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STUDIUL 1: IMPACTUL PCR MULTIPLEX IN DIAGNOSTICAREA SI
GESTIONAREA INFECTIILOR BACTERIENE LA PACIENTII COVID-19
CARE SE AUTOMEDICHEAZA CU ANTIBIOTICE.

CONTEXT

Coronavirusul 2019 (COVID-19), cauzat de coronavirusul 2 al sindromului respirator
acut sever (SARS-CoV-2), a aparut la sfarsitul anului 2019 si a devenit rapid o pandemie
globala. Majoritatea cazurilor de COVID-19 sunt boli respiratorii moderate, dar pot aparea
complicatii, inclusiv coinfectii, sindrom de detresa respiratorie acuta si septicemie. Coinfectiile
cu alte boli respiratorii sunt frecvente, iar variatile pot depinde de varianta SARS-CoV-2,
prezentand provocari semnificative pentru diagnostic si tratament. Rapoartele aratd o gama
variabila de rate de coinfectie la pacienti, dar datele exacte privind coinfectile bacteriene
dobandite in comunitate sunt limitate. Este cruciala identificarea agentilor patogeni la pacientii
coinfectati cu COVID-19, datorita potentialului lor de a creste gravitatea bolii si mortalitatea.

Coinfectile cu SARS-CoV-2 apar de obicei simultan, Tn timp ce suprainfectiile se
dezvoltd pe masurd ce boala progreseaza. In ciuda acestei distinctii, existd o raportare
inconsecventa in literatura de specialitate, ceea ce duce la date variate privind ratele de
coinfectie si suprainfectie. Un studiu mentionat a constatat ca 3,5% dintre pacientii COVID-19
au avut o coinfectie bacteriana la internare, iar 14,3% au dezvoltat o suprainfectie n timpul
spitalizarii. Ratele pneumoniei asociate ventilatorului sunt considerabil mai mari la pacientii
COVID-19 decat la pacientii non-COVID-19. Printre agentii patogeni coinfectanti comuni se
numara Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus si diverse virusuri respiratorii.
Coinfectiile cu aceste virusuri pot inrautati evolutia clinica, ducand la o severitate sporita a
bolii.

Utilizarea panelurilor multiplex de reactie in lant a polimerazei (PCR) poate detecta
rapid infectiile respiratorii, ajutand la luarea deciziilor privind tratamentul. Prelevarea de probe
din tractul respirator este vitald pentru detectarea organismelor la pacientii care dezvolta
complicatii. Testele moderne bazate pe PCR ajuta la diagnosticarea infectiilor bacteriene
concomitente sau ulterioare infectiei cu SARS-CoV-2. Cresterea rezistentei la antibiotice,
exacerbata de automedicatie, prezinta riscuri pentru sanatate la nivel mondial. Studiul in curs
de desfasurare are ca scop sa evalueze daca testele PCR multiplex de rutina pot ajuta medicii
sa identifice mai precis infectiile bacteriene secundare la pacientii care se automedicheaza si
sa prezica traiectoria clinica a COVID-19.

REZUMAT AL CONSTATARILOR

Datele colectate de la 489 de pacienti spitalizati in cadrul COVID-19 care au suferit o
infectie bacteriana secundara au aratat ca 198 dintre ei s-au automedicati cu antibiotice
inainte de spitalizare. In special, cei care au luat antibiotice aveau o prevalentd mai mare a
bolilor pulmonare precum bronsita cronica si BPOC. Cele mai frecvente antibiotice
autoadministrate au fost cefalosporinele, macrolidele si penicilina, Tn principal procurate fara
prescriptie medicala. Pacientii care s-au automedicat s-au confruntat cu rezultate mai proaste,
cu cazuri mai mari de pneumonie asociata ventilatorului, suprainfectii bacteriene mai grave, o
severitate COVID-19 mai mare si sederi prelungite la terapie intensiva.

La compararea parametrilor biologici ai utilizatorilor si neutilizatorilor de antibiotice,
primii au prezentat semne de disfunctie organica, cu valori mai mari la testele functionale
renale si hepatice. In ceea ce priveste identificarea microbiana, RT-PCR multiplex a fost
superioara tehnicilor conventionale de cultura, in special in detectarea infectiilor bacteriene in
randul consumatorilor de antibiotice. De exemplu, PCR a fost semnificativ mai precisa in
identificarea agentilor patogeni precum Klebsiella spp. si Staphylococcus aureus si
Pseudomonas aeruginosa.

Eficacitatea RT-PCR multiplex s-a extins si la identificarea rezistentei la antibiotice. in
randul consumatorilor de antibiotice, testul PCR a detectat rate mai mari de rezistenta la
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cefalosporine si macrolide in comparatie cu metodele de cultura. in plus, PCR a evidentiat o
prevalentd mai mare a rezistentei la mai multe medicamente si a infectiilor cu mai multi agenti
patogeni. In evaluarea rezultatelor pacientilor in functie de metoda de diagnosticare, cei
evaluati initial cu PCR au avut o identificare bacteriana si o initiere a tratamentului mai rapida,
ceea ce a dus la sederi mai scurte n spital.

Analiza factorilor de risc a evidentiat pericolele legate de utilizarea antibioticelor fara
prescriptie medicala, deoarece a fost un factor de risc independent semnificativ pentru
spitalizarea prelungita. Alti factori de risc au inclus statutul de fumator, suprainfectia
bacteriana, recurgerea doar la culturi bacteriene conventionale si intarzieri in prelevarea de
probe bacteriene la admiterea Tn spital.

Figura 1 - Frecventa antibioticelor automedicate in randul pacientilor cu COVID-19 si infectii bacteriene secundare.
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Figura 2 - Curba de probabilitate Kaplan-Meyer a duratei de spitalizare in functie de starea de utilizare a antibioticelor la
pacientii COVID-19.
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CONCLUZzII

Tehnica PCR multiplex este foarte eficienta pentru detectarea infectiilor bacteriene
secundare la pacientii cu COVID-19 care au luat antibiotice pe cont propriu. Punerea in
aplicare a acestei metode pentru evaluarile initiale la pacientii care prezinta simptome de
sepsis sau declin clinic poate duce la reducerea sederii in spital si la o0 recuperare mai rapida.
Se subliniaza importanta utilizarii judicioase a antibioticelor, in special in era COVID, pentru a
preveni consumul inutil de antibiotice si cresterea rezistentei antimicrobiene. In plus,
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recomandam proceduri de testare mai rapide pentru pacientii COVID-19 pentru a minimiza
utilizarea de antibiotice autoadministrate si subliniem importanta integrarii strategiilor de
gestionare a antimicrobienelor in planul de actiune in caz de pandemie.

STUDIU 2: INFECTIlI FUNGICE IDENTIFICATE CU PCR MULTIPLEX
LA PACIENTI CU COVID-19 GRAV IN TIMPUL A SASE VALURI
PANDEMICE.

CONTEXT

Aparitia pandemiei COVID-19, cauzata de SARS-CoV-2, a dus la o criza globala de
sanatate. Dincolo de gestionarea virusului primar, complicatiile secundare, cum ar fi infectiile
fungice oportuniste, au afectat semnificativ morbiditatea si mortalitatea pacientilor. Detectarea
si intelegerea acestor infectii raman o provocare, metodele traditionale, cum ar fi cultura si
microscopia, producand adesea rezultate lente si imprecise.

Au aparut tehnologii avansate, cum ar fi secventierea de generatie urmatoare si
MALDI-TOF MS, dar acestea necesitda adesea mai multe resurse si expertiza decat cele
disponibile. Tn schimb, PCR multiplex s-a dovedit a fi un instrument rapid, sensibil si eficient
din punct de vedere al costurilor pentru detectarea agentilor patogeni fungici, chiar daca
aplicarea sa pentru pacientii cu COVID-19 severa este inca insuficient explorata.

Acest studiu urmareste sa acopere aceasta lacuna de cunostinte prin analiza infectiilor
fungice la pacientii cu COVID-19 in stare severa in timpul primelor sase valuri pandemice.
Scopul este de a determina prevalenta si tipurile de infectii fungice si de a examina legaturile
potentiale cu caracteristicile pacientilor si strategiile terapeutice.

REZULTATE

Dintre pacientii studiati, 96 au fost diagnosticati cu infectii fungice, in timp ce 192 nu
au fost diagnosticati. Cei infectati cu infectii fungice aveau o varsta medie usor mai mare, de
64,6 ani, comparativ cu 62,0 ani pentru cei neinfectati, desi acest lucru nu a fost semnificativ
din punct de vedere statistic. Barbatii au fost mai frecvent diagnosticati cu infectii fungice, in
proportie de 63,5%. O constatare semnificativa a fost ca 35,4% dintre cei cu infectii fungice
erau obezi, spre deosebire de 21,4% dintre cei fara infectii. Nu au existat variatii semnificative
in ceea ce priveste ratele de vaccinare COVID-19 si obiceiurile de fumat intre cele doua
grupuri. In plus, in timp ce prezenta bolilor pulmonare a fost mai mare in randul celor cu infectii
fungice, doar indicele de comorbiditate Charlson a prezentat o diferentd semnificativa.

Testele de hemocultura au fost mai frecvente in grupul cu infectii fungice, desi fara o
diferenta semnificativa. Au fost observate diferente in ceea ce priveste metodele de
suplimentare a oxigenului; Tn special, utilizarea ventilatorului a fost considerabil mai mare in
grupul infectiilor fungice (45,8% fata de 18,8%). Din punct de vedere clinic, cei cu infectii
fungice au avut o evolutie mai dificila: au fost internati mai frecvent la terapie intensiva, au
avut o sedere mai lunga la terapie intensiva, s-au confruntat cu un timp mai scurt de la debutul
simptomelor pana la deces si au avut o rata de mortalitate considerabil mai mare (32,3% fata
de 12,0%).

Cea mai frecventa infectie fungica identificatéd a fost Candida spp., cu o prevalenta
variabila Tn functie de valurile pandemice. Aspergillus spp. si Mucor spp. au avut, de
asemenea, rate de detectare fluctuante in timpul valurilor. in ceea ce priveste rezultatele
clinice, internarile la terapie intensiva si mortalitatea au fost semnificativ diferite de la un val la
altul. n ceea ce priveste rezistenta la medicamente, infectiile cu Candida spp. si Aspergillus
spp. au prezentat o rezistentd semnificativa la mai multe medicamente, in timp ce infectiile cu
Mucor spp. au prezentat rezistenta in principal la unul sau douad medicamente. in special, 0
mare parte din infectiile cu Rhizopus spp. au demonstrat rezistenta la trei sau mai multe
medicamente. Riscul de deces a crescut substantial odata cu gradul de rezistenta la
medicamente.
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Riscul de mortalitate a variat in functie de valurile pandemice, al doilea, al patrulea si al
cincilea val prezentand riscuri semnificativ mai mari. Infectiile cu Aspergillus spp. si Mucor
spp. s-au corelat cu un risc mai mare de mortalitate, in timp ce infectiile cu Candida spp. nu
[-au influentat in mod semnificativ.

Figura 3 - Analiza Kaplan-Meier a supravietuirii intre pacientii cu COVID-19 sever cu si fara infectii fungice.
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Figura 4 - Analiza factorilor de risc pentru mortalitate.

0 drug resistance
1 drug resistance

2 drug resistance

=3 drug resistance 4

1st pandemic wave 4
2nd pandemic wave
3rd pandemic wave -

4th pandemic wave -

5th pandemic wave
6th pandemic wave
Candida spp. . g
Aspergillus spp. 4
Mucor spp.
Rhizopus spp.

0 2 4 6 8 10 12
Odds Ratio and 95% Confidence Interval

CONCLUzII

In concluzie, acest studiu retrospectiv releva faptul ca infectiile fungice, identificate prin
PCR multiplex, reprezinta un factor important la pacientii cu COVID-19 grav, avand un impact
atat asupra duratei de spitalizare, céat si asupra ratei mortalitatii. Prezenta infectiilor fungice a
fost asociata cu o rata mai mare de internari la terapie intensiva, cu sederi mai lungi la terapie
intensiva si cu rate ridicate de mortalitate. Dintre infectiile fungice, Candida spp. a fost cea mai
frecventa n toate valurile pandemice, dar infectiile cu Aspergillus spp. si Mucor spp. au fost



asociate cu un risc de mortalitate semnificativ crescut. S-a observat, de asemenea, ca rezistenta la
medicamente, in special rezistenta la mai multe medicamente, a contribuit la o crestere semnificativa a
riscului de mortalitate Tn randul pacientilor cu infectii fungice grave din COVID-19. Nu s-au constatat
disparitati semnificative in distributia pacientilor cu infectii fungice in diferitele valuri pandemice, ceea
ce sugereaza ca varianta dominanta SARS-CoV-

2 in circulatie nu a influentat semnificativ aparitia infectiilor fungice. Aceste constatari subliniaza
importanta depistarii si a gestionarii precoce a infectiilor fungice la pacientii cu COVID-19 grave pentru
a imbunatati rezultatele clinice.

STUDIUL 3: EVALUAREA PCR MULTIPLEX 1IN IDENTIFICAREA
INFECTIILOR BACTERIENE LA PACIENTII SPITALIZATI CU INFECTIE SARS-
COV-2: O ANALIZA SISTEMATICA.

CONTEXT

Coronavirusul 2 al sindromului respirator acut sever (SARS-CoV-2) este responsabil pentru boala
coronavirus (COVID-19). In timp ce majoritatea persoanelor infectate prezintd simptome usoare sau
moderate, prezenta coinfectiilor poate duce la rezultate grave, multe dintre decese fiind legate de
infectii multiple concomitente. Cele mai frecvente coinfectii bacteriene sunt cauzate de agenti patogeni
precum Klebsiella pneumoniae, Streptococcus pneumoniae si Staphylococcus aureus, printre altii.
Acestea pot fi dobandite in comunitate, semnaland o infectie inainte sau Timpreuna cu SARS-CoV-2,
sau nosocomiale, indicand o achizitie dintr-un spital dupa diagnosticul COVID-19.

Microbiologia clinica joaca un rol esential in detectarea acestor agenti patogeni, in special in
timpul epidemiei COVID-19, ceea ce necesitda metode de testare precise si rapide. Reactia in lant a
polimerazei in lant (PCR) multiplex a aparut ca o procedura de testare eficientd, oferind o alternativa
mai rapida la PCR traditionala prin amplificarea simultana a mai multor secvente tinta. De asemenea, PCR
in timp real accelereaza procesul prin eliminarea etapelor de post-amplificare si prin detectarea
materialului genetic bazat pe ARN. Desi antibioticele nu reprezinta un tratament primar pentru COVID-
19, acestea sunt administrate pentru a contracara eventualele coinfectii bacteriene. Cu toate acestea,
acest lucru a generat ingrijorari cu privire la cresterea rezistentei antimicrobiene, subliniind o abordare
judicioasa a utilizarii antibioticelor. Avand in vedere implicatile coprezentei bacteriene la pacientii cu
COVID-19, aceasta revizuire sistematica a fost realizatda pentru a explora caracteristicile clinice si
rezultatele acestor pacienti si pentru a evalua eficienta PCR multiplex in identificarea infectiilor
bacteriene....

REZULTATE

Au fost evaluate noua studii, majoritatea fiind de natura retrospectiva si fiecare dintre ele fiind
efectuate intr-o tara diferitd. Majoritatea participantilor la aceste studii au fost pacienti de sex masculin in
varsta spitalizati din cauza COVID-19. Ratele de internare in terapie intensiva au variat intre 6,7% i
34,3%, iar durata mediana a spitalizarii a fost cuprinsa intre 7 si 24 de zile. Ratele de mortalitate in randul
pacientilor au variat de la 5,5% la 38,7%, unele studii remarcand necesitatea ventilatiei mecanice la o
proportie semnificativa de pacienti. Mai multe studii au evidentiat, de asemenea, o varietate de simptome
clinice la admitere, inclusiv febré si tuse, cu comorbiditati prevalente, cum ar fi diabetul, bolile
cardiovasculare si bolile renale cronice.

Toate studiile au identificat Staphylococcus aureus in esantion, iar multe dintre ele au gasit
Klebsiella spp. Diferentierea intre infectile dobandite Tn comunitate si cele nosocomiale a evidentiat
diferite prevalente ale agentilor patogeni bacterieni, cum ar fi Chlamydophila pneumonia, S.
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa si altele. S-au constatat rate ridicate de coinfectie bacteriana la
pacientii in stare critica, implicand adesea agenti patogeni precum Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae si Staphylococcus aureus. Distinctiile intre prevalenta bacteriilor Gram-negative si Gram-
pozitive au variat de la un studiu la altul.

Studiile au raportat rate substantiale de utilizare a antibioticelor Tnainte de spitalizare, cu procente
de pana la 82%. Antibioticele utilizate frecvent au inclus cefalosporine, macrolide, ampicilina si
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azitromicina. Genele de rezistenta la antibiotice au fost gasite la un subset de pacienti, indicand
provocarea infectiilor bacteriene in unele cazuri.

PCR multiplex, in special BioFire® FilmArray® Pneumonia plus Panel, s-a dovedit a fi promitatoare
in detectarea rapida a diversilor agenti patogeni si a genelor de rezistentd la antibiotice. Desi multe
studii nu au raportat sensibilitatea si specificitatea PCR multiplex, celecare au facut-o au constatat, n
general, niveluri ridicate ale ambelor, sugerédnd ca ar putea fi un instrument eficient in detectarea
bacteriilor.

Tabelul. Date demografice si rezultate clinice

. .. . Durata de Rata de
. Varsta Sex Internari la terapie e )
Studiu oL .. . X . <o spitalizare mortalitate
(mediana) (% femei - barbati) intensiva (%) ..
’ (mediana) (%)
Alosaimi [35] 52.0 33.0% - 77.0% 29.0 ND 19.0
Bogdan [36] >18.0 49.0% - 51.0% 6.7 12.4 5.5
Cohen [37] 67.0 30.0% - 70.0% ND 24.0 38.7
Foschi [38] >18.0 ND 100 ND ND
Huang [39] 72.0 31.8% - 68.2% 9.5 7.0 8.5
Karolyi [40] 62.5 20.0% - 80.0% 100 7.0 36.7
Maataoui [41] 57.0 18.0% - 82.0% 100 19.0 56.0
Rothe [42] 58.5 36.5% - 63.5% 23.4 9.0 4.5
Soto [43] 61.7 29.0% - 71.0% ND ND 31.0
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Figura 5 - Rezumatul constatarilor.
CONCLUZII

Infectiile bacteriene care sunt identificate la pacientii cu COVID-19 pot duce la rezultate
mai negative, in special atunci cand este vorba de pacientii cu o infectie severa care sunt
spitalizati cu COVID-19. Tinand cont de ratele ridicate de coinfectie si de procentul ridicat de
antibiotice utilizate de catre persoane inainte de spitalizare, trebuie implementate metode
eficiente de diagnosticare si tratament in timp util pentru a reduce rata mortalitatii si pentru a
preveni diagnosticarea eronata a infectiilor. Acest lucru va permite reducerea numarului de
infectii care sunt diagnosticate incorect. In ceea ce priveste diferitele teste PCR, atat PCR
multiplex, cat si RT-PCR au o sensibilitate si o specificitate ridicate, indiferent de panoul utilizat
pentru detectarea bacteriilor, ceea ce le face sa fie metode ideale de detectare a coinfectiilor
bacteriene la pacientii COVID-19.



