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Testarea difuzimetrica

Page 2
						

Testare discuriRezultate
 necorespunzatoare
 Mediu CitireInterpretare
 Discuri
 Tulpina bacteriana
 Control intern de calitate
 Tehnica de lucru
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Crescuta > 18-20hFlora mixtaCultura pe mediu inhibant- selectiv
 diferential
 Alt mediu decat Mueller-HintonTurnat in laborator necontrolat
 pH, grosime, sterilitate
 Tulpina bacteriana
 Mediu
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Utilizare discuri fara importanta pentru specia bacteriana Pastrare in conditii necorespunzatoareUtilizare peste limita de valabilitate
 Inocul bacterian nestandardizatNeechilibrarea termica a discurilorNerespectare
 Numarului de discuri/ placaTimpilor de lucru– 15 minTimpului de incubare
 Tehnica de lucru
 Discuri
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Masurare inexacta mmNerespectarea ghidurilor
 Neefectuarea dupa punerea la punct a metodei a controlului saptamanalZone mai mici pentru discurile care se inactiveaza
 repede ex.: AMC, IPM, SXT
 Citire Interpretare
 Controlul intern de calitate
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Posibilitati de detectare a mecanismelor de rezistenta
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Determinarea ESBLDaca se utilizeaza criteriile interpretative
 EUCAST 2013 si CLSI 2013 Nu este necesara Testarea pentru ESBL Modificarea rezultatelor pentru :
 cefalosporine aztreonampeniciline
 Testarea ESBL se recomanda/ este obligatorie Investigatii in scop epidemiologic/control a
 infectiilor
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Suspiciune ESBLSe efectueaza testare ESBL daca la unul din preparatele antimicrobiene din tabel zonele de inhibitie corespund Utilizarea mai multor substante antimicrobiene creste sensibilitatea detectiei
 • Tehnica standard pentru metoda difuzimetrica• Incubare 35±10C. Atmosfera obisnuita• Citire 16-18 h.
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Control intern de calitatetest screening ESBL
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Test –confirmare fenotipica ESBL CLSI 2013
 Discuri– Ceftazidim 30 μg– Ceftazidim/acid clavulanic 30/10 μg– Cefotaxim 30 μg– Cefotaxim/acid clavulanic 30/10 μg
 Tehnica standard pentru metoda difuzimetrica– Incubare 35±20C– Atmosfera obisnuita– Citire 16-18 h
 Interpretare – Test pozitiv - Cresterea zonei de inhibitie ≥ 5mm pentru combinatia cu acid clavulanic
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Provizoriu detectare ESBLPrin metoda difuzimetrica standardAsezarea discurilor la 2 cm distantaDe o parte si cealalta a discului cu
 amoxicilina/acid clavulanic se plaseaza discurile cu ceftazidim si cefotaxim
 Ceftazidim Cefotaxim
 Amoxicilina/Acid clavulanic
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Se pot utiliza pentru detectarea ESBL Discuri ceftazidim, cefotaxim, cefepim si aztreonam in jurul discului cu amoxicilina/acid clavulanic.Daca la 2 cm distanta intre discuri nu apare zona de inhibitie intre AMC si cefalosporine se repeta testul la 1 cm distanta.
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ESBL K.pneumoniae
 AMP
 AMC
 SAM
 FEP
 CAZCXM
 TZP
 CRO
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Control intern de calitate test de confirmare fenotipica
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Klebsiella pneumoniae limita testului
 Pot fi identificate rareori tulpini ESBL producatoare fara a se decela marirea zonei de inhibitie la asociatia cefalosporine/acid clavulanic in cazul - prezentei mai mult de un tip de ESBL- producerii de alte β lactamaze care mascheaza ESBL- AmpC- prezentei ESBL + mutatie porine

Page 16
						

ChromID ESBL (bioMerieux)
 E. coli rosuK. pneumoniae verdeP. mirabilis cafeniu
 •Agar selectiv cu antibiotice inclusiv cefpodoxime•Detectie rapida a enterobacteriilor ESBL+ in 18-24 ore•Decelare purtatori
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AmpC beta lactamaza 1981 Clasa C – Ambler 1- Bush
 Gene - parte a unui integronLocalizata in periplasmaActiva pe
 cefamicine ( FOX, CFT) Oxyimino-cefalosporine (CAZ, CTX, CRO) Monobactame (AZT)
 Afinitatea mai mica cefepim, cefpirom, carbapeneme
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AmpC derepresata/ plasmidica testare cu discuri
 Se suspecteaza: Rezistenta la a 3-a gen. cefalosporine Rezistenta la cefoxitin (zona < 16 mm) Lipsa sinergismului cefalosporina/clavulanatI/R la Amoxycillin+clavulanate Discuri Cefotaxime (CAZ30)
 Cefotaxime + Cloxacillin (CTXCX) Ceftazidime (CAZ30) Ceftazidime + Cloxacillin (CAZCX).
 Mueller Hinton agar (McFarland 0.5).
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Interpretare test AmpC Cefotaxime+Cloxacillin Zona inhibitie ≥ 5 mm decat la Cefotaxime singursi/sau Ceftazidime+Cloxacillin Zona inhibitie ≥ 5 mm decat la Ceftazidime singur
 indica prezenta unei AmpC
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Teste confirmatoare cu discuri pentru ESBL si AmpCTulpina ATCC 700603 produce ESBL si nu AmpC –lactamaseTulpina R154 produce AmpC -lactamase si nu ESBL.CAZ=ceftazidim; CAZ CLA=ceftazidime si acid clavulanic; CTT=cefotetan; CTT + bor=cefotetan si 400 μg acid boronic.
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Etest AmpC
 cefotetan +/- cloxacillin cefoxitin +/-cloxacillin
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Rezistenta la carbapenemeClasificarea Ambler
 Clasa A Clasa B Clasa D Clasa C Sensibile la Metalo β lactamaze Oxacilinaze AmpC
 inhibitori β lactam Cefalosporinaze
 KPC VIM, IPM OXA-48 HiperexpresieGES, IMI, SME SPM, SIM, GIM Variante OXA +alte mecanisme
 NMC-A NDM-1 impermeabilitate/ porine sau eflux
 Descresterea sensibilitatii sau rezistenta la carbapeneme
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Carbapeneme EUCAST 2013-▸Punctele de ruptura pentru enterobacterii
 deceleaza rezistenta clinica importanta (inclusiv majoritatea carbapenemazelor)
 ▸Unele tulpini care produc carbapenemaza pot fi sensibile cf. punctelor de ruptura; se raporteaza cum s-a obtinut prin testare S, I sau R
 ▸Prezenta carbapenemazelor nu influenteaza includerea in categoriile S sau R
 ▸Decelarea carbapenemazelor se recomanda sau este obligatorie pentru controlul infectiilor
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Enterobactriaceae – suspiciunea de producere carbapenemazaIntermediar sau rezistent la o carbapenemaCel mai bun indicator- ertapenemulRezistenta la una sau mai multe cefalosporine
 generatia III-a
 Ceftazidim CefoperazonaCefotaxim CeftizoximCeftriaxon
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Se suspecteaza
 CarbapenemazaErtapenem zona ≤ 22 mm (Enterobacteriaceae) sau meropenem zona
 <25 mm (Enterobacteriaceae/P. aeruginosa).
 MBLRezistenta la ceftazidim Lipsa sinergiei cefalosporine/clavulanatSensibilitate redusa la carbapeneme
 KPCTest negative test metalo-β-lactamazaSinergie intre acidul boronic si carbapeneme Lipsa sinergiei intre cloxacilina si carbapeneme
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Test confirmator carbapenemaza metoda MHT (Modified Hodge Test) CLSI 2013Mediu – agar Mueller HintonInocul
 E.coli ATCC 25922 – suspensie etalonata 0,5 McFarland diluata 1/10 cu ser fiziologic sau bulion
 Inocularea mediuluiMetoda standard difuzimetricaUscarea 3-10 minute
 Depunerea unui disc de ertapenem 10μg / meropenem 10μg
 Inocularea cu ansa perpendicular pe disc -2-2,5 cm- tulpina se studiat- tulpini martor negativ, martor pozitiv
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MartoriPozitiv – Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-1705Negativ – Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-1706
 Incubare 35±20C atmosfera obisnuitaCitire 16-20h
 Tulpina testata
 K. pneumoniae K. pneumoniae ATCC BAA-1705 ATCC BAA-1706pozitiv
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Limitele testuluiNu toate enterobacteriilor
 producatoare de carbapenemaza dau testul pozitiv
 Testul pozitiv poate fi datorat si altor mecanisme
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Testul Hodge modificat
 Sensibilitate excelenta pentru enterobacterii producatoare de carbapenemaze
 clasa A Ambler (KPC) clasa D (OXA-48)
 Sensibilitate scazuta pentru NDM-1 (50%) Creste la 85,7% adaugare ZnSO4 (100 μg/ml)
 in mediul de cultura Specificitate redusa Necesita 18-24 h
 Girlich D., Poirel L., Nordmann P. -J. Clin. Microbiol. 2012 ; 50:2 477-479
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Girlich D., Poirel L., Nordmann P. -J. Clin. Microbiol. 2012 ; 50:2 477-479;
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Etest MBL

Page 32
						

Detectia KPC + MBL Discuri1. Meropenem (MRP10) 2. Meropenem+DPA (MR+DP) acid dipicolinic3. Meropenem+Boronic (MR+BO) 4. Meropenem+Cloxacillin (MR+CL) Placa inoculata Mueller Hinton agar (McFarland 0.5)
 KPC pozitiv 3
 KPC pozitiv 3
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Interpretare discuriMeropenem + Acid boronic  Zona inhibitie ≥ 5 mm decatMeropenem siMeropenem+Cloxacillin indica prezenta KPC (sau alta din clasa A)
 Meropenem+Acid boronic si Meropenem+Cloxacilin  Zona inhibitie ≥ 5 mm decat Meropenem indica hiperproductia AmpC + pierderea porinei sau eflux (30)
 Meropenem +DPA  Zona inhibitie ≥ 5 mm decat Meropenem indica prezenta unei metalo-β-lactamaze (MBL)
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Detectia oxacilinazei(Clasa D carbapenemaze)
 Prezenta suspectataZone inhibitie < 22 mm la Ertapenem si/sau
 <25 mm la MeropenemTeste MBL negativLipsa sinergiei intre acidul boronic/cloxacilina si
 carbapeneme (una sau ambele)Testul sinergiei negativ (sau slab pozitive) intre
 clavulanat (AMC) and carbapeneme (una sau ambele)Test Hodge modificat pozitiv
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Detectie carbapenemazeMeropenem Meropenem +
 Acid dipicolinicMeropenem + Acid boronic
 Meropenem + Cloxacilina
 Metalo β lactamaze
 Sinergie Lipsa sinergiei Lipsa sinergiei
 KPC Lipsa sinergiei Sinergie Lipsa sinergiei
 AmpC Lipsa sinergiei Sinergie Sinergie
 Oxacilinaze Lipsa sinergiei Lipsa sinergiei Lipsa sinergiei
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ChromID® CARBA agar (bioMérieux) Mediu cromogen - screening enterobacterii
 producatoare carbapenemaza18-24 ore
 ▸Sensibilitate mare 97.4% [93.4-99.3] ▸Specificitate mare 99.7% [98.9-100.0] ▸Pentru portaj (fecale, tampoane rectale)
 Specificitate alte medii ◦ ColorexTMKPC (Biomed Diagnostics) 86%
 BrillianceCRE (Oxoid)85%
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ChromID® CARBA agar
 Enterobacter cloacae
 Klebsiella pneumoniae
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ChromID®OXA 48K. pneumoniae (colonii verzi)E. coli (colonii rosii)
 UtilizareachromID®CARBA si achromID®OXA 48 permite detectia tuturor carbapenemazelor clinic relevante
 Dévigne L et all. First evaluation of chromID® OXA-48 agar a new chromogenic medium for detection of Enterobacteriaceae producing OXA-48 carbapenemase –Poster ECCMID Berlin 2013
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Alte teste- carbapenemaza• Carba NP*
 – Lizat din cultura din antibiograma difuzimetrica suspecta - prelucrat
 – Solutie imipenem, rosu fenol si Zn SO4– 30 μl suspensie bacteriana enzimatica +100 μl sol
 imipenem + rosu fenol - placi cu godeuri– Incubare la 370C max. 2h– Citire –culoare galbena – test pozitiv
 • Metode moleculare– PCR
 *Nordmann P and all.Emerging Infectious Diseases. 2012; 18:1503-1507
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Carba NP
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Strategia pentru identificarea enterobacteriilor producatoare de carbapenemaze.
 Timpul necesar pentru efectuarea testului este indicat in fata fiecarui test.
 Numarul de $ indica costul relativ al fiecarui test.
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Aminoglicozide
 Modificare – Enzime –mecanism majorAAC - N-AcetiltransferazeANT – O-AdenyltransferazeAPH – O-Phosphotransferaze
 Reducerea concentratiei intracelulare Mutatii la nivelul ribozomului
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Modificare enzimatica Aminoglicozide
 > 50 enzimeConfera nivel inalt de rezistentaCodificate – plasmide, transpozoniOriginea probabila
 Organisme care produc aminoglicozideMutatii gene care codifica respiratia bacteriana
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Fenotipuri de rezistenta la aminoglicozide Enterobacteriacae (exceptie Klebsiella spp. si Serratia spp.)
 Fenotip Clasic AAC(3)I AAC(3)II AAC(3)IV AAC(6’) ANT(2’) APH(3;)
 Gentamicina S R R R S/r R S
 Netilmicina S S R R R S S
 Tobramicina S S R R R R S
 Amikacina S S S S R S S
 Kanamicina S S R r R R R
 Neomicina S S S R R S R
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Testul D –dublu disc difuzieRezistenta MLS
 Eritromicina -15 μgClindamicina - 2 μgR≤13mmS ≥ 21mm
 Stafilococi
 Streptococi
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StafilococDisc diffusion test pentru rezistenta inductibila la clindamicina(a)Eritromicina rezistent si clindamicina sensibil fenotip Mb) Eritromicina rezistent si clindamicina sensibil -zona D la clindamicina Fenotip MLSB inductibil. (c) Rezistenta la ambele preparate Fenotip MLSB constitutiv
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Crom ID MRSA
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GeneXpert System Xpert® - test calitativ real-time PCR – detectie
 automata a tulpinilor cu gene de rezistenta
 Xpert®vanA – gena vanA -90 minXpert® MRSA/SA SSTI –Xpert® MRSA/SA BC - 50 μl Xpert® MRSA - gena mecA
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Detectare purtatori nazali MRSAXpert® MRSA - 45 min. – rezultat
 (2 min. pregatire proba) Sensibilitate 97,1% Specificitate 96,2%
 BUGS’n BEAD MRSA cercetare (Nordiag) magnetic beads cu afinitate pt. MRSA
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ConcluziiNecesar ca laboratoarele sa lucreze corect
 testarile de sensibilitateEste posibil la nivelul oricarui laborator sa se
 stabileasca existenta ESBLCarbapenemazeFelul rezistentei MLS



				

				
LOAD MORE				            


            
                

                Recommended


                                    
                        
                            
                                

                            

                        
                        
                            testarea psihologica personalitate
                            
                                Documents
                            
                        

                    

                                    
                        
                            
                                

                            

                        
                        
                            Testarea difuzimetrica
                            
                                Documents
                            
                        

                    

                                    
                        
                            
                                

                            

                        
                        
                            Testarea Campbell Si Volhard
                            
                                Documents
                            
                        

                    

                                    
                        
                            
                                

                            

                        
                        
                            testarea blak-box
                            
                                Documents
                            
                        

                    

                                    
                        
                            
                                

                            

                        
                        
                            testarea 1
                            
                                Documents
                            
                        

                    

                                    
                        
                            
                                

                            

                        
                        
                            Testarea Clinica Musculo-Articulara C5
                            
                                Documents
                            
                        

                    

                                    
                        
                            
                                

                            

                        
                        
                            Testarea unei lumini noi.docx
                            
                                Documents
                            
                        

                    

                                    
                        
                            
                                

                            

                        
                        
                            Testarea aderenţei mortarului
                            
                                Documents
                            
                        

                    

                                    
                        
                            
                                

                            

                        
                        
                            Testarea psihologica susana urbina582.pdf
                            
                                Documents
                            
                        

                    

                                    
                        
                            
                                

                            

                        
                        
                            Testarea nedistructiva
                            
                                Documents
                            
                        

                    

                                    
                        
                            
                                

                            

                        
                        
                            Testarea integrare
                            
                                Documents
                            
                        

                    

                                    
                        
                            
                                

                            

                        
                        
                            Testarea Echilibrului Sindrom Down
                            
                                Documents
                            
                        

                    

                                    
                        
                            
                                

                            

                        
                        
                            Testarea Clinica Musculo-Articulara
                            
                                Documents
                            
                        

                    

                                    
                        
                            
                                

                            

                        
                        
                            TESTAREA CUTANATĂ ALERGOLOGICĂ
                            
                                Documents
                            
                        

                    

                                    
                        
                            
                                

                            

                        
                        
                            Testarea prenatală
                            
                                Documents
                            
                        

                    

                                    
                        
                            
                                

                            

                        
                        
                            Curs_3 Testarea Statica
                            
                                Documents
                            
                        

                    

                                    
                        
                            
                                

                            

                        
                        
                            TESTAREA IPOTEZELOR STATISTICE.pdf
                            
                                Documents
                            
                        

                    

                                    
                        
                            
                                

                            

                        
                        
                            Testarea Omg Partea III
                            
                                Documents
                            
                        

                    

                            

        


    






    
        
            	About us
	Contact us
	Term
	DMCA
	Privacy Policy


            	English
	Français
	Español
	Deutsch



            
                

				STARTUP - SHARE TO SUCCESS

									
							


					

				            

        

    















