particule superparamagnetice captusite cu molecule de legare specifice tintelor

- metoda utilizata nu presupune purificarea probei, proces in care in mod normal se pierde pana la 90% din

cantitatea de tinta.



- Capabil sa detecteze urmatoarele tipuri de paneluri:

• Candida – detecteaza direct din sange integral: Candida albicans, Candida tropicalis,

Candida parapsilosis, Candida krusei, Candida glabrata.

• Bacteria – detecteaza direct din sange integral: Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,

Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli.

• Resistance Panel – detecteaza urmatorii makeri de rezistenta: KPC, OXA-48, NDM/VIM/IMP,

CTX-M 15/14, AmpC (CMY/DHA), vanA/B, mec A/C.



- 6 module de lucru independente si un modul cu functie STAT

- Panel de comanda touchscreen

- Detectie direct din sange integral

- Cititor barcode pentru probe si reactivi

- Conectare la LIS

- Acces random

- Timp de eliberare a rezultatelor 3-5 ore

- Sistem benchtop

- Alimentare 220-240V/ 50/60 Hz













DIAGNOSTICUL DE LABORATOR

• Se vor recolta concomitent probe de sange atat pentru hemocultura cat si pentru biologie moleculara – T2

• Se vor recolta probe pentru laboratorul de microbiologie si din alte situsuri

TEHNICA ACELASI         
GERMENE

FARA                 
IDENTIFICARE

GERMENE         
IDENTIFICAT    
DOAR PRINTR-O       
METODA

GERMENI
DIFERITI

PCR – T2 DA DA DA             NU DA

CLASIC DA DA NU             DA DA

• INTERPRETAREA REZULTATELOR
• CONTAMINANTII
• CUANTIFICAREA REZULTATELOR




