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Introducere

Motivatia alegerii temei de cercetare

La nivel mondial, infectiile asociate asistentei medicale (IAAM) sunt o problema majora
de sanatate publica [1], dat fiind impactul acestora asupra mortalitatii si morbiditatii
intraspitalicesti, prelungirea perioadelor de spitalizare si cresterea costurilor legate de asistenta
medicala, fiind o povara pentru sistemele de sanatate din intreaga lume [2]. Cu toate acestea,
atunci cand vine vorba de evaluarea impactului acestei probleme la nivel international, apar
dificultati fie din cauza subraportarii IAAM, fie a lipsei sistemelor nationale de supraveghere
continua, in prezent acestea fiind in vigoare in doar 19 state ale Uniunii Europene [3].

Sistemele de supraveghere sunt predominant prezente in tarile cu venituri mari aratand o
prevalenta IAAM aici este Intre 3,5% si 12%, pe cand in térile cu venituri mici si medii avem o
imagine fragmentata datorata fie lipsei sau calitatii inadecvate a datelor aratand o prevalenta ce
variaza intre 5,7 % si 19,1%[2], [4].

In Europa, prevalenta medie a scizut de la 7,1% (2010) la 5,7% (2016-2017) [4], [5]. Tn
Statele Unite, de la o prevalenta medie de 3% (2015) [6], cand a fost stabilita linia de baza
nationala, progresul privind controlul infectiile asociate asistentei medicale nationale si povara
IAAM se evalueaza utilizand raportul standardizat de infectie (SIR), aratand o scadere generald a
IAAM in toate institutiile de ingrijire a sanatatii [6]. IAAM in Romania sunt subraportate, iar
povara este mult subestimata, raportarile spitalelor aratand o rata de prevalenta de 0,2-0,25% [7]
cu o valoare mai mare intr-un studiu de prevalenta punctual din 2017 de 2,6% [8].

Ipoteza de cercetare

Dat fiind ca IJAAM sunt intalnite in practica medico-legald pe de o parte atunci cand sunt
implicate in lantul tanatogenerator si pe de altd parte in expertizele medico-legale cand pacientii
sau familiile acestora acuza unitatile medicale sau personalul de aparitia infectiei si cer
compensatii financiare [9], astfel se contureaza un rol al specialitatii in aceasta problematica de
sanatate publica.

Examinarile post-mortem joacd rol in sanatatea publicd, avand mai multe implicatii
epidemiologice. Tn ultimele trei decenii, s-a incercat supravegherea sistematici in legitura cu
bioterorismul, bolile infectioase [10] si mortalitatea prin droguri [11], precum si recent pentru

supravegherea sistematica prospectiva post-mortem a deceselor legate de Covid-19 [12].



PARTEA GENERALA

Capitolul 1. Supravegherea Infectiilor Asociate Asistentei Medicale

Supravegherea in medicind cu precadere in sanatiate publicd recunoaste ca element
important al sistemelor de supraveghere definitiile de caz, deoarece pot avea un impact crucial

In ultimii 10 ani supravegherea si raportarea infectiilor asociate asistentei medicale
(IAAM) sau nosocomiale s-a facut dupa ultimele doua Ordine ale Ministerului Sanatatii, nr. 916/
2006 si nr. 1101/2016. In ordinul din 2006 nu se face referire la cazuistica necropsica explicit, ci
doar la criterii care includ examen histopatologic cu rezultat pozitiv pentru infectie. Ordinul nr.
1101/2016 privind aprobarea Normelor de supraveghere, prevenire si limitare a infectiilor
asociate asistentei medicale in unitatile sanitare foloseste definitiile de caz prezentate in Decizia
nr. 2119/98/CE a Parlamentului European si a Consiliului, din care am ales sd prezentam
subcapitolele in care se indica un criteriu histologic similar cu definitiile din ordinul 916 din 27
iulie 2006 precum si cele la care apar criterii necropsice, respectiv aspecte macroscopice
constatate cu ocazia autopsiilor, identificand doar 3 situatii (infectie a sistemului nervos central,
infectie la nivelul sistemului cardiovascular, infectie a sistemului gastrointestinal) [14].

Fata de cele de mai sus, contributia specialitatilor medicale care efectueaza autopsii
(medicina-legala, anatomie patologicd) este redusa in ceea ce priveste aspectele necropsice
aferente definitiilor de caz, insa de subliniat aici cd in evaluarea unui caz se dispune si de
documentatia medicald, respectiv rezultatele analizelor de laborator si evolutia clinica din
perioada spitalizarii.

Capitolul 2. Microorganisme implicate in IAAM

In ceea ce priveste microorganismele multirezistente specifice mediului spitalicesc,
amenintarile urgente indicate de Centrele pentru Controlul si Prevenirea Bolilor si Organizatia
Mondiald a Sanatatii sunt Enterobacteriaceae rezistente la carbapeneme, Acinetobacter
multirezistent si Pseudomonas aeruginosa multirezistent [15] care apar in infectiile asociate
asistentei medicale ( IAAM ); cele mai provocatoare microorganisme care dezvoltd rezistentd
sunt rezumate de acronimul ESKAPE: Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa si Enterobacter spp. [16].
Institutul National de Sdnatate Publica, Bucuresti, Roméania participa la supravegherea rezistentei

antimicrobiene (AMR) in Europa, cu o acoperire a populatiei nationale estimata la 21% in 2020,



cel mai recent raport aratand o crestere a tulpinilor rezistente la carbapenemaze de Klebsiella
pneumonie si Acinetobacter baumannii intre 2016 si 2020 [17].
Capitolul 3. Examene bacteriologice postmortem

Infectiile asociate asistentei medicale reprezintd o preocupare majora pentru sistemele de
sandtate din Intreaga lume. Grupul de studiu al Societatii Europene de Microbiologie Clinica si
Boli Infectioase (ESCMID) de Microbiologie Legalda si Postmortem (ESGFOR) a evaluat
prelevarea de probe de microbiologie postmortem in urma deceselor in spital.

Declaratia de consens a grupului de studiu identifica trei motive principale pentru a
efectua microbiologie post-mortem din probe biologice: identificarea agentului etiologic al unei
infectii nediagnosticate anterior, confirmarea unui presupus diagnostic ante-mortem si
determinarea eficacitatii terapiei antimicrobiene [18]. Examinarile microbiologice postmortem
(PMM) au fost un subiect controversat in ultimul secol. Studiile care arata divergente fata de
rezultatele ante-mortem [19] sau o corelatie slaba intre tipul de infectie si/sau indicatorii de
infectie si microorganismele recuperate la autopsie [20] prezinta drept cauza evenimentele
survenite dupa moarte.

Raspandirea agonald este procesul in care invazia bacteriand are loc in timpul procesului
de moarte sau in timpul incercarilor de resuscitare din cauza leziunilor ischemice induse pe
suprafetele mucoasei. Translocarea postmortem este migrarea bacteriand de la suprafata
mucoasei in sange si organele interne dupa moarte [21]. Masurile tehnice neadecvate, cum ar fi
racirea intarziatd a cadavrului sau procedura de prelevare a probelor, utilizarea de instrumente
nesterile sau operarea Tn medii nesterile, pot provoca contaminare [22].

Cu scopul de a evalua valoarea culturilor de microbiologie post-mortem pe baza
literaturii existente, Riedel [23] discutd cele doud teorii principale care explica cresterea
bacteriand in hemoculturile si culturile din tesuturi efectuate pe probe prelevate postmortem:
raspandirea agonald, respectiv transmigrarea bacteriand postmortem. In plus, autorul recunoaste
posibilitatea contamindrii iatrogene a a probelor post-mortem in timpul prelevarii. Pe baza
literaturii revizuite, se sustine relevanta culturile post-mortem pentru probe prelevate in urma
autopsiilor efectuate in primele 48 de ore dupa moarte, cu o probabilitate scazuta de raspandire

agonala si a tranlocarii bacteriene post-mortem.



CONTRIBUTII PERSONALE

Ipoteza de lucru si obiectivele generale

Infectiile asociate asistentei medicale ridica dificultati in practica medico-legald in ceea
ce priveste rolul in lantul tanatogenerator si in contextul acuzatiilor de deficiente in acordarea
asistentei medico-chirurgicale.

Obiectivele generale ale studiului doctoral au fost:

-conturarea protocolului de recoltare in centrul de studiu

-identificarea cronologiei decelarii tipurilor de rezistentd la antibiotice in examinarile
microbiologice postmortem

- evaluarea perceptiei subiective a medicilor legisti privitor la infectiile asociate
asistentei medicale (IAAM)
produsele biologice prelevate postmortem.
Metodologia generala a cercetarii

Evaluarea obiectivelor generale ale cercetarii doctorale s-a realizat prin 4 studii, dupa
cum urmeaza:

» Studiul I- Microbiologia postmortem Tn autopsii medico-legale — un studiu retrospectiv,
monocentric- Institutul National de Medicind Legala Mina Minovici, Bucuresti, Romania
(studiu epidemiologic retrospectiv)

» Studiul 11- Tendintele rezistentei antimicrobiene — Un studiu retrospectiv monocentric al
agentilor patogeni asociati asistentei medicale — modele de prelevare a probelor biologice
post-mortem la autopsiile medico-legale in Bucuresti (studiu epidemiologic retrospectiv)

» Studiul 111- Chestionar privind infectiile asociate asistentei medicale in practica medico-
legald (studiu observational prospectiv folosind ca instrument un sondaj online)

» Studiu IV - Teste rapide pentru rezistenta la carbapeneme efectuate direct pe produse
biologice prelevate postmortem - un studiu pilot prospectiv (studiu experimental

prospectiv)



6. Microbiologia postmortem 1in autopsii medico-legale — un studiu retrospectiv,
monocentric, In Romania
6.1 Introducere
Examinarile Microbiologice postmortem au fost un subiect controversat de-a lungul
anilor, desi valoarea culturilor de microbiologie post-mortem raméane promititoare. Scopul
acestui studiu a fost revizuirea procedurilor de prelevare microbiologica post-mortem si a
rezultatelor acestora intr-un singur centru din Bucuresti pe o perioada de 10 ani.
Obiectiv principal: -conturarea protocolului de recoltare in centrul de studiu
Obiective secuntare: -evaluarea contaminarii postmortem
-evaluarea translocarii bacteriene postmortem
-evaluarea relevantei examindrilor bacteriologice in practica
medico-legala necropsica

6.2. Material si metoda
Am efectuat un studiu retrospectiv, observational, unicentric, la Institutul National de

Medicind Legald Mina Minovici din Bucuresti, Roméania, analizdnd rezultatele examenelor
microbiologice post-mortem si dosarele de autopsie corespunzatoare, aferente perioadei 2011
pana in 2020. Datele colectate au fost incluse intr-o baza de date electronica folosind software-ul
Microsoft Excel 2010, analiza statistica a fost efectuata folosind IBM®SPSS Statistics pentru
Windows versiunea 24.0.

6.3. Rezultate

Pentru perioada de zece ani (2011-2020) inclusa in studiu, am regasit un numar de 630 de
cazuri in care au fost solicitate investigatii microbiologice. Analiza microbiologicd a fost
solicitatd In putine cazuri fatd de numarul total de autopsii - intre 1,89% si 5,59%.

Caracteristicile demografice ale populatiei studiate au fost urmatoarele: 245 de femei
(38,9%) si 385 de barbati (61,1%), intervalul de varsta 0 si 94 de ani, varsta medie de 52 de ani.
Decesele s-au produs in spital pentru 594 de cazuri (94,3%) si in afara spitalului pentru 36 de
cazuri (5,7% - caz de teren).

Pentru analiza tipului de esantion si microbiologia am folosit toate cele 630 de cazuri, dar
pentru constatdrile necropsice si documentele medicale nu am putut recupera 84 de dosare de
autopsie, incluzand astfel in evaluarea statistica doar 546 de cazuri (522 de cazuri de spital, 24 de

cazuri de teren). Acest lucru s-a datorat partial faptului ca unele dosare de autopsie au fost



solicitate si utilizate la instrumentarea unor dosare civile sau penale in desfasurare, sau
nefinalizate pentru anul 2020 la momentul colectarii datelor.

Modelele de esantionare au variat considerabil: pe parcursul celor zece ani am identificat
104 modele diferite pentru cazurile spitalicesti si 19 modele pentru cazurile de teren. Pentru
ambele subgrupe, hemoculturile post-mortem au fost cele mai frecvente analize, urmate de
tampoane traheale/probele de tesut pulmonar si, in sfarsit, tampoane de secretie plaga/proba de
tesut cutanat pentru cazurile de spital si mostre de recoltare pentru cazurile de teren.

Prelevarea a fost efectuata in primele doua zile (48h) in cadrul a 334 autopsii (53,0%) si
in primele 4 zile in cadrul a 579 autopsii (91,9%). In mod exceptional, pentru mai putin de 1%
dintre cazuri autopsia a fost efectuata mai tarziu de o saptamana.

Ca agent patogen din familia Enterobacteriaceae, Klebsiella pneumoniae a fost
microorganismul cel mai frecvent identificat in perioada de zece ani. Acinetobacter baumannii si
Pseudomonas aeruginosa au fost, de asemenea, printre primii trei agenti patogeni.
Staphylococcus aureus sau alti stafilococi nu au fost microorganisme identificate in mod obisnuit
n hemoculturi in cazurile studiului nostru.

Numarul de microorganisme/cultura nu a variat semnificativ in functie de tipul de caz,
astfel ca 70,8% din hemoculturile pentru cazurile de deces in spital au fost polimicrobiene, in
timp ce 31,3% au fost monomicrobiene pentru cazurile de teren (p=0,863).

Comparatia intre microorganismul identificat in hemoculturi si intervalul post-mortem a
identificat o singurda asociere semnificativa statistic, respectiv rezultatul Staphylococcus spp.
(spp. — polimicrobiene- microorganisme din familie) (mediana rezultate negative 2,68 + 1,28 zile
si pozitive 3,52 zile £1,209, p=0,003).

Nu a existat nici o asociere semnificativa statistic intre intervalul post-mortem si numarul
de microorganisme identificate (p=0,122).

Tn 85,5% dintre cazurile cu leziuni cutanate raportate la autopsie au fost identificate
culturi polimicrobiene (p=0,004, p<0,05)). Tn culturile pozitive au fost identificate cel mai
frecvent Acinetobacter baumannii i Pseudomonas aeruginosa (62,0%), urmate de
Enterococcaceae (56,10%), indiferent de intervalul post-mortem.

Am colectat date privind rezultatele microbiologiei Tnainte de deces din dosarele de
autopsie pentru 233 (42,6%) dintre decesele Tn spital dintre care 21 de cazuri (9,1%) au fost

negative. Tn acest subgrup, a existat o asociere intre probele pozitive de microbiologie din spital



si probele de microbiologie post-mortem (indiferent de tipul de probd) pentru Clostridium
difficile (p<0,001), Klebsiella pneumoniae (p=0,035) si Proteus mirabilis (p=0,018). In cazurile
care au avut culturi negative la microbiologie in spital, doar Staphilococcus aureus a fost
identificat Tn culturi post-mortem - 28,6 % (p=0,022).

6.4. Discutii
Datele noastre arata ca decesele intraspitalicesti si cazurile de teren nu diferd semnificativ

in ceea ce priveste numarul de microorganisme identificate intr-o hemocultura pozitiva. Desi in
microbiologia postmortem cresterea polimicrobiana este consideratd contaminare [24]-[26], sunt
si unele studii care raporteaza bacterii de crestere mixta ca agenti patogeni autentici [27]. Pentru
populatia studiului nostru, majoritatea probelor de tampone din secretie plagd sau de tesut
cutanat au fost polimicrobiene, indiferent de intervalul post-mortem, probabil din cauza
circumstantelor mortii (victime de arsuri, victime ale traumatismelor cu spitalizare prelungita,
pacienti imobilizati cu ulcere de presiune cunoscute a avea culturi polimicrobiene) [28]-[30].

Desi Clostridium spp., inclusiv Clostridium difficile [31], sunt membri cu crestere rapida
ai culturilor microbiene post-mortem, respectiv contaminanti, rezultatele noastre pozitive pentru
acesta din urma au fost in probe de fecale, cu corelatie statistica cu infectia documentata Tnainte
de deces.

Studiile anterioare au sugerat referitor la culturile de splind postmortem ca pot fi utile in
evaluarea eficacitatii tratamentului bacteriemiei antemortem [32], insd probele de splind au fost
rar prevelate in cazurile noastre de studiu, avand astfel date insuficiente in evaluarea relevantei
acestui tip de esantion. PMM pentru decesele in spital poate fi utilizat pentru a evalua raspunsul
la tratament [18], cu toate acestea, deteriorarea rapida a pacientului poate avea un efect neclar al
tratamentului antimicrobian asupra rezultatelor culturilor post-mortem [33]. Studiul nostru nu si-
a propus sd evalueze raspunsul la tratament, datele extrase din fisele medicale nu au inclus
debutul clinic si de laborator al infectiilor Tn spital sau tratamentul cu antibiotice primit,
conferind astfel o limitare a corelatiei cu rezultatele antemortem. Evaluarea postmortem a
eficacitatii tratamentului a fost o limitare a studiului nostru.

Colectarea de probe din cel putin doua locuri diferite de prelevare a crescut probabilitatea
identificarii unei infectii subiacente (potential fatald), asa cum a fost cazul culturilor de sange si

probelor pulmonare sau din diferite colectii.
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7. Tendintele rezistentei antimicrobiene — Un studiu retrospectiv monocentric al
agentilor patogeni asociati asistentei medicale — prelevare de probe post-mortem la
autopsiile medico-legale din Bucuresti

7.1. Introducere

Infectiile asociate asistentei medicale reprezintd o preocupare majord pentru sistemele de
ingrijire a sanatatii din intreaga lume. Microorganismele care dezvoltd rezistentd la antibiotice
puternice reprezintd o amenintare urgenta pentru sanatatea publica.

Prezentul studiu 1si propune sa caracterizeze tendintele rezistentei antimicrobiene intalnite n
probele microbiologice post-mortem prelevate in timpul autopsiilor medico-legale in Bucuresti,
Romania, pe o perioada de zece ani. Mai mult, am evaluat posibilitatea ca aceste examinari sa
identifice focare epidemiologice.

Obiectiv principal: - tendintele rezistentei antimicrobiene in examinarile bacteriologice
postmortem din centrul de studiu
Obiective secundare: -evaluarea rezistentei la antibiotice pentru unitatile medicale
cuprinse in cazuistica
-evaluarea rezistentei la antibiotice a bacteriilor intraspitalicesti

.....

7.2 Materiale si metoda
Pentru perioada 2010-2020 au fost selectate dosarele de autopsie care au

indeplinit doua criterii de includere, respectiv decesul survenit in timpul spitalizarii si recoltarea
de probe biologice pentru efectuarea examenelor microbiologcie postmortem. Din arhiva
Laboratorului de Prosectura al Institutului National de Medicind Legalda Mina Minovici s-au
selectat 516 cazuri de autopsie medico-legala care au indeplinit criteriile antementionate.
Clusterul, focarul IAAM a fost definit ca mai multe cazuri de IAAM care apar intr-0
unitate de asistentd medicald [34] in aceeasi perioada de timp. Deoarece autopsiile nu sunt
efectuate Tn mod obisnuit la toate decesele intraspitalicesti si ratele autopsiilor din spitale
continua sa scada [35] propunem, pentru epidemiologia retrospectiva post-mortem a IAAM, sa
se utilizeze o luna calendaristicd ca unitate de timp. Pentru evaluare, sunt necesare date privind
unitatea medicald. In ceea ce priveste durata spitalizarii, rimanem cu definitia IAAM [36],
infectie identificatd la peste 3 zile de la admisie. Microbiologia postmortem consta in rezultate

pozitive care identifica acelasi agent patogen cu rezistenta antimicrobiana (AMR) similara.
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7.3 Rezultate
Analiza probelor microbiologice a fost solicitata in cateva dintre autopsiile pentru decese

n spital efectuate in centrul nostru (1,68%-5,44% cazuri/an) si incluse in studiu 1,62%- 5,09%
autopsii/an. Am identificat 516 autopsii medico-legale care au indeplinit criteriile de includere.

Caracteristicile demografice ale populatiei studiate au fost urmatoarele: 310 barbati
(60,1%) s1 206 femeii (39,9%), intervalul de varsta cuprins intre 0 si 94 de ani, cu o varstd medie
de 57 de ani. Durata spitalizarii a fost Intre o zi (1) si 232 de zile, cu o medie de 10 zile; 401
pacienti (77,7%) au fost, de asemenea, internati in sectiile de terapie intensiva (ATI) si au avut
cele mai lungi perioade de spitalizare. Intervalul post-mortem, respectiv perioada intre deces si
autopsia medico-legala cu recoltarea de probe biologice a fost intre o zi (1) si 8 zile post-mortem
cu o mediana de 2 zile.

Pentru a evalua tipurile de probe prelevate si a schita un protocol de colectare ipotetic in
cadrul Institutului National de Medicind Legala Mina Minovici, am folosit functia Missing Value
Pattern oferitd de IBM SPSS Statistics 24.0 pentru cele 14 variabile corespunzatoare tipurilor de
probe biologice gasite a fi fost luate in timpul analizei retrospective a dosarelor de autopsie.
Rezumatul valorilor lipsa a relevat ca doar 12,9% dintre variabilele studiate aveau date complete.
Astfel, au fost utilizate 96 de seturi (combinatii) de produse biologice pentru cele 516 cazuri
incluse in studiu.

Rezistenta la antimicrobiene generala, crescutad, a enterobacteriilor este asociatd
semnificativ statistic cu perioada de spitalizare peste 3zile (p=0.018, p<0.05).

Folosind numarul de zile de spitalizare ca variabila continud se constatd o diferenta intre
mediile grupurilor, semnificativd, numarul de zile de spitalizare este mai mare pentru
enterobacteriile rezistente (F=6.538, p=0.011, p<0.05) identificate Tn hemoculturile pozitive
postmortem.

In ceea ce priveste perioadele de spitalizare in terapie intensivi, desi procentual se
observd o crestere direct proportionald a germenilor rezisteti, nu s-au obtinut asocieri
semnificativ statistice pentru tipurile de rezistenta ale enterobacteriilor.

S-a constat ca odatd cu cresterea perioadei de spitalizare creste si numarul de
enterobacterii rezistente pentru fiecare hemoculturda postmortem, un germene rezistent fiind
identificat la o medie de 4.34 zile si doi germeni la 4.82 zile, spre deosebire de 3 germeni

multirezisteti regasiti la 8.2 zile.
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Pseudomonas aeruginosa si Acinetobacter baumannii au fost identificate Tn hemoculturi
in mai putin de 20% din cazuri. S-au gasit tulpini de Pseudomonas aeruginosa multirezistente si
variante rezistente la carbapenemaze in 5,5% din cazuri. P.aeruginosa a fost asociatd cu
spitalizare prelungitd si spitalizare la ATIL. Tulpinile rezistente de P.aeruginosa par sd fie mai
frecvente cu spitalizare prelungita (spitalizare < 3 zile: 8,3% vs. spitalizare > 3 zile: 32,8%) fara
a atinge semnificatia statisticd (p=0,087). Hemoculturile pozitive pentru Acinetobacter
baumannii au fost asociate cu spitalizarea prelungitd (p=0,046,) in timp ce culturile pulmonare
pozitive pentru A. baumanii au fost asociate cu sederea prelungita la ATI (p=0,015).

Cazurile incluse in studiu au provenit din 29 de unitdti medicale din Bucuresti care au
fost anonimizate folosind Hn (H1-H29) si impartite in 6 categorii: 1-Spital de Urgenta, 2-Spital
de Boli Cronice, 3-Spital de Copii, 4-Spital de Boli Infectioase. , 5-Spitalul Privat, 6-Maternitate.
Cazurile incluse in studiu au provenit in mare parte din spitalele de urgenta (69,8%), urmate de
spitalele de boli cronice (12%). Tulpinile rezistente la antibiotice (ESBL, CP, MDR -
predominant A. baumannii) au fost identificate in principal in spitalele de urgentd, peste 75%
dintre tulpinile rezistente, iar enterococci rezistenti la vancomicina au fost gasite numai in acest
tip de unitate.

Microbiologia post-mortem aratd o imagine retrospectivi a AMR in spitalele din
Bucuresti, Romania, intre 2011 si 2020: variantele ESBL sunt predominante cu un varf
semnificativ in 2016, variantele CR (producator de carbapenemaza si neproducdtor de
carbapenemaza), au fost rare (<10 cazuri). /an) pana in 2019 cand au depasit variantele ESBL.
Alte izolate MDR si VR au o ratd de identificare scazutd, dar constantd, mai mica de 10
cazuri/an.

Astfel, pentru perioada de studiu am recuperat maximum 6 cazuri din aceeasi unitate
medicala care au fost autopsiate medico-legal in aceeasi lund. Am fincercat o analiza
retrospectivd a principalelor microorganisme virulente din mediul spitalicesc si anume
Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter spp. cunoscute sub acronimul ESKAPE.

Astfel, au fost recuperate 11 clustere cu microorganismele mentionate anterior, decesele
survenite in doar 3 unitati medicale (H1 si H2 sunt Spitale de Urgenta din Bucuresti, H17 - Spital

de Boli Cronice din Bucuresti).
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7.4 Discutii
Agentii patogeni rezistenti la antimicrobieni la pacientii spitalizati sunt de mare

ingrijorare pentru medicii din intreaga lume.

Microbiologia postmortem a avut o relevantd indoielnica in trecut, dar a castigat
relevanta in prelevarea de probe in urma deceselor in spital prin cercetari sistematice.

Acesta este primul studiu sistematic uniccentric care descrie identificarea variantelor
AMR ale microorganismelor specifice mediilor spitalicesti recuperate din prelevarea de probe
post-mortem in timpul autopsiilor medico-legale din Romania.

Cu toate acestea, aceasta analiza retrospectivd are cateva limite care contribuie la o
subestimare la nivel clinic.

In primul rand, numirul de autopsii medico-legale in care s-a solicitat microbiologia
post-mortem este mic, deoarece acest tip de investigatie nu este un standard in protocoalele de
autopsie din Romania si este solicitat de la caz la caz de medicul legist.

In al doilea rand, modelele eterogene de esantionare identificate in studiul nostru constau
din 14 tipuri de esantioane in 96 de combinatii care interfereaza cu asocierea rezultatelor
microbiologice si a infectiei/locului de infectie confirmat histologic. Aceastd variatie determina
necesitatea unui protocol de esantionare standardizat.

Tn al treilea rand, conform legislatiei romane, nu toate decesele in spital sunt supuse unei
autopsii medico-legale.

Prin urmare, aceste rezultate post-mortem sunt aplicabile pentru o mica parte din cazuri:
decese violente sau suspecte pentru care 0 autopsie medico-legala este ordonantata de autoritati,
ceea ce determina o subestimare a AMR prin prezentul studiu; indicatorii epidemiologici, cum ar
fi incidenta si prevalenta, sunt considerati irelevanti pentru studiul nostru.

Alte limite includ indisponibilitatea datelor privind istoricul medical si spitalizarile

anterioare care ar servi la conturarea unei imagini epidemiologice mai complexe.

8. Chestionar privind infectiile asociate asistentei medicale in practica medico-legali
8.1.Introducere
In practica medicala folosirea sondajelor asupra unor populatii tintd (pacienti, personal

medical) poate fi un instrument de imbunatatire a calitatii serviciilor [37], [38].
Cercetarea prin intermediul sondajelor este o metodd comuna pentru studiile din

domeniul medical sau al serviciilor medicale. Chestionarele folosite sunt structurate pentru a
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obtine o imagine la un anumit moment in timp, fiind potrivite predominant pentru studii
descritive.

Scopul acestui studiu a fost sa evalueze opinia profesionistilor din specialitatea medicina-
legald, asupra cazuisticii necropsice si clinice medico-legale privitoare la infectiile asociate
asistentei medicale (IAAM).

Obiectiv principal - evaluarea perceptiei subiective a medicilor legisti privitor
la infectiile asociate asistentei medicale (IAAM) in practica

Obiective secundare - evaluarea rationamentului privind practica necropsica in
cazurile cu IAAM

- evaluarea rationamentului privind practica clinicd medico-
legald in cazurile cu [JAAM

8.2.Material si Metoda
S-a efectuat un studiu observational folosind ca instrument un sondaj online cu titlul

,»Chestionar privind infectiile asociate asistentei medicale in practica medico-legala”. Datele
colectate au fost incluse intr-o baza de date electronica si analiza Statisticd a fost efectuata
folosind IBM®SPSS Statistics pentru Windows versiunea 24.0.

8.3.Rezultate
S-au colectat 24 de raspunsuri.

Prezentam rezultatele structurate pe 3 categorii: date socio-profesionale; aspecte legate de
cazuisticd; aspecte privind rationamentul profesional.

Legat de cazuistica, se pare ca respondetii au intdlnit rar in lucrarile medico-legale
obiective referitoare la IAAM (17 respondenti, 70.8%), mai frecvent in lucrdri de tipul noua
expertiza (10 respondenti, 41,7%), predominant in cazuri de traumatologie la persoane care
aveau si afectiuni patologice preexistente (17 respondenti, 70.8%), cu deces ulterior infectiei (20
respondenti, 83.3%).. Cazurile proveneau predominant din sectii de chirurgie.

Au fost solicitate rar opinii de specialitate (boli infectioase/epidemiologie), la elaborarea
concluziilor fiind avute in vedere predominant elementele prevdzute de legislatia nationald,
anchetele epidemiologice, rezistenta la antibiotice a microorganismelor identificate si opiniile de
specialitate;

Referitor la rationamentul profesional am folosit ntrebari cu raspuns scalabil si subliniem
ca abordarea respondentilor a fost aplicatd la caz, simpla identificare a unei IAAM la un caz nu

orienteazd asupra prezentei sau absentei deficientelor in acordarea asistentei medicale.
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- majoritatea respondentior nu considerd IAAM deficientd daca aceasta a fost identificatd si
tratatd, ci In situatiile in care a fost identificatd si netratatd sau neindentificatd si implicit
netratata;
-in cazurile de traumatologie respondentii au considerat ca aparitia unei IAAM poate cel mult sa
influenteze tipul legaturii de cauzalitate, fara a fi cu caracter de obligativitate — ntotdeauna - o
cauzalitate indirecta
8.4.Discutii

Printre limitarile acestei cercetdri avem numarul mic de respondenti care oferd o imagine

partiala si faptul ca sondajul a fost doar la nivel national;

9. Evaluarea performantei testelor RESIST-5 O.K.N.V.I. pentru probe biologice
postmortem - Studiu pilot prospectiv

9.1. Introducere
Tn acest studiu, performanta testelor RESIST-5 OKNVI a fost evaluata ca fiind

capacitatea de detectare si diferentiere a celor cinci izoenzime (carbapenemaze) in probe
biologice postmortem impure si culturi bacteriologice pure rezultate din aceste probe ca standard
de referinta.

Scopul studiului este de a determina sensibilitatea si specificitatea testelor rapide pentru
rezistenta la carbapeneme postmortem in produse biologice, precum si fezabilitatea testelor
rapide si de a vedea dacd acestea pot ajuta medicul legist/anatomopatolog in ceea ce priveste
oportunitatea testarii rezistentei la carbapeneme postmortem.

Obiectiv principal ~ -Identificarea sensibilitatii testelor rapide pentru rezistenta la
carbapeneme direct pe produsele biologice prelevate postmortem.

Obiectiv secundar -Compararea semicantitativd a prezentei bacteriilor in probele
biologice

9.2. Material si Metoda
Am efectuat un studiu pilot prospectiv, cu un singur centru, care evalueaza testarea

rezistentei la carbapenemaze la fata locului din probe post-mortem, comparativ cu testarea din
culturi pure dupa inoculare, izolare si identificarea agentilor cauzali.

Criteriile de includere a pacientilor au fost urmatoarele: durata spitalizarii mai mare de 3
zile, o bacterie rezistentd la carbapenem (CR) identificatd 1nainte de deces, bacteriologie post-

mortem comandata de medic patolog pentru evaluarea cauzei decesului.
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In timpul autopsiei, au fost recoltate patru tampoane pentru fiecare specimen, dupd cum
urmeaza:

*Tampon I a fost testat la fata locului, imediat dupa prelevare. Tamponul a fost scufundat
ntr-un tub semirigid care continea 12 picaturi de tampon LY-A, amestecat bine, iar proba diluata
a fost transferata prin pipeta pe fiecare dintre cele doua casete de RESIST-5 OKNVI, rezultatele
au fost citite dupa 15 minute (testul I).

*Tampon II a fost testat in laboratorul local. Tamponul a fost folosit pentru a inocula
BrillianceTM ESBL Agar (Oxoid, Basingstoke, Marea Britanie) - o placa de screening
cromogena pentru detectarea organismelor producitoare de B-lactamaze cu spectru extins.
Placile de agar BrillianceTM ESBL au fost examinate dupa incubare la 36°C £ 2°C timp de 18
pana la 24 de ore. Daca agarul a prezentat populatii mixte, a fost obtinutd o placa de izolare
pentru a separa in continuare microorganismele individuale.

Odata ce au fost obtinute culturi pure, testarea RESIST-5 OKNVI a fost efectuatd conform
instructiunilor producatorului (testul II). Rezultatele au fost obtinute in 1-2 zile, in functie de
cresterea culturilor si de instalatiile de incubare.

9.3. Rezultate
Un numar de 200 de autopsii au fost efectuate la Institutul National de Medicina Legala

Mina Minovici n lunile iunie - iulie 2022. Am identificat 21 de autopsii medico-legale care au
indeplinit criteriile de includere si pentru 14 dintre ele au fost disponibile date complete si au fost
incluse in studiul de fata.

Am efectuat 39 de teste rapide RESIST-5 OKNVI pe 19 probe biologice, cel putin o
probd/caz, pentru 5 cazuri s-au recoltat doud probe biologice. Pentru doud probe primele teste au
fost negative si dupa 24 de ore de incubare nu au crescut microorganisme pe Oxoid Brilliance
ESBL Agar, astfel incat pentru aceste probe nu a fost efectuat al doilea set de teste.

Tn probele de studiu, testele RESIST-5 OKNVI direct din probe biologice au aratat o
sensibilitate globala de 92,3% si o specificitate de 100%, valoare predictiva pozitiva 100%,
valoare predictiva negativa 80,0%. In setul doi de teste pentru 10 culturi, rezultatele au fost
pozitive pentru 2 tipuri de izoenzime CR.

Tn studiul nostru nu au fost identificate variante de IMP, variantele VIM au fost prezente

in 2 cazuri, varianta NDM 1n 10 cazuri, KPC 1n 3 cazuri si OXA-48 in 8 cazuri.
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Pentru variantele KPC am recuperat o sensibilitate de 100% cu o specificitate de 92,9%.
Pentru VIM si NDM specificitatea globald a fost de 100%, dar sensibilitatea a fost sub 80%.
Variantele OXA-48 au fost identificate direct din probe biologice cu o sensibilitate de 75,0% si o
specificitate de 77,8%.

Intervalul post-mortem pentru esantionare nu a aratat o influentd semnificativa statistic
asupra rezultatelor testului Il (p=0,212) atunci cand am comparat probele prelevate in primele 24
de ore cu cele prelevate mai tarziu, pana la 6 zile, iar concordanta testului I si testului II pentru
variantele CP nu a demonstrat. modificati cu intervalul postmortem in zile (NDM [F(5,13)=0,99,
p=0,460], VIM [F(5,13)=1,09, p=0,409], KPC [F(5,13)=0,35, p=0,870], OXA-48 [F(5,13)=2,58,
p=0,078]).

9.4. Discutii
Izolatele producédtoare de carbapenemaze sunt in crestere atat in spital, cat si in

comunitate [39], precum si la animale [40]. Pentru practica de medicina legala, aceste infectii
ridicd mai multe probleme cu privire la acuzatiile de neglijentd care se concentreaza pe infectii
nediagnosticate asociate asistentei medicale sau tratamentului/antibiotic inainte de deces.

Intrucat bacteriologia post-mortem este rar solicitata in timpul autopsiilor medico-legale
in centrul nostru, partial pentru ca sunt examindri costisitoare si consumatoare de timp si
deoarece testele rapide cu aplicatii post-mortem sunt in curs de dezvoltare, am vrut sa le vedem
performanta si in prelevarea de probe post-mortem.

Sensibilitatea generala si specificitatea RESIST-5 OKNVI pentru esantionarea
postmortem a fost satisfacatoare. Consideram ca aceste rezultate la testele rapide, direct din
probd biologicd si nu din culturd, s-au datorat calitatii specimenului, nediluat ca lavajul
traheal/bronsic

Prelevarea post-mortem pentru bacteriologie se recomanda sa fie efectuatd in primele 24
de ore [18] dupa moarte, cu toate acestea, intervalul post-mortem de recoltare pentru probele
noastre nu a afectat concordanta rezultatelor cu testele efectuate direct din culturile bacteriene.

Desi limitate de dimensiunea micd a esantionului, rezultatele noastre au aratat o corelatie
buna intre testul efectuat direct din probe biologice si rezultatul din culturi pure dupa 24/48 de

ore de incubatie.
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10. Discutii generale

Lipsa unui protocol de esantionare PMM este ilustratd si de eterogenitatea modelelor
identificate Tn datele noastre pe o perioada de 10 ani (104 modele diferite pentru cazurile cu
deces in unitati medicale si 19 modele pentru cazurile de teren)[41].

Similar cu studiile anterioare in domeniu, datele noastre sustin contaminarea probei, cand
rezultatul examinarii microbiologice postmortem este Staphylococcus spp. (p=0,003), respectiv o
hemocultura polimicrobiana din aceasta familie [26], [42], [43]. Studii recente pe modele
animale aratd cd din ziua 2 pand in ziua 18 postmortem Staphylococcus spp. sunt genul
predominant identificat precum contaminant de recoltare [44].

Izolatele de Enterobacteriaceae producatoare de carbapenemaza (CPE) din rezultatele
noastre de microbiologie post-mortem au crescut in frecventa in 2019 [45], aspect ce coincide si
cu rapoartele autoritatilor de sanatate publica din Romania [17]. Variantele ESBL au scazut pe
masurd ce CP a crescut, posibil din cauza unei cresteri a utilizarii terapiei cu carbapeneme.
Variantele de AMR de mare ingrijorare in zilele noastre, cum ar fi S. aureus rezistent la
vancomicind sau CP A. baumannii nu au fost identificate in probele noastre. Enterococii
rezistenti la vancomicind nu au fost izolati in prima jumatate a perioadei de studiu (2011-2014).

Incercarea noastra de a descrie focarele IAAM prin rezultate microbiologice post-mortem
si de recuperare a clusterelor/focarelor epidemiologice a avut cateva limitari, in principal din
cauza numarului mic de cazuri/unitate medicald/luna.

. Includerea specialitatii medicina-legala in Romania intr-un sistem de supraveghere a
[AAM la nivel national ar presupune pentru fezabilitate o etapizare.

In ceea ce priveste chestionarul completat online de specialistii in domeniu este interesant
ca am regasit un numar ridicat de respondenti care considera oportuna implicarea medicinei
legale 1n supraveghere, chiar si in absenta unui cadru legal explicit.

In studiul al 4-lea, testele rapide utilizate au fost complexe si au testat 5 variante de
carbapenemaze, dar intrucat nu am recuperat variante IMP si doar doua variante VIM in 19
probe, sugeram ca versiunile anterioare ar fi suficiente, precum RESIST-4 OKNV [46][47] sau
RESIST -3 OKN [48], pentru screening post-mortem al microorganismelor CP-CR[49]. Tn
constatarile macroscopice de infectie cu sau fara agent etiologic cunoscut anterior, screening-ul
pentru rezistenta la carbapenem poate ghida in solicitarea unui examen bacteriologic post-

mortem complet.
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Concluzii

Pe baza rezultatelor celor patru studii efectuate in cadrul cercetdrii doctorale formulam
urmatoarele concluzii:

Referitor la obiectivul general al primului studiu s-a constat ca prelevarea postmortem a
probelor biologice pentru examene microbiologice in centrul de studiu este eterogena, cu o mare
varietate de modele (104 modele pentru cazurile de deces in unitati medicale si 19 modele pentru
cazurile de teren).

Totodata s-a stabilit o corelatie intre rezultatele culturilor post-mortem, prelevate din
diferite locuri anatomice, cu aspectele macroscopice necropsice si constatarile histologice, care
poate permite medicului legist sd identifice agentul etiologic al infectiei antemortem si sa ofere
un ajutor semnificativ in stabilirea cauzei exacte a decesului.

Rezultatele noastre au fost promitatoare in reconfirmarea unui microorganism identificat
antemortem 1n unitatile medicale.

Un rezultat de hemocultura pozitiva pentru Staphylococcus spp., fara identificarea unui
microorganism specific, este mai probabil datorat contaminarii post-mortem fata de rolul sau ca
agent etiologic.

In cel de-al doilea studiu, referitor la tendintele rezistentei antimicrobiene, rezultatele au
aratat ca vriantele producatoare de carbapenemaze ale speciilor din familia Enterobacteriacceae
au fost identificate incad din 2011 si s-au mentinut relativ constante pana in 2019, cand s-a constat
o crestere semnificativa care a coincis si cu datele de specialiate raportate la nivel national, fiind
la acel moment un element de ingrijorare pentru institutile medicale. Rezistenta la vancomicina
n lotul de studiu a fost identificatd numai la speciile de Enterococcus (E. faecium si E. faecalis)
incepand cu anul 2015.

Secundar, prezenta agentilor patogeni cunoscuti sub acronimul ESKAPE si rezistenta
antimicrobiana a acestora au fost asociate cu spitalizarea prelungita totald in spital, respectiv
spitalizarea n sectiile de terapie intensiva (peste 3 zile).

Rezultatele noastre au fost promitatoare pentru utilizarea microbiologiei post-mortem Tn
practica medicinei legale ca o metoda de identificare a infectiilor asociate asistentei medicale (
IAAM ) in unitatile cu risc ridicat si poate fi o0 metoda suplimentara utild pentru supravegherea

IAAM. Criteriile propuse pentru identificarea clusterele/ focarele epidemiologice postmortem au
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putut identifica 7 posibile clustere IAAM prin analiza retrospectiva, un rezultat promitator pentru
studii prospective ulterioare.

Referitor la problematica infectiile asociate asistentei medicale in practica medico-legala,
n cel de-al treilea studiu raspunsurile profesionistilor din specialitatea medicina-legala au aratat
ca in practica existd o abordare aplicatd la caz, 0 infectie asociatd asistentei medicale a fost
consideratd de catre majoritatea respondentilor deficientd 1n acordarea asistentei
medicale/medico-chirurgicale in doud situatii: dacad nu a fost identificatd infectia si implicit
netratatd specific sau daca a fost confirmata infectia dar netratata.

Rezultatele celui de-al patrulea studiu au aratat ca utilizarea testelor RESIST-5 OKNVI
pe probe biologice recoltate de la cadavru in timpul autopsiei medico-legale, desi pe un lot mic
de studiu, s-a dovedit utila si s-a observat ca rezultatele sunt fezabile, respectiv identificarea
prezentei si tipului de carbapenemaza, direct din proba recoltata, fara a fi nevoie de culturi, cu 0
sensibilitate generala de 92,3% si o specificitate de 100%, reprezentdnd un element de
predictibilitate cu specificitate crescuta pentru diagnosticul post-mortem al acestor infectii.

S-a observat, de asemenea, ca utilizarea procedurii de screening post-mortem pentru
rezistenta la carbapeneme ajutd la selectarea cazurilor pentru analize ulterioare cu examindri
bacteriologice post-mortem complete.

Contributia personali a cercetérii din teza de doctorat consta n:

1. Demonstrarea rolului examinarilor bacteriologice post-mortem in identificarea
agentului etiologic implicat in lantul tanatogenerator, rezultatele studiului aratand 0 asociere
corecta intre culturile pozitive si sediul infectiei confirmat macro sau microscopic.

2. Exemplificarea rolului specialitdtii medicind-legala in problematica rezistentei la
antimicrobiene, aratand ca studiile retrospective post-mortem tind sa ofere o imagine in oglinda a
situatiei din unitatile medicale.

3. Propunerea unor criterii postmortem de identificare a focarelor de infectii asociate
asistentei medicale, venind In sustinerea politicilor de sdnatate publica nationale, cu rezultate
promitatoare, care se preteaza pentru studii prospective, posibil si ca un element constitutiv al
unor sisteme de supraveghere nationale.
carbapeneme, in cadrul unui studiu prospectiv, fiind prima cercetare care vizeaza aplicabilitatea

acestora direct pentru probele prelevate necropsic cu testare in cadrul autopsie.
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